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Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

11 Einleitung

Seit den Anfangen der Landwirtschaft bis hin zur Gegenwart verursachen Pflanzen-
krankheiten groRe Schaden an Kulturpflanzen (OERKE, 2006; KLENKE und SCHOLLER, 2015).
Wissenschaftler beschaftigen sich seither mit den Ursachen und der Regulierung von Pflan-
zenkrankheiten im Pflanzenbau (SCHLOSSER, 1997; HALLMANN et al., 2007; BEBBER und GURR,
2015). Durch Pilze oder Oomyceten verursachte Pflanzenkrankheiten haben in der Vergan-
genheit grofde Ernteverluste und damit zusammenhangende Hungersnote sowie Migrations-
wellen nach sich gezogen (HALLMANN et al., 2007; BEBBER und GURR, 2015). Ein Beispiel
hierflr ist die Kraut- und Knollenfaule der Kartoffel, die nach ihrem Auftreten in Europa um
1840 von Berkeley als Phytophthora infestans beschrieben wurde (SCHLOSSER, 1997). Ein
weiteres Beispiel ist die Hungersnot, die 1943 in Bengalen fiir geschatzte zwei Millionen Men-
schen den Tod bedeutete, da der Pilz Helminthosporium oryzae die vorjahrige Reisernte gra-
vierend reduzierte (PADMANABHAN, 1973). Die seit tuber 100 Jahren stark anwachsende Welt-
bevolkerung bedarf u.a. aufgrund begrenzter Anbauflachen deshalb auch heute einer
angepassten Ertrags- und Produktivitatssteigerung (OERKE et al., 1994; SCHLOSSER, 1997,
KUcK et al., 2009).

Durch die Einfihrung von ertragsreicheren Sorten, den Einsatz von effektiven Kulturtechniken
und nicht zuletzt durch die Verwendung von Agrochemikalien zur Kontrolle der Schadfaktoren
gelang es, die Ertrage vieler Nahrungspflanzen kontinuierlich zu steigern. Gleichzeitig konnte
auf globaler Ebene jedoch auch ein Anstieg bei den Ertragseinbul3en festgestellt werden, des-
sen Hauptgrund in vielen Regionen der Erde in ungeeigneten Bewirtschaftungsweisen und
unangemessenen Mallnahmen zum Pflanzenschutz vermutet wird (OERKE et al., 1994;
SCHLOSSER, 1997; OERKE, 2006). Die intensive Kultivierung der Nahrungspflanzen und die
Notwendigkeit des Pflanzenschutzes sind so miteinander verbunden und verlangen nach im-
mer neuen, nachhaltigeren Lésungen (OERKE, 2006). Die Aufgabe ist es daher u.a., ma3nah-
menbeeinflusste Wirt-Pathogen-Interaktionen zu erforschen und die von der Offentlichkeit ge-
forderte Einsparung an chemischen Pestiziden mit umweltvertraglichen Alternativen zu
kompensieren (integrierter Pflanzenschutz) (SCHLOSSER, 1997; BORNER, 2009). EU-weit fin-
den sich hdchstgehaltiiberschreitende Rickstdnde an chemischen Pflanzenschutzmitteln in
Gewassern und Lebensmitteln, welche auch Bienen sowie Wirbeltiere schadigen (BMEL,
2017). Die zunehmende Nachfrage nach 6kologisch und soziodkonomisch vertretbaren Alter-
nativen flir chemische Fungizide hat die Forschung nach innovativen biobasierten Pflanzen-
schutzstrategien intensiviert. Dieser Bedarf wird insbesondere vom Resistenzmanagement
und Zulassungshiirden angetrieben. Ein ernsthaftes Problem und damit eines der zentralen
Themen ist die Fungizidresistenz von Pathogenpopulationen, die mit einem engen Wirk-
stoffspektrum und dem groRangelegten Einsatz von synthetischen Fungiziden einhergeht.
Dies schlieldt auch Kreuzresistenzen gegeniiber Wirkstoffen, die den gleichen Wirkmechanis-
mus oder eine ahnliche chemische Struktur aufweisen, mit ein (HALLMANN et al., 2007;
KUcK et al., 2009; AzZNAR et al., 2015; HOLLOMON, 2015). Der Fungizidmarkt wird von Sub-
stanzklassen dominiert, welche Uber nur wenige Wirkmechanismen verfligen. Die vor etwa
50 Jahren begonnene Einfliihrung bindungsspezifischer Fungizide revolutionierte den chemi-
schen Pflanzenschutz, da sie zur Kontrolle der pilzlichen Erkrankungen hoch effiziente Pro-
dukte mit gering toxischen Komponenten bot. Bald stellte sich jedoch heraus, dass sich phy-
topathogene Pilze an die antifungalen Behandlungen bzw. deren Wirkweisen tber Mutationen
anpassen und Resistenzen erwerben kénnen, in deren Folge die Effizienz der Mittel abnahm
(HAHN, 2014).
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Ein Beispiel hierfir sind Strobilurin-basierte Fungizide (Hemmstoffe der mitochondrialen
Atmungskette am Komplex Ill). Eine einzelne G143A-Punktmutation im mitochondrialen
Cytochrom b-Zielgen von pathogenen Pilzen wie Pyricularia grisea fihrte zu einer vollstandi-
gen Strobilurinresistenz (SIEROTzKI et al., 2000; Kim et al., 2003; LESEMANN et al., 2006;
HALLMANN et al., 2007). Neben der wirkortspezifischen Resistenz erwarben Pathogene wie
Botrytis fragariae zudem effluxbasierte Resistenz- und andere Detoxifizierungsmechanismen
(PEDRAS und AHIAHONU, 2005; AMMAR et al., 2013; RUPP et al., 2017; YANG et al., 2018).
Entsprechend sind hinsichtlich der Resistenzproblematik etwa 70 % der global eingesetzten
Fungizide als hoch bis mittel riskant einzustufen (LEADBEATER und Gisl, 2010;
LEADBEATER, 2015), was flr die Nachhaltigkeit der Produkte eine ungtinstige Ausgangslage
darstellt. Aufgrund veranderter gesetzlicher Pflanzenschutzregelungen besteht ein weiteres
Problem dadurch, dass die Auswahl kommerziell erhaltlicher, synthetischer Fungizide mit dem
Auslaufen ihrer Zulassungen abnimmt (THOMPSON et al., 2008; CHAPMAN, 2014; KING, 2014;
DEISING et al., 2017).

Neben der Ziichtung von Sorten, die Krankheitserregern gegeniber resistent sind, bieten sich
auf Grund ihrer strukturellen Vielfalt insbesondere Naturstoffe als nahezu unbegrenztes Re-
servoir fur eine nachhaltige Pflanzenproduktion an (SIDDHURAJU und BECKER, 2003;
YOON et al., 2013). Hinsichtlich der Kontrolle von Phytopathogenen mit primarer agrarwirt-
schaftlicher Relevanz, wie z.B. Echte Mehltaupilze, wurden alternative phytosanitare Malinah-
men, u.a. in Form von Wirkstoffen aus Pflanzenextrakten, bereits entwickelt (COPPING und
MENN, 2000; CHEN und DAI, 2014). Wurzelextrakte aus Rumex crispus reduzierten die Befalls-
symptome von Echtem Mehltau in Hordeum vulgare (Gerste) und Cucumis sativus (Gurken)
ebenso effektiv wie das synthetische Fungizid Fenarimol (KiM et al., 2004). Drei aus den Wur-
zeln von R. crispus isolierte Substanzen, welche eine antifungale Aktivitdt gegenuber
Blumeria graminis f.sp. hordei zeigten, wurden als Chrysophanol, Parietin und Nepodin iden-
tifiziert (CHoOI et al., 2004). Ein Blattextrakt aus Reynoutria sachalinensis wurde aufgrund seiner
Wirksamkeit gegeniiber dem Echten Mehltau in Gurken unter dem Namen Milsana® kommer-
zialisiert. Letztere Studien zeigten, dass die aktiven Inhaltsstoffe in R. sachalinensis (haupt-
sachlich das Anthrachinon Physcion) nicht vorrangig antifungale Eigenschaften aufweisen,
sondern vielmehr Resistenzmechanismen in den Wirtspflanzen induzieren (HERGER und
KLINGAUF, 1990; KONSTANTINIDOU-DOLTSINIS und SCHMITT, 1998).

Die Mechanismen zur Aktivierung der sogenannten systemisch erworbenen Resistenz (engl.
systemic acquired resistance [SAR]) sind in Gurken, Nicotiana tabacum (Tabak) und
Arabidopsis thaliana auf biochemischer und molekularbiologischer Ebene detailliert untersucht
(WARD et al., 1991; LAWTON et al., 1993; SHINE et al., 2018). Die Relevanz neuartiger SAR-
aktivierender Wirksubstanzen in der Entwicklung von Pflanzenschutzstrategien wurde um-
fangreich beschrieben (RYALS et al., 1996; G0zzo0 und FAORO, 2013). Untersuchungen auf
dem Gebiet resistenter Sorten durch Mutationen von Genen, die in die pflanzliche Abwehr von
Schaderregern eingebunden sind, schlossen auch Schlisselsubstanzen in abwehrbezogenen
Signalwegen ein (DONG, 1998). Damit einhergehend wurde eine gro3e Anzahl natirlich vor-
kommender wie auch synthetischer Substanzen im Hinblick auf ihre Fahigkeit zur Resistenz-
induktion in Pflanzen evaluiert (KESSMANN et al., 1994; BECKHOVE, 2001). Durch direkte und
indirekte Wirkmechanismen koénnen auch Fungizide als Priming-Agenzien wirken
(HERMS et al., 2002). GORLACH et al. (1996) konnten SAR-induzierende Effekte des syntheti-
schen Benzothiadiazols (BTH) in Mehltau-infiziertem Triticum aestivum (Weizen) nachweisen.
Resistenz und Geninduktion wurden dabei starker induziert als die Effekte der endogenen
SAR-Signalsubstanz Salicylsdure (engl. salicylic acid [SA]) oder SA-imitierenden
2,6-Dichlorisonikotinsaure (KAUSS et al., 1992; GORLACH et al., 1996).
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Unter den chemischen Derivaten, welche die resistenzinduzierende Aktivitat von SA imitieren,
wurde BTH als Pflanzenschutzagens in Form des Pflanzenaktivators Bion® auf den Markt ge-
bracht (MALAMY und KLESSIG, 1992; MORRIS et al., 1998; HAMMERSCHMIDT et al., 2001). Die
optimale Wirkung chemischer Resistenzinduktoren setzt eine Vorbehandlung voraus, um der
Pflanze ein Zeitfenster flr die Aktivierung entsprechender Abwehrmechanismen zu ermdgli-
chen. Da milde Winter jedoch einen latenten Mehltaubefall beglinstigen, konnte sich Bion®
gegenuber kurativ wirkenden Fungiziden kommerziell nicht durchsetzen und sein extensiver
Gebrauch blieb aus (CONRATH et al., 2015). Das Hauptziel fur erfolgreiche antifungaler Pflan-
zenschutzstrategien muss daher sein, Mittel mit geringem Resistenzrisiko hervorzubringen
(eine direkte antifungale Aktivitat und eine Priming-Funktion in der Pflanze), welche neben
ihrer nachhaltigen Effizienz zudem eine hohe Breitenwirksamkeit, geringe Toxizitat und Si-
cherheit fir Anwender, Tiere, Wirtspflanzen sowie den Naturhaushalt vereinen (BECKERS und
CONRATH, 2007; BEBBER und GURR, 2015; CHOLLET et al., 2014).

Durch ihr breites Spektrum an polyphenolischen Verbindungen, welche als sekundare Phyto-
chemikalien vor Krankheiten schiitzen oder als Farbstoffe und Wachstumsregulatoren dienen
(TEUSCHER, 1990 zitiert in WATZL und LEITZMANN, 1999), kdnnten die Wurzeln verschiedenster
Arten der Gattung Rheum (Rhabarber) eine vielversprechende Quelle fir antifungale Verbin-
dungen zur Entwicklung alternativer Bioprodukte flr die Landwirtschaft darstellen
(KABRODT, 2006). In Rheum-Wurzeln sind bioaktive polyphenolische Verbindungen wie
Stilbene, Catechine (Flavonoide) und Anthrachinone identifiziert worden (GONG et al., 2005;
YE et al., 2007). Medizinische wie auch antimikrobielle Effekte wurden anhand von verschie-
denen Studien bereits demonstriert (SURESH BABU et al., 2003; DINGERMANN et al., 2004;
KABRODT, 2006). Flavonoide und verwandte Polyphenole sind dafiir bekannt, die Sporenkei-
mung pilzlicher Phytopathogene zu inhibieren. Beispielhaft ist das Isoflavonoid Maackiain in
Cicer bijugum (wilder Verwandter der Kichererbse) gegenliber Botrytis cinerea (STEVENSON
und HAWARE, 1999; HARBORNE und WILLIAMS, 2000). Bekannt ist auch, dass sie Immunsys-
temzellen aktivieren und Signaltransduktionswege wie Mitogen-aktivierte Proteinkinasen so-
wie die zellulare Proteinphosphorylierung beeinflussen (STICHER, 1999; STICHER, 2010). Die
Relevanz des Stilbens Resveratrol (RES) als Phytoalexin in der pflanzlichen Abwehr ist eben-
falls gut beschrieben (LANGCAKE wund PRYCE, 1976; ADRIAN et al., 1997;
GONzALEZ URENA et al., 2003; PEZET et al., 2004a, b; HER, 2008; POCIECHA et al., 2014;
GAMBINI et al., 2015). Es wurde auch nachgewiesen, dass Stilbene die Sporenkeimung und
das Mycelwachstum von phytopathogenen Pilzen und Oomyceten hemmen kénnen (KUMAR
und NAMBISAN, 2014).

Die erlauterten Grundlagen fihrten zu der folgenden Zielstellung dieser Arbeit.

1.2 Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Wurzelextrakte aus Rheum und daraus iso-
lierte Fraktionen (Frks) auf ihre antifungale Wirksamkeit gegen ein reprasentatives Spektrum
an agrarokonomisch relevanten Phytopathogenen zu testen. Der Fokus lag hierbei auf dem
Echten Mehltau. Genauer galt es, die Eignung der Rhabarberwurzelextrakte bzw. ihrer aktiven
Inhaltsstoffe als Komponenten flr eine potenzielle Pflanzenschutzstrategie funktionell zu pri-
fen. Auf Basis der dem Extraktionsverfahren folgenden analytisch-chemischen Aufklarung und
Charakterisierung ihrer polyphenolischen Sekundarmetabolite mittels kombinierter HPLC-MS
einschlieBlich der Fraktionierung mittels praparativer HPLC sollten zudem Struktur-Wirkungs-
Beziehungen abgeleitet werden. Den Hintergrund bildete der vorab beschriebene Bedarf des
landwirtschaftlichen Sektors an innovativen, effektiven und vorzugsweise biologischen Wirk-
stoffen mit multiplen Wirkmechanismen.
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Das diesbezlglich zu etablierende Monitoring war in ein Primar-, Sekundar- sowie Tertiar-
screening unterteilt — Screeningstufen, welche als Labor-, Gewachshaus- und Feldversuche
strategisch aufeinander aufbauten und sich gegenseitig bedingten.

Die Methoden des Primarscreenings bildeten der in vitro Mycelwachstumstest (MWT) und der
in vivo Blattsegmenttest (BST). Ersterer sollte mit Gesamtextrakten (Wasser- und Ethylacetat
[EtOAc]-Phasen) aus den Wurzeln verschiedener Rheum- (und Rumex-) Spezies an nekro-
trophen und hemibiotrophen Phytopathogenen durchgefihrt werden. Der MWT diente einer
basalen Beurteilung direkter antifungaler, wachstumsinhibierender Effekte der Extrakte auf
pflanzenpathogene Pilze und Oomyceten unterschiedlicher Besiedlungsstrategien, Entwick-
lungszyklen oder Ernahrungsformen. Die BSTs ermdglichten die Evaluierung des antifungalen
Potentials gegeniber obligat biotrophen pilzlichen Pathogenen im vornehmlichen Modellsys-
tem H. vulgare ‘Lawina’ versus B. graminis f.sp. hordei (Gerstenmehltau). Durch die Testung
von Gesamtextrakten, isolierten Frks und Rheum-typischen Reinstverbindungen mittels BST
sollten synergistische Effekte und die Wirksamkeit bestimmter Polyphenolgruppen oder poly-
phenolischer Einzelkomponenten ermittelt werden.

Ziel des Sekundarscreenings war es, die Wirkmechanismen ausgewahlter Extraktproben, wel-
che sich im Primarscreening als besonders effektiv erwiesen, anhand spezieller Testsysteme
detailliert zu untersuchen. Selektiertes Untersuchungsmaterial war der Wurzelextrakt
(Erntejahr 2014 [E14], EtOAc-Phase) des Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’ (Genotyp [GT] 10)
und daraus gewonnene Frks (zwei vorrangig Flavan-3-ol- bzw. Stilben-haltige Frks) sowie die
Referenzverbindungen Epicatechingallat und RES. Vergleichsuntersuchungen erfolgten,
wenn durchgefihrt, mit der EtOAc-Phase des GT02 E12 (Rheum officinale). Zum Sekundar-
screening gehorten mikroskopisch quantifizierende Zellstudien (histochemische Studien) von
Pilz-Pflanze-Interaktionstypen sowie die photometrische Vermessung der Aktivitat enzymati-
scher und nicht-enzymatischer Antioxidantien im genannten Pathosystem. Studien zu
induzierter Resistenz erfolgten v.a. mit der Modellpflanze Arabidopsis thaliana, welche in Tei-
len der Versuche mit Erysiphe cruciferarum (Echter Mehltau) infiziert wurde. Ein differenziertes
Mutantenscreening mit Salicylat-, Jasmonat- oder andersartig defizienten Arabidopsis-Mutan-
ten (BST, Konidienauszahlung) und Transkriptabundanzanalysen mit Col-8 (Arabidopsis-Wild-
typ) dienten der Aufklarung der Fragestellung, ob ein Wurzelextrakt aus Rheum Resistenz
induzieren kann und, wenn gegeben, welche Schlliisselsubstanzen in der Pflanze an der Re-
sistenzinduktion beteiligt sind. Die Transkriptabundanzanalysen wurden im Hinblick auf die
Pathogenese-zugehorigen Protein-kodierenden Gene PR1, PR2 und PR5 mittels qRT-PCR
durchgefuhrt. Hinsichtlich des gesamten Arabidopsis-Transkriptoms erfolgten DNA-
Microarrays (differentielle Transkription abwehrrelevanter Gene, Priming-Effekt). Den diesbe-
ziglichen Abschluss bildeten Western Blot-Experimente zur Detektion phosphorylierter
Mitogen-aktivierter Proteinkinase 3.

Zielindikationen im Rahmen des Tertiarscreenings waren Mehltau- wie auch Rosterkrankun-
gen in Sommergerste und Winterweizen (Triticum aestivum). Die hierfir angelegten Kleinpar-
zellenversuche im Freiland wurden mit den Rohextrakten des GT02 E12 und des GT10 E12
sowie einem formulierten Extrakt des GT10 E12 durchgeflhrt.

Mit dem in der AG IBAS zu etablierenden, breit aufgestellten Monitoring-System auf Funktio-
nalitat sollte das antifungale Potential von Rheum-Wurzelextrakten und deren polyphenoli-
scher Inhaltsstoffe hinreichend evaluiert werden.
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2 Theoretische Grundlagen

21 Agrarokonomisch relevante phytopathogene Pilze und
Oomyceten

Landwirtschaftliche Schaden an Kulturpflanzen werden biotisch durch phytopatho-
gene Viren (auch Viroide), Bakterien, Nematoden und Pilze verursacht (SCHLOSSER, 1997;
HALLMANN et al.,, 2007; HEer, 2008). Laut SCHLOSSER (1997) sind von geschatzten
100.000 Pilzarten etwa 5 % in der Lage, Pflanzen zu besiedeln und zu schadigen. Bei einem
dieser Phytopathogene handelt es sich um Mehltau, welcher bereits im Alten Testament be-
schrieben wurde und neben anderen Schadpilzen gefiirchtet wird, seit der Mensch sein No-
madendasein aufgab. Ein weiteres Beispiel ist der Rost, der bereits in einem Bericht des ro-
mischen Dichters Ovid Gber den Rostpilzgott Robigus benannt wurde. Opfergaben seitens der
Landwirte am 25. April jeden Jahres sollten dessen Wohlwollen bewirken. Trotz zahlreicher
bewahrter Bekampfungsmaflinahmen sind diese Pilze auch heute noch agrarékonomisch re-
levant (BEBBER und GURR, 2015; KLENKE und SCHOLLER, 2015).

Pilze sind aufgrund ihres Zellkerns mit Zellmembran Eukaryoten sowie durch das Fehlen von
Chloroplasten C-heterotroph. Saprophytisch, parasitar oder pathogen lebend treten sie sowohl
im Wasser als auch auf dem Land auf (SCHLOSSER, 1997; HALLMANN et al., 2007). Da Pilze
komplexe pflanzliche Polymere abzubauen vermégen, zahlen sie zu den am besten an pflanz-
liches Substrat angepassten Organismen (HALLMANN et al., 2007). Phytopathogene Pilze
durchlaufen wahrend der Krankheitsentwicklung verschiedene Phasen (Lebenszyklus)
(SCHLOSSER, 1997), wobei ihre Entwicklung in mindestens einem Stadium ausschlie3lich auf
lebenden Pflanzen stattfindet (KLENKE und SCHOLLER, 2015). Je nach parasitarem Verhaltnis
zu ihrer Wirtspflanze kann eine Einteilung der Pathogene in obligate (Erndhrungsform:
biotroph), von lebendem Substrat abhangige (Echte Mehltaupilze, viele Rostpilze etc.) und
nicht obligate Erreger erfolgen. Hintergrund fir die Biotrophie von Gerstenmehltau (Bgh) ist
das Unvermogen, selbst Purine zu synthetisieren. Die nicht obligaten Erreger lassen sich
nochmals in fakultative Saprophyten, wie Venturia inaequalis, und fakultative Pathogene un-
terscheiden. Erstere bendtigen zur Vollendung ihres Lebenszyklus zwar den Wirt, konnen je-
doch phasenweise auch von bereits abgestorbenem Material leben (Erndhrungsform:
hemibiotroph/perthotroph). Die fakultativen Pathogene sind zur Vollendung ihres Lebenszyk-
lus auch auf nicht durch sie selbst abgestorbenem, totem Substrat befahigt (Erndhrungsform:
nekrotroph) (SCHLOSSER, 1997; HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; HALLMANN et al., 2007;
KUCK et al., 2009; Dobbs und RATHJEN, 2010; BOWEN et al., 2011). Nekrotrophe Pilze nutzen
fur das Abtéten ihrer Wirtspflanze oftmals wirtsspezifische oder unspezifische Toxine
(HALLMANN et al., 2007). Der durch phytopathogene Pilze hervorgerufene Schaden an Getrei-
depflanzen ist allgemein betrachtet im Entzug der pflanzlich assimilierten Kohlenhydrate sei-
tens des pilzlichen Parasiten begriindet. Wirtschaftlich auf3ert sich dies z.B. in einer verringer-
ten Kornzahl pro Ahre bei gleichzeitig kleinerem Korngewicht (PRIGGE et al., 2004).

Die Verbreitungseinheiten der Pilze sind Sporen (Konidio-/Uredo-, Sporangio-, Zoo-, Clamydo-
oder z.B. Asco-/Basidiosporen), welche sexuell oder asexuell gebildet werden kénnen. ,Man
unterscheidet die Hauptfruchtform (Teleomorph) mit sexueller Sporenbildung in speziell diffe-
renzierten Sporokarpien, die meist der Uberdauerung und Erhaltung dienen, von der Neben-
fruchtform (Anamorph) mit asexuell gebildeten Sporen (Konidien) fir die Massenvermehrung
und Verbreitung® (HALLMANN et al., 2007). Die Fortpflanzungsart in der Hauptfruchtform ist eine
Grundlage fur die Klassifizierung der Pilze (HALLMANN et al., 2007).
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Zu den Eukaryoten-Reichen mit phytopathogenen ,Pilzen* zéhlen v.a. Chromista und Fungi
(das Reich, dem die meisten Pilze angehdren). Zum Reich Chromista zahlt der Stamm der
Oomycota, welchem sogenannte Pseudofungi zugeordnet werden kénnen (friihere Bezeich-
nung: Oomycetes/Phytomycetes). Bei diesen handelt es sich um den Algen nahestehende
Organismen. Im Gegensatz zu den Echten Pilzen des Reiches Fungi (Zellwand chitinisiert, bei
Dauerstadien melanisiert) sind in den Zellwanden der Pseudofungi hauptsachlich Glucane,
Cellulose sowie Hemicellulosen und nicht Chitin enthalten. Das im Reich der Pflanzen ebenso
als GerUstsubstanz dienende Chitin stellt nach der Cellulose das zweithaufigste Polysaccharid
dar und macht den Hauptbestandteil der pilzlichen Zellwand aus. Stamme des Reiches Fungi
sind die der Chytridiomycota, Zygomycota (Jochpilze) sowie Ascomycota (Schlauchpilze) und
Basidiomycota  (Sténderpilze) (SCHLOSSER, 1997; FRANZ und ALBAN, 1999;
HALLMANN et al., 2007; BLASCHEK, 2010). In Abb. 1 sind alle in der vorliegenden Arbeit beriick-
sichtigten Phytopathogene entsprechend klassifiziert.

T TN T BT T T

Seploria tritici Berk. & M.A. Curtis

| Capnodiales | | Mycosphaerellacea ‘

Venturiales H Venturiaceae H Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter (1875)

Dothideomycetes

~| Pleosporales |»I Pleosporaceae ‘

Alternaria brassicicola (Schwein.) Wiltshire (1947)

Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem. (anamorph)*

Microascales H Ceratocystidaceae H Thielaviopsis basicola (Berk. et Br.) Ferraris {anamorph)™**

Fusarium culmorum (W.G. Sm.) Sacc. (1895)

Hypocreales I

—l

-I Ascomycota H Sordariomycetes |- Fusarium graminearum Schwabe (anamorph)*

1]

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

-I Magnaporthales H Magnaporthaceae

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (1884)

«I Helotiales |—| Sclerotiniaceae

Botrytis cinerea Pers. {1822) (anamorph)*

Blumeria graminis (DC.) Speer (1975) f.sp. hordei

«I Erysiphales H Erysiphaceae Blumeria graminis (DC.) Speer (1975) f.sp. tritici

T = T

Erysiphe cruciferarum Opiz ex L. Junell (1967)

Puccinia strifformis Westend. (1854)

| Pucciniomycetes H Pucciniales | | Pucciniaceae |

M —

Puccinia triticina Erikss.

Agaricomycetes H Cantharellales H Ceratcbasidiaceae

H—{’ Rhizoctonia solani J.G. Kihn (1858) (anamorph)*

Rhizoctonia zeae (anamorph)*

|
|
|
|
|
|
|
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Magnaporthe oryzae ‘
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

| Chromista H Oomycota H Peronosporea H Peronosporales H Peronosporaceae H Phytophthora capsici Leonian (1922)

Abb. 1: Systematik der im Rahmen der Labor- und Gewéachshausversuche verwendeten bzw. im
Freiland aufgetretenen Phytopathogene (Quelle: eigene Darstellung [BRANDS, 1989-heute,
basierend auf KIrK et al., 2008; *HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; RibouT, 2009; **IMA, 2016]).

2.1.1 Echter Mehltau

Zu den Echten Mehltaupilzen zahlen gebietsbezogen (Deutschland, Osterreich,
Schweiz und Sidtirol) 202 Arten (global bekannt sind 769 Arten) verschiedener Gattungen,
darunter die Gattungen Blumeria und Erysiphe (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999;
RiDOUT, 2009; KLENKE und SCHOLLER, 2015). Fur diese Pilze typisch ist ihr an Blattern und
sonstigen griinen Pflanzenteilen (alle Assimilationsorgane) auftretendes, meist weilliches
Mycel mit etwa 5 mm groRen, mehligen Pusteln. Am oberflachlichen Mycel werden unver-
zweigte Konidientrager ausgebildet, welche bei Blumeria an der Basis zwiebelformig ge-
schwollen sind und endseitig einzellige Konidien abschniren (Anamorph). Bei der geschlecht-
lichen Form (Teleomorph) kommt es im Stadium der Reife zum Zerreilen der
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Fruchtkdrperwandung und zur Freilassung von Asci mit einzelligen Ascosporen. Wahrend die
Echten Mehltaupilze vorrangig zweikeimblattrige Geholze und Krauter (bedecktsamige Bliten-
pflanzen) befallen, nutzt mit Blumeria graminis nur eine Art die Wirtspflanzenfamilie der
SiuRgraser (inkl. Getreide) (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; RIDOUT, 2009; KLENKE und
SCHOLLER, 2015). Taxonomisch gibt es immer wieder Anderungen in der Zuordnung oder Na-
mensgebung einzelner Pilze. Erysiphe graminis wird deshalb heute auch als
Blumeria graminis betitelt (SCHLOSSER, 1997). B. graminis gilt als ein durch Rassenbildung
hoch wirtsspezialisierter (Getreidearten, Getreidesorten), obligat biotropher Ektoparasit
(HALLMANN et al., 2007). Diese Spezifitat bildet die Grundlage der Unterscheidung von
formae speciales (f.sp.) wie z.B. f.sp. tritici oder hordei (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999;
HALLMANN et al., 2007; RibouT, 2009).

Weizen- und Gerstenmehltau: Zur Uberdauerung der sommerlichen Vegetations-
ruhe bilden der Weizenmehltau (B. graminis f.sp. tritici) sowie der Gerstenmehltau (B. graminis
f.sp. hordei [Bgh]) auf alterem Blattmaterial oder Stoppelresten Kleistothezien aus, deren
Ascosporen Auflaufgetreide und herbstliche Frihsaaten befallen kénnen. Im Unterschied zu
anderen Blumeria- bzw. Erysiphe-Arten weist B. graminis grolte Kleistothezien mit grof3en so-
wie zahlreichen Asci auf. Mit Mehltaupusteln befallenes Auflaufgetreide (,Griine Briicke®) ist
durch windverbreitete Sporen (Infektionseinheiten = Konidien) eine weitere, bedeutendere
Inokulumquelle neuer Saaten (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004).
Nachdem die Uberwinterung an befallenen Pflanzen in Mycelform erfolgt ist (Ruheform), dient
diese asexuelle Sporenform der Infektion im Frihjahr. Das weillliche bis hellgraue, spater
graubraune, pelzige Mycel (mehlartige Pusteln) des Weizenmehltaus wird, wie auch das Mycel
des Gerstenmehltaus, ektoparasitisch auf assimilationsfahigem Pflanzengewebe ausgebildet,
wobei die Ernahrung Uber in den Epidermiszellen gebildete Haustorien erfolgt (Nahrstoffent-
zug). Der Gerstenmehltau auf3ert sich durch ein oberflachlich weilles, flauschiges Pilzgeflecht
auf Blattern, Halmen und Ahren sowie bei starkem Befall durch vorzeitig vergilbte Blatter
(HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004; RiDOUT, 2009; BASF SE, 2018a).
Fur die witterungsabhangige Konidienproduktion sind eine Temperatur von unter 20 °C und
eine trockenheitsfolgende, moglichst hohe Luftfeuchte (95 %) optimal (Regennasse — Quel-
lung — AufreiRen der Fruchtkérper — Ausschleudern der Ascosporen). Hohe Saatstarken
bzw. héhere Triebdichten bedingen daher ein fur den Krankheitserreger forderliches Mikro-
klima (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004). Die Verbreitung der Konidien
wird durch hohe Temperaturen (bis zu 28 °C) bei geringer relativer Feuchte sowie starke Wind-
verhaltnisse begunstigt. Je nach befallener Getreideart, je nachdem, ob die Wirtspflanzen friih-
zeitig oder eher spat infiziert werden und je nach Sortenanfalligkeit, reduzieren die Erreger das
Wurzelwachstum, die Dichte des Bestands, die Kornzahl je Ahre (Sommer [SG]- und Winter-
gerste) und das Tausendkorngewicht (TKG; Weizen) mit Ertragsverlusten von tber 25 % bzw.
30 %. Dies wiederum hat seine Ursache in geringeren Photosyntheseleistungen und einer
reduzierten assimilationsfahigen Blattflache (Fixierung des assimilierten Kohlenstoffs in den
Blattern und Transfer von Nahrstoffen zum Befallsort — Verschiebung der ,sink-source“-Ver-
haltnisse) (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004; RiDouUT, 2009). Die Ver-
luste sind aufgrund des intensiveren Weizenanbaus in Mitteleuropa wirtschaftlich zunehmend
bedeutend (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999). In Gerste werden durch Bgh ebenfalls
grof3e Ernteverluste verursacht (RIDouT, 2009; DEAN et al., 2012). Vorbeugende Mallnahmen
zur Bekampfung umfassen u.a. den Einsatz resistenter Sorten oder von Sortenmischungen
mit variablen Resistenzgenen, friihzeitige Bestandskontrollen (mind. 30 Einzelpflanzen), ma-
Rige Stickstoffgaben von < 120 kg/ha (anderenfalls Minderung natirlicher Abwehrkrafte) und
das die Bodenbearbeitung begleitende Einarbeiten der Ernterlickstdnde (HOFFMANN und
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SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al.,, 2004; HALLMANN et al., 2007; RipouT, 2009;
BASF SE, 2018a).

Eine weitere pflanzenbauliche Malinahme betrifft die Saatgutbeizung mit systemischen Pra-
paratkomponenten wie Nuarimol (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999). Werden Fungizide
verwendet, sollten diese rechtzeitig ausgebracht werden, d.h. ab etwa 1 % Befallsstarke auf
60 % bis 80 % befallenen Pflanzen (Weizenmehltau) bzw. auf Blattetage F-4 (4. Blatt unter
Fahnenblatt [F]), ab Entwicklungsstadium (ES) 31 (1-Knoten-Stadium) oder zu Beginn des
Schossens (Gerstenmehltau, insbesondere in SG). Bei einer Befallshaufigkeit von 60 % auf
F-3 ist eine zweite Spritzung erforderlich (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999;
PRIGGE et al., 2004).

Mehltau an Cruciferen: Der weltweit verbreitete Echte Mehltau an Kreuzblutlern
(Erysiphe cruciferarum) ahnelt dem Mehltau in Getreide durch sein spinnwebartiges, weilli-
ches Mycel symptomatisch sehr. Auch hier stirbt das Blattgewebe unter gelbbrauner Verfar-
bung letztlich ab (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999). Die Abb. 2 zeigt eine mit
E. cruciferarum befallene Arabidopsis thaliana-Pflanze des Wildtyps (WT) Col-8 (rechts) im
Vergleich zu Gerstenblattern der anfalligen SG-Sorte ‘Lawina’, welche mit Bgh infiziert sind
(links).

Abb. 2: Mit Echtem Mehltau befallene Blitter von Gerste (I.) und Arabidopsis (r.)
(Quelle: eigenes Bildmaterial).

2.1.2 Falscher Mehltau

Den Falschen Mehltaupilzen gehéren in Deutschland, Osterreich, der Schweiz und
Sudtirol 292 Arten an (KLENKE und SCHOLLER, 2015). Der pilzliche Thallus setzt sich bei den
Reichen Chromista und Fungi aus fadenférmigen Hyphen zusammen, die in ihrer Gesamtheit
als Mycel bezeichnet werden (SCHLOSSER, 1997). Falsche Mehltaupilze kénnen bei intensivem
Befall Ahnlichkeit zu den Echten Mehltaupilzen aufweisen, zeigen jedoch durch z.T. noch be-
geillelten Stadien ihre Verbindung zum Wasser und sind phylogenetisch von phagotrophen
Einzellern abzuleiten (keine Zugehdrigkeit zu den Echten Pilzen [Fungi]). Ihr Mycel zeigt ein
intrazellulares Wachstum, wobei die Vermehrung vegetativ lUber an verzweigten Tragern ge-
bildete, abgefallene Konidiosporangien erfolgt, welche wiederum mit Hyphen oder Zoosporen
(sexuell: Oosporen) keimen. Bei den Wirtspflanzen der Falschen Mehltaupilze handelt es sich
im Wesentlichen um ein- sowie zweikeimblattrige Krauter und Graser (oft einjahrige Pflanzen).
Wichtige Gattungen der Falschen Mehltaupilze sind, u.a., die der Perenospora (Keimung mit
Hyphe) und die der Plasmopara (Keimung mit Zoospore) (KLENKE und SCHOLLER, 2015). Bei
einer der verheerendsten Krankheiten in Reben handelt es sich um den durch
Plasmopara viticola verursachten Falschen Mehltau der Weinrebe (DAGOSTIN et al., 2011).
P. viticola ist, wie andere Vertreter auch, durch eine zeitnahe Resistenzbildung gegenlber
systemischen Fungizidwirkstoffen gekennzeichnet (HALLMANN et al.,, 2007). Zu den
Phytophthora-Spezies (spp.; griechisch ,Pflanzenzerstérung“) gehdren etliche unspezifische
Wurzelfauleerreger sowie wirtsspezifische, hemibiotrophe Sprosspathogene.
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Der weltweit wichtigste phytopathogene Vertreter ist Phytophthora infestans, der Erreger der
Kraut- und Knollenfaule der Kartoffel sowie der Blatt- und Fruchtfaule an Tomaten
(HALLMANN et al., 2007; JUPE et al., 2013).

2.1.3 Rostkrankheiten

Rostpilze bilden im Pilzreich Fungi eine monophyletische Gruppe innerhalb der
Basidiomycota, von welchen etliche (z.B. die Getreideroste) zu den Kulturpflanzenschadlingen
zahlen. Zu ihren Wirtspflanzen gehdren im weitesten Sinne Gefalipflanzen, die lokal (meist
Blatter) aber auch systemisch befallen werden kénnen. Namensgebend sind die rostfarbenen
Sommersporenlager dieser Pilze. Entwicklungszyklisch kénnen ein bis sieben Sporentypen
ausgebildet werden, die sich morphologisch unterscheiden. Spermogonien dienen als
Spermatien bildende Sporenlager der Dikaryotisierung. Aecien, auch Aecidien genannt, sind
ein weiterer Sporenlagertyp, welcher sich aus Ketten von Aeciosporen zusammensetzt. Die
der Vermehrung und Verbreitung dienenden Sommersporen werden, potentiell mehrmals pro
Vegetationsperiode, in den Uredinien bzw. Uredosporenlagern gebildet, wahrend dies im Hin-
blick auf die folgenden Teleutosporen in den Telien bzw. Teleutosporenlagern erfolgt. Die der
Uberdauerung dienenden Teleutosporen weisen eine meist gattungstypische Form sowie dun-
kelbraune bis schwarze Farbe auf. Den Teleutosporen folgen Basidien, die aus den Teleuto-
sporen heraus keimen und durch Kurzlebigkeit sowie leichte Zusammenbrechbarkeit gekenn-
zeichnet sind (KLENKE und SCHOLLER, 2015). Gemal der Klassifizierung von KIRK et al. (2008)
gehodren den Rostpilzen in Deutschland, Osterreich, der Schweiz und Sidtirol 710 Arten an
(weltweit bekannt sind tUber 8000 Arten). Etwa die Halfte der Rostpilze wird dabei von der
Gattung Puccinia gebildet (KLENKE und SCHOLLER, 2015).

Weizengelbrost: Der Weizengelbrost (Puccinia striiformis) ist durch seinen parallel
zu den Blattadern verlaufenden, gelben Befall mit Uredosporenlagern charakterisiert. Es han-
delt sich um eine Pflanzenkrankheit, die lichtintensitatsabhangig bei feucht-kuhler Witterung
(9-11 °C) auftritt und weltweit v.a. in Weizen agrarwirtschaftlich bedeutend ist (Minderertrage
von 40-50 %). In Norddeutschland kam es 1999 zu einem unerwartet starken Befall, der seine
Ursache in einem Resistenzverlust der Winterweizensorte ‘Ares’ hatte. Betroffene Pflanzenor-
gane sind hauptséachlich die obersten Blatter sowie die Ahren mit der Folge eines reduzierten
TKG. Die Uredosporenlager bilden die Uberwinterungsform des Gelbrostes, der aber auch als
Mycel an Ausfall- oder Wintergetreide Uberdauern kann. Die Befallsausbreitung erfolgt durch
Windverteilung der Uredosporen, welche im Dunkeln sowie zwingend in tropfbarer Fllssigkeit
bereits ab 3 °C keimen und selbst Uber geschlossene Spaltéffnungen in das Blattgewebe ein-
dringen. Die infolge von Laufhyphen gebildeten Uredosporenlager brechen letztlich als strei-
fenférmige, orangene bis zitronengelbe Rostpusteln aus der Epidermis hervor und flie3en spa-
ter zusammen. Ist der Befall fortgeschritten, schlitzen sich die Blatter auf und rollen sich ein.
Neben der Verwendung von Sorten mit einem hohen Niveau an partieller Resistenz sollte Aus-
fallgetreide beseitigt und das Wintergetreide erst im Spatherbst ausgesat werden. Pflanzen-
bauliche MaRnahmen wie Leguminosen als Vorfrucht haben sich ebenfalls bewahrt. Bei einem
Gelbrostbefall mit nesterweisem Auftreten ab ES 31 sollten sofortig Fungizide (Azol-Wirkstoffe
in Mischungen, Strobilurine) eingesetzt werden (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999;
PRIGGE et al., 2004; BASF SE, 2018b).

Weizenbraunrost: Der Weizenbraunrost (Puccinia triticina) hat infolge der zuneh-
menden Anbauintensitat, einer Uberdiingung mit Stickstoff und der Verwendung anfélliger,
spatreifender Sorten in allen Landern mit Weizenanbau an Bedeutung gewonnen (HOFFMANN
und SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004; BASF SE, 2018c). Sortenabhangig treten Er-
tragsverluste von bis zu 27 % auf (Nordwesteuropa) (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999).
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Milde bis warme klimatische Bedingungen (20-25 °C) férdern sein Auftreten (HOFFMANN und
SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004; BASF SE, 2018c).

Agrarwirtschaftlich wirkt sich ein Befall mit Braunrost auf den Ertrag (Kornzahl/Ahre, TKG) aber
auch die Kornqualitat aus (Eiweiltgehalt) (PRIGGE et al., 2004; BASF SE, 2018c). Im Gegen-
satz zum Gelbrost treten die rostbraunen Uredosporenlager des Braunrostes unregelmaliig
auf der Blattoberseite verteilt aus der Epidermis hervor. Diese sind haufig von einem hellen
Hof, den sogenannten ,Griinen Inseln“ umgeben (Nahrstoffzufluss aus befallsfreiem Gewebe),
wahrend Ubriges Gewebe frihzeitig ,altert”. Zu einem spateren Zeitpunkt kurz vor der Bllte
treten blattunterseitig Teleutosporenlager aus schwarzbraunen Pusteln in Erscheinung. Die
Uberwinterung erfolgt als Mycel an Ausfallgetreide und Herbstsaaten, die Verbreitung der
Sporen durch Wind (bei trockenem Wind mit Gber 0,5 m/sec). Die praventiven ackerbaulichen
MafRnahmen entsprechen neben der Verwendung frihreifer Sorten und dem Vermeiden von
Herbstinfektionen im Wesentlichen denen bei Mehltauerkrankungen in Weizen bzw. Gerste.
Bei Verwendung feldresistenter Sorten konnte der Minderertrag (Korn) im Vergleich zu anfal-
ligen Sorten um 10 % gesenkt werden. Bei intensivem Weizenanbau mit mitteleuropaischen
Sorten sollten ab dem Ahrenschieben Fungizidanwendungen mit Dauerwirkung in Betracht
gezogen werden (Triazolfungizide), bei 30 % Befallshaufigkeit unmittelbar (HOFFMANN und
SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004; BASF SE, 2018c).

Da nicht auf alle in dieser Arbeit relevanten Phytopathogene gleichermalen einge-
gangen werden kann, soll Anlage 1 einen kurzgefassten Uberblick tber die hier berlicksichtig-
ten hemibiotrophen und nekrotrophen Pilze und Oomyceten geben. Anlage 2 stellt das Mycel-
wachstum der in Anlage 1 beschriebenen Phytopathogene optisch dar.

2.2 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe und Polyphenole

Neben dem Primar- oder Grundstoffwechsel, welcher dem Lebenserhalt und der Re-
produktion dient (universelle Wachstums-, Entwicklungsprozesse und -stoffe), liefert der Se-
kundarstoffwechsel der pflanzlichen Zelle sekundare Naturstoffe, die ins AuRenmilieu abge-
schieden werden und wie folgt charakterisiert sind:

= Uberwiegend nicht essentiell,

= keine Bedeutung als Energiequelle,

= Bildung in nur ganz bestimmten Entwicklungsstadien,

= evolutiondrer Selektionsvorteil (z.B. durch Lignin, dtherische Ole, Gerbstoffe) usw.
(HANSEL, 1999; DINGERMANN et al., 2004; KREIS, 2010).

Sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe erfiillen wichtige Funktionen und sind z.B. als Phy-
tohormone oder UV-Filter regulatorisch bedeutsam (DINGERMANN et al., 2004). Einige der Syn-
theseprodukte dienen als Duft- oder Farbstoffe der Anlockung bestdubender Insekten, aber
auch als Wehrstoffe sowie Gifte (FraB- und Infektionsschutz) (HANSEL, 1999;
DINGERMANN et al., 2004; STEIN et al., 2006). Sie sind in der Zelle akkumulier- und speicherbar
(hydrophile in der Zellvakuole, lipophile in Sekretrdumen) (DINGERMANN et al., 2004,
KREIS, 2010). Die Einlagerung unldslicher Sekundarstoffe wie Lignin kann an Membranen er-
folgen. Bekannt sind tUber 200.000 pflanzliche Verbindungen (DINGERMANN et al., 2004). Nur
etwa 5 % der weltweit vorkommenden Pflanzen sind jedoch auf diese hin bisher naher unter-
sucht worden (STEIN et al., 2006). Je nach Organismus kann es sich um Antibiotika, Vitamine
wie B-Vitamine, Carotine oder Exotoxine handeln (DINGERMANN et al., 2004). Die Funktion des
Sekundarmetabolismus, der genetisch streng kontrolliert ist (Selektionsdruck - Mutation),
liegt demnach in der Interaktion zwischen dem Organismus und seiner Umwelt (HANSEL, 1999;
DINGERMANN et al., 2004; KRElS, 2010). Die Einteilung der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe
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erfolgt nach ihrer chemischen Struktur oder Biosynthese und ihren funktionellen Eigenschaften
(STEIN et al., 2006). Eine grolie Klasse sekundarer Pflanzenstoffe bilden die Polyphenole (ca.
10.000 Verbindungen), welche fur Pflanzen z.T. lebenswichtig sind (HER, 2008; DAl und
MUMPER, 2010).

Polyphenole: Polyphenolische Verbindungen kommen in der Natur haufig, in struk-
tureller Vielfalt und dabei funktionell bedeutend in jedem Pflanzenextrakt vor. Hierzu zéhlen
(u.a.) lipophile (in dtherischen Olen vorkommende) und glykosidische (in Ethylacetat I8sliche)
Polyphenole sowie wasserldsliche Salze (z.B. Anthocyanidine) (STICHER, 1999; DAI und
MUMPER, 2010). Obwohl in allen Pflanzen auffindbar, sind nur wenige Polyphenole weit ver-
breitet, beispielsweise das Flavonoid Quercetin sowie die Hydroxyzimtsauren Kaffee- und
Ferulasaure (WATZL und LEITZMANN, 1999). Polyphenole und Polyphenolderivate (Ester,
Glykoside) zeichnen sich durch ein aromatisches Ringsystem aus, welches Uber eine oder
mehrere Hydroxyl (OH)-Gruppen verfugt (STICHER, 1999; HER, 2008; DAl und MUMPER, 2010).
Theoretische Muttersubstanz ist das Phenol (Abb. 3), wichtigster Syntheseweg in Pflanzen der
Shikimisdure-Weg (Fortsetzung: Phenylalanin — Desaminierung Uber Phenylalanin-
ammoniumlyase [PAL] — Zimtsauren [Substitutionsunterschiede im Ringsystem] — weitere
Phenole). In Monokotyledonen Ubernimmt Letzteres die Tyrosinammoniumlyase TAL (Tyrosin
— Desaminierung Uber TAL — p-Cumarsaure) (WATzZL und LEITZMANN, 1999; HERr, 2008;
BUCHANAN et al., 2009).

OH

Abb. 3: Kohlenstoffgrundgeriist des Phenols mit Hydroxylgruppe (Quelle: Sigma-Aldrich, 2018a).

Wichtige Gruppen der Polyphenole bilden die Phenolcarbonsauren (u.a. Gallussaure,
Salicylsaure [engl. salicylic acid {SA}]), die Phenylpropane (u.a. Zimtsauren, Lignine) und als
grofite Gruppe die Flavonoide (u.a. Flavonole, Anthocyane). Zimtsauren sind in Pflanzen, als
Glykoside oder Ester, meist an Zucker gebunden (Glucoside). Ein Depsid aus Kaffeesaure
und Chinasaure ist die Chlorogensaure. Die hochpolymeren Lignine sind neben der Cellulose
die wichtigste Gerustsubstanz der Pflanzen (HER, 2008; DAI und MUMPER, 2010). Die zu den
bioaktivsten Sekundarmetaboliten zahlenden Flavonoide treten im Pflanzenreich weit verbrei-
tet sowie haufig in Blattern und Bliten auf, wobei sie in der pflanzlichen Vakuole flir gewdhnlich
als Glykoside akkumuliert werden (GILL und TUTEJA, 2010).

2.2.1 Gerbstoffe

Die zu den polyphenolischen Verbindungen zahlenden Gerbstoffe der Samenpflan-
zen sind in sogenannte kondensierte Catechingerbstoffe (Proanthocyanidine), Lamiaceen-
Gerbstoffe (phenolische Komponente: Kaffeesaure, z.B. als Ester mit Chinasaure [z.B.
Chlorogensaure]) und hydrolisierbare Tanningerbstoffe unterteilt. Letztere stellen Ester und
deren Spaltprodukte vorrangig Zucker (meist D-Glucose; Alkoholkomponente), Gallussaure
(Uberwiegend Gallussaure liefernde Gerbstoffe: Gallotannine) oder Ellagsaure dar. Anders
ausgedriickt sind sie aus der jeweiligen Phenolsaure (Sdurekomponente) und der Zuckerkom-
ponente aufgebaut (STICHER, 1999; WATZL und LEITZMANN, 1999; DINGERMANN et al., 2004;
HER, 2008; BUCHANAN et al., 2009). Die 1-O-Galloyl-B-D-Glucose kommt als einfachstes
Gallotannin  in  den Wurzeln des Medizinalrhabarbers vor (STICHER, 1999;
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DINGERMANN et al., 2004). Phenolcarbonsauren (Phenolsauren) umfassen die nattrlich vor-
kommenden Hydroxyzimtsauren sowie Hydroxybenzoesauren (STICHER, 1999; WATZL und
LEITZMANN, 1999). Sie entstehen durch Abspaltung der ersten beiden C-Atome der Seitenkette
von Zimtsauren (z.B. p-Cumarsaure — p-Hydroxybenzoesaure) (HER, 2008). Gallussaure oder
auch SA kommen als Hydroxybenzoesauren in freier Form vor, als Drogeninhaltsstoffe jedoch
meist nur in geringer Konzentration (wie auch die Chlorogensaure) (STICHER, 1999). Pflanzen
enthalten die Phenolsauren (wie auch die Flavonoide) vorrangig in den Randschichten wie der
Schale der Kartoffel, was in ihrer Funktion als Antioxidans begrindet liegt (WATzZL und
LEITZMANN, 1999). Ferulasaure steht fur 4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaure, welche u.a. als Kon-
servierungsstoff fir Lebensmittel geeignet sein soll (STICHER, 1999). p-Hydroxybenzoesaure,
Protocatechu- und Gallussaure sind prainfektionelle Abwehrstoffe gegen Mikroorganismen.
Die aus p-Cumarsaure oder Benzoesaure entstehende SA weist ebenfalls eine hemmende
Wirkung gegen Mikroorganismen auf, induziert aber im Rahmen von Abwehrreaktionen insbe-
sondere Genaktivitaten (HER, 2008).

2211 Catechingerbstoffe und Flavonoide

Die Catechingerbstoffe sind verknlpfte di- bis polymere Flavan-3-ole mit den
Grundbausteinen Catechin/Gallocatechin oder Epicatechin/Epigallocatechin (Hydroxyderivate
des Flavan-3-ols mit potentieller trans-/cis-Konfiguration jeder Variante) (STICHER, 1999;
DINGERMANN et al.,, 2004) bzw. aus von den Flavonoiden abgeleiteten Flavan-3-olen
(Catechine) und Flavan-3,4-diolen (Leukoanthocyanidine) aufgebaut
(DINGERMANN et al., 2004). Die in der vorliegenden Arbeit relevanten Flavan-3-ole (Catechin,
Epicatechin, Epigallocatechin, Epicatechingallat [ECG], Epigallocatechingallat) sind in Abb. 4
dargestellt.

_________________________________________________________________

e e e W

Catechin Epicatechin Epigallocatechin Epicatechingallat Epigallocatechingallat

Abb. 4: Strukturformeln der Flavan-3-ole Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin, Epicatechingallat und
Epigallocatechingallat (Quelle: EXTRASYNTHESE, 2018a).

Bei den Flavonoiden handelt es sich um Derivate des Flavans, deren Name in der
gelben Farbe mehrerer Vertreter (Flavonole) begriindet ist (lat. flavus = gelb). In Arzneidrogen
kommen Flavonoide gréRtenteils als an Zucker (vorrangig Monosaccharide wie D-Glucose)
gebundene Glucoside vor (vorrangig an den OH-Gruppen der C-Atome C-3 und C-7 der
Aglykone). |Ihre Freisetzung hangt v.a. von der Zerkleinerung des Ausgangsmaterials sowie
dessen Extraktionsbedingungen ab (STICHER, 1999; WATzL und LEITZMANN, 1999;
DINGERMANN et al., 2004; STEIN et al., 2006; HER, 2008). Grundkdrper des C-Gerists ist bis
auf die Ausnahme von Isoflavonoiden (Stammverbindung: 3-Phenylchroman) ein
1,3-Diphenylpropan (CeCs-CH>-CH,>-CH»-CgHs), bei welchem Ring A eine Hydroxygruppe in
ortho-Stellung tragt, die nach Ringschluss mit dem y-C-Atom des Propanzwischenstiicks ein
Flavan (= Stammkorper der Flavonoide; 2-Phenylchroman) ergibt (DINGERMANN et al., 2004).
Die beiden, Uber eine Cs-Briicke miteinander verknlpften, aromatische Ringe dienen als Ori-
entierungsgrundlage fir die Einteilung der Flavonoide in Unterklassen (STICHER, 1999). Etwa
80 % der Uber 5.000 bekannten Flavonoide machen die folgenden Untergruppen aus:
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Flavanone, Flavone, Isoflavone, Flavanole, Catechine (Flavan-3-ole), Leucoanthocyanidine
(Flavan-3,4-diole), Flavonole (Kampferol, Quercetin), Anthocyane (rot-blaue Blutenfarbstoffe;
Aglyca: Anthocyanidine) sowie Isoflavonoide. lhre Verbindungen unterscheiden sich in der
Substitution der Ringe (STICHER, 1999; WATZL und LEITZMANN, 1999; DINGERMANN et al., 2004;
STEIN et al., 2006; HERr, 2008; BUCHANAN et al., 2009; DAI und MUMPER, 2010; GILL und
TUTEJA, 2010).

Teils mit Alkylgruppen veretherte oder mit Zuckerresten glykosidierte OH-Gruppen bilden da-
bei die hauptsachlichen Substituenten (DINGERMANN et al., 2004; DAl und MUMPER, 2010). Die
Ableitung der einzelnen Gruppen kann wie folgt charakterisiert werden (Biosynthese der
Flavonoide, Veranderungen im Heterozyklus):

Chalkone (Muttersubstanzen) — Flavanone (1. —) Ableitung von Flavonen und Iso-
flavonen, (2. —) Dihydroflavonole — Flavonolsynthasen — Flavonole / Dihydroflavonol-
reduktasen — Flavan-3,4-diole — Anthocyanidinsynthasen — Anthocyanidine

(HER, 2008).

»oofern als Flavan-Einheiten nur Catechin oder Epicatechin vorkommen, spricht man
von Procyanidinen, der in der Natur am weitesten verbreiteten Gruppe der Proanthocyanidine*
(KAUL, 1996). Durch Kondensation, oxidative Verknlpfung (Dehydrierung mit Peroxidase)
oder Polymerisation von mindestens zwei der oben aufgeflihrten Molekile entstehen letztlich
die eigentlichen Catechingerbstoffe. Das Kondensationsprodukt von Epicatechin und
Leukocyanidin ist Procyanidin B2 (Abb. 5).

Abb. 5: Strukturformel von Procyanidin B2 (Quelle: EXTRASYNTHESE, 2018b).

In Gerbstoffdrogen findet sich zumeist ein Gemisch aus Catechingerbstoffen und den
Gallotanninen, wobei ein Typ jedoch dominiert. Ein Beispiel hierfir ist das Galloyl-3-catechin
in Schwarzem Tee (DINGERMANN et al., 2004).

221.2 Eigenschaften und Wirkungen von Gerbstoffen

Die Tatsache, dass Gerbstoffe mit Proteinen unlésliche Komplexe bilden, kann
beim Gerben von Tierhauten zu Leder genutzt werden, da sie mit wenig l6slichen, unter An-
wesenheit von Wasser aber quellbaren Proteinen, wie denen der Haut, unter dem Verlust der
Quellfahigkeit der Proteine reagieren. Okonomisch bedeutende Gerbstoffe liefernde Pflanzen
sind z.B. Arten der Fabaceae, Myrtaceae oder auch Ericaceae (DINGERMANN et al., 2004).
Arzneitechnisch kdnnen Gerbstoffe gegen Durchfallerkrankungen, Entziindungen des Mund-
sowie Rachenraumes und Entziindungen des Genital- wie auch Analbereichs eingesetzt wer-
den (adstringierende Wirkung auf Schleimhaute) (STICHER, 1999; DINGERMANN et al., 2004).
Neben ihren adstringierenden Eigenschaften, die durch das Verfestigen des kolloidalen Gefi-
ges von Gewebeschichten und Eiweifallung die Membran vor bakteriellen Angriffen schitzen,
sind sie als zelltoxisch, enzyminaktivierend sowie als Resistenzfaktoren gegen Faulniserreger
beschrieben (DINGERMANN et al., 2004). GemaR den Ubersichten von SCHOLZ (1994) bzw.
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HASLAM (1996) liegen zudem Hinweise auf antioxidative Eigenschaften, antivirale Wirkungen
und antimikrobielle Effekte, wie solche auf gram-negative Bakterien, vor (STICHER, 1999).

Zahlreiche Wirkungen koénnen insbesondere den in allen héheren Pflanzen vorkommenden
Flavonoiden zugeschrieben werden. Hierzu gehdren antiphlogistische, antihepatotoxische so-
wie antiallergische Aktivitaten, insbesondere hinsichtlich der Aktivierung von Zellen des Im-
munsystems und der Beeinflussung der zellularen Proteinphosphorylierung (STICHER, 1999;
WATZL und LEITZMANN, 1999; DINGERMANN et al., 2004). Als Antioxidantien sowie in Abhan-
gigkeit des Reduktions- und Bindungspotentials ihrer Radikale Ubertreffen die meisten
Flavonoide selbst Radikalfanger wie Vitamin E oder Ascorbinsaure in ihrer Wirksamkeit (GILL
und TUTEJA, 2010). Neben der Pigmentierungsfunktion und dem Schutz vor UV-Licht ist auch
ihre Rolle in der Abwehr von Phytopathogenen beschrieben. In Wirt-Pathogen-Interaktionen
agieren sie als Signalmolekile (GILL und TUTEJA, 2010; OLSEN et al., 2010). Deutlich erhdhte
Flavonoidkonzentrationen werden dann gefunden, wenn biotische oder abiotische (z.B. Ver-
wundung, Trockenheit) Stressfaktoren zugrunde lagen (Induktion von Flavonoidbiosynthese-
genen) (WINKEL-SHIRLEY, 2002; GILL und TUTEJA, 2010). Als Abwehrstoffe und Signalmolekiile
gelten speziell auch die Isoflavonoide (BUCHANAN et al.,, 2009). Laut WATzL und
LEITZMANN (1999) wirken v.a. die methylierten Flavonoide antimikrobiell. Epigallocatechin
(Flavanol in Grinem Tee) und andere Polyphenole hemmen in vitro konzentrationsabhangig
das Wachstum von Porphyromonas gingivalis auf Epithelzellen der menschlichen Mund-
schleimhaut (SAKANAKA et al., 1996; WATZL und LEITZMANN, 1999). Aufgrund der scheinbar
geringen Bioverfugbarkeit der Flavonoide liegen deren Wirkungen jedoch nur in hohen Dosie-
rungen vor (DINGERMANN et al., 2004).

Bei spezieller Betrachtung der in dieser Arbeit vorrangig bertcksichtigten Polyphenolgruppen
und ihren allgemeinen antibakteriellen und antifungalen Wirkungen kénnen die folgenden kurz
zusammengefasst werden (DAGLIA, 2012):

Flavan-3-ole (v.a. aus Tee):

= antibakterielle Aktivitdten von Catechin (z.B. gegenuber Escherichia coli), Gallocatechin-
3-gallat, Epigallocatechin-3-gallat, Catechin-3-gallat und Epicatechin-3-gallat (z.B.
gegenuber Bacillus cereus [meist aktiver als Antibiotika]) sowie Epigallocatechingallat
(gegenuber Helicobacter pylori)

= antifungale Aktivitdten von Epigallocatechingallat (z.B. gegenliber Candida albicans)

Proanthocyanidine (Dimere bis Polymere der Catechine; aus Beeren):

= antibakterielle Aktivitaten von Epicatechintetrameren und -pentameren (z.B. gegentber
E. coli, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus)

Hydrolisierbare Gerbstoffe (Gallotannine und Ellagitannine):

= antibakterielle Aktivitaten von Ellagitanninen aus Himbeeren, Moltebeeren und Erdbeeren
gegenuber selektierten gram-negativen Darmbakterien sowie von Galloylglucosen aus
Mangokernen gegeniber Lebensmittelbakterien

= Aktivitat der Gallotannine beruht auf ihrer Affinitat fir Eisen (Entzug [Chelation] von Sub-
straten flir das mikrobielle Wachstum) und der Inaktivierung membrangebundener
Proteine

= antifungale Aktivitdten von Ellagitanninen aus Ocotea odorifera (Medizinalpflanze) gegen-
Uber Candida parapsilosis

Nicht-Flavonoid-Komponenten:

= vergleichsweise schwachere antimikrobielle Aktivitat
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= antibakterielle Aktivitaten von Phenolsauren (Ferulasaure, Gallussaure, Kaffeesaure) ge-
genuber gram-positiven und -negativen Bakterien wie S. aureus und
Pseudomonas aeruginosa

2.2.2 Stilbene und ihre Wirkungen

Viele polyphenolische Pflanzeninhaltsstoffe sind als chemische Abwehrstoffe Pro-
dukte des Phenylpropanoid-/-acetat-Stoffwechsels. Neben den Flavonoiden (Proantho-
cyanidine) zahlen auch die Stilbene hierzu.

Stilbene entstehen aus Cinnamoyl-CoA- und Malonyl-CoA-Stoffwechselwegen und sind in
Bryophyten, Farnpflanzen, Nacktsamern sowie Bedecktsamern gegeben. Mehr als 300 ver-
schiedene Stilbenoide sind derzeit bekannt. Sie agieren in den Pflanzen als konstitutive und
induzierbare Abwehrmechanismen (STEIN et al., 2006; BUCHANAN et al., 2009). Stilbene sind
durch eine ungesattigte C.-Kette charakterisiert, die zwei Benzenringe verkniipft (Cs-C2-Ce-
Grundstruktur). Diese liegen entweder als Aglykone (z.B. Rhapontigenin) oder in glucosylierter
Form vor (z.B. Rhaponticin [RHA]). Charakteristisch ist die OH-Gruppe am C-5-Atom des A-
Ringes, wobei der Hydroxylierungs- bzw. Methylierungsgrad eine Unterscheidung der
Stilbenderivate ermoglicht. Bei Stilbenderivaten, welche in Rheum spp. bestimmt werden
konnten und fir diese Arbeit relevant sind (Abb. 6), handelt es sich u.a. um RHA, Desoxy-
rhaponticin (eine OH-Gruppe weniger als beim RHA, Glucosid des Desoxyrhapontigenins),
Piceatannol (3,3‘,4‘,5-Tetrahydroxystilben), Resveratrol (RES) sowie 3,5,4‘-Trihydroxystilben-
3-O-B-D-glucosid (Piceid) (CsuPOR, 1970; RUPPRICH et al., 1980; KASHIWADA et al., 1984;
ENGELSHOWE, 1985; KASHIWADA et al., 1988; Ko, 2000; AAVIKSAAR et al., 2003).
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Abb. 6: Strukturformeln der Stilbene Piceid, Piceatannol, Rhaponticin und Resveratrol
(Quelle: EXTRASYNTHESE, 2018a; Sigma-Aldrich, 2018b).

RHA wird unter dem Handelsnamen Phytoestrol® N therapeutisch als Phytoestrogen
eingesetzt, z.B. gegen klimakterische Beschwerden (DINGERMANN et al., 2004). RES (Trans-
3,4 5-trihydroxystilben) kommt als Phytoalexin und damit postinfektioneller Abwehrstoff
(in vitro Nachweis) in Pflanzenarten wie der Rebe oder Erdnuss aber auch in verschiedenen
Grasern vor (GOLDBERG, 1996; SCHLOSSER, 1997; WATzZL und LEITZMANN, 1999;
STEIN et al., 2006; HER, 2008; ALBERT et al., 2011; GAMBINI et al., 2015). Entscheidend scheint
hier die Stilbensynthase zu sein, welche 3 Malonyl-CoA und p-Cumaroyl-CoA zum RES zu-
sammensetzt. Als Gene fur die Stilbensynthase (sts) in Tabak transferiert wurden (sts-trans-
gener Tabak), konnte eine gesteigerte Toleranz gegeniber phytopathogenen Pilzen
(Botrytis cinerea) festgestellt werden (in vivo Nachweis) (HAIN et al., 1993), die durch das syn-
thetisierte RES vermittelt wurde. Diese Ubertragung erfolgte auch in Weizen und Gerste
(LECKBAND und LORz, 1998), wobei das RES in Weizen in glykosidierter Form akkumuliert
wurde (FETTIG und HESS, 1999). Laut WOODWARD und PEARCE (1988) scheinen die Aglykone
von Stilbenglykosiden jedoch eine hdhere antifungale Kapazitat aufzuweisen, was am Beispiel
der Sitka-Fichte Picea sitchensis gegenuber dem Kiefern-Braunporling Phaeolus schweinitzii
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nachgewiesen wurde. Das Vorkommen von RES in der Rebe und damit im Rotwein (bis zu
50 mg/l) erklarte die positive Beeinflussung der Gesundheit des Menschen, die v.a. bei Rot-
weinkonsumenten in Frankreich festgestellt werden konnte und auf der Aktivierung sogenann-
ter ,long-life“-Gene beruht (WATzL und LEITZMANN, 1999; WooD et al., 2004; HEr, 2008;
BUCHANAN et al., 2009; GAMBINI et al., 2015). Bei Mausen, welche einer RES-Diat unterzogen
wurden, liel sich die Lebenszeit um 15 % verlangern (BAUR et al., 2006; HER, 2008), was
jedoch nach Hochrechnung aufgrund des UbermafRigen Rotweinkonsums nicht auf den Men-
schen Ubertragbar ist. Auf RES basierende hochdosierte Nahrungserganzungsmittel sind aber
im Handel seit Iangerem erhaltlich (HER, 2008).

»Resveratrol beeinflusst Oxidationsvorgange, Entziindungsprozesse, Blutgerinnung und wirkt
antimutagen” (WATzL und LEITZMANN, 1999). Den Stilbenen gemein sind ihre antibakteriellen
(schwach) und antifungalen Schutzwirkungen (potent) gegenlber Pathogenen (Hemmung der
pilzlichen Sporenkeimung und des Hyphenwachstums), ihre Funktion im Schutz vor Herbivorie
sowie ihre hemmenden Effekte auf die Samenkeimung (BUCHANAN et al., 2009;
ALBERT et al.,, 2011). KABRODT (2006) konnte anhand der in verschiedenen Rheum spp.
(R. rhaponticum, R. palmatum und Rheum-Spezies [Landsorte Polen]) enthaltenen Stilbene
sowie Gerbstoffe Struktur-Wirkungs-Beziehungen hinsichtlich antioxidativer, immunmodulato-
rischer und antiviraler Wirkungen ableiten.

2.3 Rhabarber

Die Gattung Rheum umfasst weltweit etwa 60 Arten (KRAFCzYK, 2008; KUHL und
DEBOER, 2008), welche v.a. im gemaligten sowie subtropischen Asien verteilt und in Hohen-
lagen von 2800 m bis 4000 m tber Normalhéhennull zu finden sind (STICHER, 1999; KUHL und
DEBOER, 2008). Die in Zentralasien (Hochgebirge Westchinas) beheimateten Medizinal-
rhabarberarten wachsen in Héhenlagen bis Gber 3000 m (ENGELSHOWE, 1985; STICHER, 1999;
DINGERMANN et al., 2004). Rheum palaestinum ist selbst in den Wusten Israels sowie
Jordaniens heimisch und bietet dabei die effizientesten Wasserspeicherfahigkeiten, die in der
Botanik bekannt sind (LEV-YADUN et al., 2009). Die zur Blitezeit 2 m bis 3 m hohen Stauden
des Medizinalrhabarbers sind, z.B. als Zierstauden, auch unter europaischen Bedingungen
kultivierbar, wobei altere Pflanzen von mindestens funf Jahren Standzeit zur Wurzelgewinnung
herangezogen werden koénnen (ENGELSHOWE, 1985; DINGERMANN et al., 2004).
Rheum rhabarbarum L. wird in Europa seit dem 18. Jahrhundert als Zier- und Gemiuisepflanze
kultiviert (ENGELSHOWE, 1985; HANSEL et al., 1994). Gemals HANSEL (1999) bzw. dem
Europédischen  Arzneibuch Pharmacopoea Europaea  (PhEur) 1997  bilden
Rheum palmatum L., Rheum officinale Baill. sowie Hybride dieser beiden Arten die Rhabarber-
wurzelstammpflanzen. Die Stammpflanzen sind als zur Familie der Polygonaceae gehdrige
(siehe auch DINGERMANN et al., 2004), ausdauernde, krautige Pflanzen mit 30 cm bis 40 cm
grolden, rundlich-herzférmigen, welligen und gelappten Blattern beschrieben. Die zahlreichen
kleinen Bluten des erst nach Uber vier Jahren ausgebildeten Blitentriebs sind rispenartig an-
geordnet, gelblich-weild oder rétlich (Abb. 7 links).
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Abb. 7: Bliitenstand (l.) und Teil des Wurzelstocks mit Nebenwurzeln (r.) von Rheum officinale
(Quelle: eigenes Bildmaterial).

Der Wurzelstock ist kraftig, weit verzweigt und neigt zu ribenartiger Verdickung
(Abb. 7 rechts). Rhabarberwurzel (Rhei radix PhEur Suppl 1998) wird gemaf} dem Arzneibuch
als die getrockneten unterirdischen Teile der genannten Arten oder deren Mischung definiert,
welche mindestens 2,2 % (siehe auch DINGERMANN et al., 2004) und als Extrakt mindestens
4,0 % bis maximal 6,0 % (Deutsches Arzneibuch 1997) Hydroxyanthracenderivate enthalten
(berechnet als nicht-glykosidisches Rhein [Anthrachinonderivat]). Bezogen auf die Droge
muss RHA, gemal der Pharmakopoéeprufung (Dinnschichtchromatographie), unterhalb der
Nachweisgrenze liegen (ENGELSHOWE, 1985; STICHER, 1999).

Ubrige Rheum-Arten (R. rhaponticum L., R. rhabarbarum L. [Speiserhabarber]) enthalten die
in Medizinalrhabarber nur in Spuren erlaubten Stilbenderivate in nachweisbaren Mengen, v.a.
RHA und/oder dessen Aglykon Rhapontigenin. Hydroxyanthracenderivate kommen in den
Wourzeln dagegen nur geringfugig vor (DINGERMANN et al., 2004). Allgemein sind in der unter-
irdischen Biomasse v.a. Phenolcarbonsauren und ihre Derivate, Flavanole (Gerbstoffe),
Anthracenderivate, Stilbene, Naphtholglykoside, Chromone und Hydroxyzimtsdurederivate
enthalten (ENGELSHOWE, 1985; KABRODT, 2006). Als Anthrachinonaglykone sind Aloeemodin,
Chrysophanol, Physcion, Rhein und Rheinemodin in Rhabarber nachgewiesen worden
(ENGELSHOWE, 1985). Je nach Herkunft und Sorte etc. variierende Inhaltsstoffe der Droge sind
3 % bis 12 % Anthranoide (vorrangig Anthrachinonglykoside), 5 % bis 10 % Gerbstoffe (vor-
rangig Gallotannine und mit Gallussaure veresterte Procyanidine), Flavonoide, Naphthol-
glykoside sowie Weitere. Im Rhizom von R. officinale einer bestimmten Herkunft und Sorte
(Wanyuan, Sichuan, China) konnten mittels HPLC und aus Rhabarber isolierten Standardsub-
stanzen 30 verschiedene Komponenten identifiziert und quantifiziert werden, darunter
Catechin und ECG (KOMATSU et al., 2006). Anwendung findet Rhabarberwurzel sowohl als
laxierende wie auch adstringierend wirkende Droge (Laxans, Stomachicum). Alkoholische Ex-
trakte werden auch bei Zahnfleischentziindungen und solchen der Mundschleimhaut einge-
setzt. Ursachlich fur die laxierende Eigenschaft sind die Anthranoide (Anthracengrundgerist),
unabhangig u.a. davon, ob diese in glykosidisch oder aglykonisch gebundener Form vorliegen
(ENGELSHOWE,  1985;  STICHER, 1999; DINGERMANN et al.,, 2004). Laut
DINGERMANN et al. (2004) kommt die Arzneidroge Rhei radix (Rhabarberwurzel) in industriell
gefertigten Laxanzien jedoch nicht mehr vor. Methanolische Extrakte aus Rheum palmatum
zeigten in einer in vivo Studie von ALY und GUMGUMJEE (2011) moderate antimikrobielle Ef-
fekte. In einer Studie von KHAN et al. (2012) konnte mit R. emodi-Extrakt versetztes Wollgarn
sehr gute Effekte gegenuber verschiedenen Bakterien- und Pilzarten erzielen.

Die Gattungen Rheum L. und Rumex L. haben gemeinsam, dass sie taxonomisch,
unabhangig von Reich (Plantae), Stamm (Tracheophyta), Klasse (Spermatopsida) und Ord-
nung (Caryophyllales), derselben Familie (Polygonaceae) und dem ubereinstimmenden Tribus
Rumiceae (Rangstufe zwischen Unterfamilie und Gattung) angehdren (BRANDS, 1989-heute).
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2.4 Befall durch Phytopathogene und Abwehrmechanismen von
Pflanzen

Zum Ausbruch einer Pflanzenkrankheit kommt es nur dann, wenn die folgenden
Voraussetzungen erflllt sind:

= Préadisposition (grundsatzliche, organspezifische / stadienspezifische / veranderte
Anfalligkeit durch z.B. Stress oder Schockbehandlung),

= ausreichende Menge Inokulum (Uberdauerung, Inokulumquellen),

= Koinzidenz (raumliches und zeitliches Zusammentreffen von Wirt und Erreger),

= Witterungseinflisse (fur die Konidienproduktion/-verbeitung glinstige Feuchtigkeit,
Temperatur),

= Wunden,

= Vektoren zur Penetration und Verbreitung (v.a. bei Viren durch Insekten),

= Wirt-Pathogen-Beziehungen (genetisch fixierte Aggressivitat des Erregers).

Abiotische oder biotische Umweltfaktoren, wie zu hohe Stickstoffgaben, kdnnen die
Pradisposition von Wirtspflanzen, wie die von Getreide, verandern (verstarken) und so, wie
am Beispiel, den blattspezifischen Getreidemehltau férdern (veranderte Anfalligkeit). Bei an-
falligen Pflanzen ist es dem Pathogen moglich, das pflanzliche Gewebe zu penetrieren und
sich in diesem, mit der Folge entsprechender Symptome, zu vermehren. Hinsichtlich des Er-
regers V. inaequalis sind sowohl die jungen als auch die alten Entwicklungsstadien des Wirtes
Apfel (Organ: Blatt, Frucht) pradisponiert. Sind die Witterungsbedingungen jedoch ungtinstig,
gelingt es auch den Konidien des betreffenden Erregers nicht, die Wirtspflanze zu befallen, da
fur die Keimung ein mehrstiindiger Wasserfilm auf der Blatt- oder Fruchtoberflache erforderlich
ist. Ein weiteres Beispiel sind die Clamydosporen von Fusarium spp., welche im Boden meh-
rere Jahre Uberdauern kdnnen. Aufgrund dessen ist die Wahrscheinlichkeit eines (erneuten)
Krankheitsausbruchs erhéht. Ahnlich verhdlt es sich bzgl. der Bodensklerotien von
Sclerotinia sclerotiorum. Wunden erleichtern Erregern das Eindringen Uber die sonst schwerer
bis nicht zu Uberwindenden mechanischen Barrieren der Wirtspflanzen (Epidermis, Rhizo-
dermis und Rindenschicht). Hinsichtlich der Wirt-Pathogen-Interaktionen spielt zum einen die
genetisch bedingte Resistenz der Pflanze und zum anderen die genetisch festgelegte Aggres-
sivitat des Erregers (Gewebeangriff durch Toxine und/oder Enzyme) eine Rolle. In diesem
Zusammenhang wird von einer sogenannten inkompatiblen Interaktion dann gesprochen,
wenn eine hohe Resistenz auf eine geringe Angriffsfahigkeit stof3t (avirulenter Schaderreger,
resistenter Wirt). Bei der kompatiblen Interaktion liegt der Fall umgekehrt (pathogener Mikro-
organismus, anfalliger Wirt).

In beiden Fallen erkennt die Pflanze den Angriff seitens des Pathogens, ein Phanomen, wel-
ches auch als ,recognition” bezeichnet wird und in dessen Folge Abwehrreaktionen (de novo
Synthesen) ausgeldst werden (SCHLOSSER, 1997; HALLMANN et al., 2007). Die Erkennung von
Fremdmolekilen/Elicitoren, sogenannten Mikroben-assoziierten molekularen Mustern
(engl. microbe-associated molecular patterns [MAMPs]) bzw. Pathogen-assoziierten moleku-
laren Mustern (engl. pathogen-associated molecular patterns [PAMPs]), seitens der Pflanze
stellt das erste Glied im Rahmen ihrer genetisch bedingten Immunitat dar (PAMP-getriggerte
Immunitat [engl. PAMP-triggered immunity {PTI]). Diese wird durch
Mustererkennungsrezeptoren  (engl. pattern recognition receptors [PRRs]) wie
LRR (,leucine-rich repeat”)-Rezeptorkinasen ermdglicht, welche in den Erkennungsprozess
von Bakterien, Pilzen und Oomyceten involviert sind. Bei Elicitoren der pflanzlichen Immunitat
kann es sich um spezifische pilzliche Zellwandkomponenten wie B-Glucan oder Chitin
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(Oligosaccharide) handeln. Ein PAMP-verbundenes Defizit (ausbleibende Signaltransdukti-
onskaskade) geht folglich mit einer erhdhten Krankheitsanfalligkeit der Pflanze einher
(MiYA et al., 2007; ZIPFEL, 2008; BOLLER und FELIX, 2009; SILIPO et al., 2010; TSUDA und
KATAGIRI, 2010; JAcoss, 2013).

241 Kompatible Interaktion am Beispiel des Getreidemehltaus

Die pilzliche Infektion der Wirtspflanze erfolgt phasenweise (HOFFMANN und
SCHMUTTERER, 1999). |hr Befall hangt dabei stark von den vorherrschenden Temperatur- und
Feuchtebedingungen sowie ggf. auch von exogenen Nahrstoffen (z.B. Blatt- und Wurzelaus-
scheidungen) ab (HALLMANN et al., 2007). Zunachst bilden die Konidien des Pilzes einen
primaren Keimschlauch auf der attackierten Blattoberflache aus. Sekretiertes adhasives Ma-
terial ermoéglicht die Anheftung, der die Ausbildung eines adhasiven Organs, dem
Appressorium, folgt, welches nach etwa 12 h voll ausgebildet ist (HUCKELHOVEN et al., 1999).
Anschlieend ist es dem Pilz mdglich, die epidermale Pflanzenzelle Gber eine Penetrations-
hyphe und einen Penetrationskeil zu penetrieren. Dies erfolgt durch Eintrittspforten wie Wun-
den sowie Stomata oder (bei Pilzen mgl. und meist gegeben) direkt Gber die Zellwand. Wah-
rend Plasmopara viticola die pflanzliche Zelle Giber natiirliche Offnungen penetriert, geschieht
dies bei Fusarium oxysporum Uber Wunden. Nach der Formation eines Haustoriums, welches
bei obligat biotrophen Pilzen deren Ernahrung gewahrleistet, kann sich das Phytopathogen im
pflanzlichen Gewebe entwickeln und reproduzieren.

Die Phasen der Infektion mit B. graminis gestalten sich bei Optimalbedingungen wie folgt:

1. Keimung einer Spore (Konidie) mit primarem Keimschlauch (20-25 °C, 100 % rF) +
Ausscheidung von Flussigkeit mit Kutinaseaktivitat zum enzymatischen Abbau der
Kutikula und Zellwand (1-2 h nach der Infektion [hours after infection {HAI}])

2. Bildung eines appressorialen Keimschlauches und Reifung eines primaren Appressoriums
(0-4 HAI)

3. Austritt einer Infektionshyphe und deren Eindringen in die Epidermiszelle (ca. 10 HAI)
(bei gescheiterter Penetration: Ausbildung einer zweiten Infektionshyphe usw.)

4. Bildung eines Haustoriums mit Zellkern, Mitochondrien,
endoplasmatischem Retikulum (ER) und Vakuolen (16-36 HAI)

5. Sekundarhyphen-, Pustel- und Konidienbildung (10-20 °C, 3-5/7-10 d nach der Infektion
[bei 20 °C], 100 % rF; bei 25-30 °C meist keine Pusteln, sondern chlorotische Flecken)

6. Freisetzung und Ausbreitung der Konidien (trockene Blattflachen, héhere Temperaturen,
geringe rF, Windturbulenz).

Die in Aufzahlungspunkt 4 genannten Haustorien werden unter Einstllpung des
Wirtszellplasmalemmas als auf die Nahrstoffaufnahme spezialisierte Organe gebildet und
sind, wie in Abb. 8 zu sehen ist, beidseitig fingerartig verzweigt. Bei Echten Mehltaupilzen
finden sie sich ausschliellich in der Epidermiszelle, bei allen anderen Pilzen hauptsachlich im
Mesophyll.
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O

Konidien‘, u.ngek;'imt: 1 Konidien, gekeimt

Abb. 8: Haustorium (72 h nach der Infektion [engl. hours after infection {HAI}], 1000-fache
VergroRerung), ungekeimte Konidien (24 HAI, 400-fache VergréBerung), gekeimte Konidien
(24 HAI, 1000-fache VergroBerung) und elongierte sekundare Hyphen (48 HAI, 200-fache
VergroBerung) von Blumeria graminis f.sp. hordei (Quelle: eigenes Bildmaterial).

An den Sporentragern mit keuliger Basalzelle bilden sich Sporenketten aus ovalen
Konidien (max. 30x15 ym), deren jeweilige Spitzenkonidie nach ihrer Reife abgetrennt und
durch Luftturbulenz verbreitet wird (Aufzahlungspunkte 5, 6; siehe Abb. 8) (AIST und
BUSHNELL, 1991; HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; HUCKELHOVEN et al., 1999;
HALLMANN et al.,, 2007; RiDouT, 2009; DobDS und RATHJEN, 2010; KLENKE und
SCHOLLER, 2015).

Sowohl fur die Penetration als auch die weitere Ausbreitung werden seitens des Pilzes zell-
wandauflésende hydrolytische Exoenzyme ausgeschieden. Bei diesen kann es sich um
Kutinasen, Pektinasen, Zellulasen, Hemizellulasen, Lignasen sowie Proteasen, Amylasen,
Lipasen und Phospholipasen handeln, welche der Spaltung und Lésung der pflanzlichen Zell-
wandbestandteile wie auch der Zellinhaltsstoffe dienen. Puccinia graminis f.sp. tritici oder an-
dere adaptierte Mikoorganismen sind dazu in der Lage, Suppressoren zu bilden, die durch
Blockade der Rezeptoren fir Elicitoren (z.B. Glykoproteinelicitor) pflanzliche Abwehrreaktio-
nen (z.B. Aktivierung von PAL) unterdricken (PTI |) (BENT und MACKEY, 2007;
HALLMANN et al., 2007; BOLLER und FELIX, 2009). Pflanzen kénnen diese Effektorproteine je-
doch nach der Besiedlung der Wirtszelle Uber andere Rezeptoren, sogenannte R-Proteine, mit
der Folge starker Abwehrmechanismen detektieren (Effektor-getriggerte Immunitat
[engl. effector-triggered immunity {ETI}]). Im Rahmen der Adaption ist es aber auch den Pilzen
wiederum mdglich, ihre Erkennungseffektoren abzuandern oder zu eliminieren (JONES und
DANGL, 2006; BENT und MACKEY, 2007; TAMELING und TAKKEN, 2008; RIDouT, 2009; DODDS
und RATHJEN, 2010; TSUDA und KATAGIRI, 2010; JACOBS, 2013).

2.4.2 Basisresistenz und inkompatible Wirt-Pathogen-Interaktionen

Die Abwehr von Pathogenen erfolgt tber prainfektionelle und postinfektionelle Ab-
wehrmechanismen der Pflanze, wozu auch strukturelle Barrieren wie Behaarungs-, Wachs-
und Cutintiberziige der Kutikula (wasserabweisend, keimhemmend), der Offnungszustand der
Stomata oder eine starke Lignifizierung der Zellwand zahlen (— Hemmung des Eindringens
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und der Ausbreitung). Letztere gehéren zu den konstitutiven (prainfektionell praformierten) Ab-
wehrmechanismen, deren Funktionalitat (z.B. sekundare Pflanzenstoffe wie Saponine) jedoch
nach der Pathogenattacke noch gesteigert werden kann. Zu den prainfektionellen biochemi-
schen Abwehrmechanismen zahlen u.a. toxische/inhibitorische Pflanzeninhaltsstoffe (z.B.
polyphenolische Tannine, Flavonoide) sowie Enzyme und Enzyminhibitoren (z.B. Glucanasen,
Chitinasen). Antimikrobielle Abwehrstoffe der Pflanze wie polyphenolische Verbindungen oder
Saponine liegen vor dem Befall, meist als Glykosid, in inaktiver Form vor. Bei Verletzung oder
Infektion werden sie durch Glykosidasen der Pflanze oder des Pathogens aktiviert.

Bei den postinfektionellen Mechanismen handelt es sich um induzierte biochemische Abwehr-
reaktionen, die infolge der Infektion ausgeldst werden. Nach der Penetration einer Wirtszelle
seitens eines z.B. pilzlichen Pathogens werden von diesem Toxine, Enzyme und exogene
Elicitoren (z.B. Oligochitine) freigesetzt. Elicitoren kénnen aber auch in der Pflanzenzelle
selbst entstehen (endogene Elicitoren, z.B. Oligogalacturonide infolge von
Polygalakturonasen des Pilzes). Nach der Bindung der unspezifischen (z.B. Glykoproteine,
Zellwandfragmente) oder spezifischen Elicitoren (z.B. Produkte von Genen fir Avirulenz/
Hypersensitivitat) an spezifische Rezeptoren (Signalperzeption) missen die exogenen Sig-
nale Uber die Phosphorylierung von Proteinen in endogene Signale (Botenstoffe als Kaska-
denbestandteile) umgewandelt und nach deren Vermittlung innerhalb der Zelle zur Zielstruktur
weitergeleitet werden (Signaltransduktion). Oftmals wird die Botschaft eines Signals von
Transmembranrezeptoren im Plasmalemma aufgefangen und, einhergehend mit einer Signal-
potenzierung (Kaskadeneffekt), (iber sekundare Botenstoffe lbertragen. Uber Signalketten
(Kaskaden multipler Abwehrvorgange) erfolgt die Aktivierung von abwehrrelevanten Genen
und die Synthese entsprechender Stoffwechselprodukte (toxische, wachstumshemmende
Substanzen; i.d.R. unspezifische Abwehrreaktionen).

Die Botenstoffe (z.B. SA) wirken entweder lokal oder nach Translokation, wie im Falle der
systemisch erworbenen Resistenz (engl. systemic acquired resistance [SAR]), in entfernt lie-
gendem, noch unbefallenem Pflanzengewebe (dortige Aktivierung von Abwehrprozessen, z.B.
Bildung von Pathogenese-zugehdérigen [engl. pathogenesis-related {PR}] Proteinen)
(SCHLOSSER, 1997; HALLMANN et al., 2007; HER, 2008; KLESSIG et al., 2018).

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen: Haufige und zentrale Elemente der Signaltrans-
duktion sind Proteinkinasen, v.a. die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs), von wel-
chen in Arabidopsis tber 20 bekannt sind (HER, 2008; DoObDS und RATHJEN, 2010). Kinase-
kaskaden der MAPK-Gruppe spielen bei pflanzlichen Signalwegen, ausgeldst durch abiotische
und biotische Stressfaktoren, eine wichtige Rolle (PITzSCHKE et al., 2009). Viele MAPK-
Kaskaden koénnen infolge einer Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies
(engl. reactive oxygen species [ROS]) aktiviert werden (z.B. Mitogen-aktivierte
Proteinkinase 6 [MPKG6]) (MITTLER et al., 2011). Die MAPK-Kaskaden-vermittelte Signaltrans-
duktion inklusive entsprechender Abwehrreaktionen ist damit flr die Resistenzetablierung es-
sentiell (PITZSCHKE et al., 2009). Konsekutive MAPKSs innerhalb einer MAPK-Kaskade werden
durch sukzessive Phosphorylierungsprozesse aktiviert, die zur Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren und zur Transkription von abwehrrelevanten Genen fiihren
(AsAl et al., 2002; MEHRABI et al., 2009; MAO et al., 2011). MAPKs phosphorylieren Serin,
Threonin und Tyrosin in den Zielproteinen bzw. spezifische Transkriptionsfaktoren. Hierbei
wird ein Transmembranrezeptor durch ein Signal aktiviert, welcher seinerseits mittels
Phosphorylierung eine erste MAPKKK aktiviert. Dabei werden auf jeder Stufe nachfolgende
MAPKSs aktiviert (MAPKK, MAPK). Eine dieser Kinasen innerhalb der Kette phosphoryliert je-
weils zahlreiche Molekule der nachfolgenden Kinase (Kaskadeneffekt) (HER, 2008; DobDS und
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RATHJEN, 2010). Durch Abspaltung des Phosphatrestes bilden Phosphatasen ihre Gegenspie-
ler (HER, 2008; ANDERSON et al., 2011). Neben Elicitoren aus phytopathogenen Pilzen, SA und
den klassischen Phytohormonen kénnen MAPK-Kaskaden auch durch Verwundung, Kalte,
hohe Salzkonzentration, Trockenheit oder Nahrstoffmangel ausgelést werden (HER, 2008). Flr
den Transfer von Signalen abiotischer Stressoren und den abwehrbezogenen Signalweg ge-
genuber bakteriellen oder pilzlichen Pathogenen gelten speziell die MPKs 3 und 6 als essen-
tielle Schlisselregulatoren. Notwendig sind die MPKs 3 und 6 in diesem Zusammenhang auch
in der Camalexin-Biosynthese (PITZSCHKE et al., 2009; MAO et al., 2011). BECKERS et al. (2009)
zeigten zudem, dass die Enzyme MPK3 und MPKG® in stressexponierten, aber geprimten Pflan-
zen starker aktiviert werden, als in nicht geprimten Pflanzen und fiir die vollstandige Induktion
von Abwehrmechanismen wahrend der induzierten Resistenz (IR) in Arabidopsis erforderlich
sind (latente Prastressdeposition der Signalkomponenten im Rahmen des Zell-Primings).

24.21 Reaktive Sauerstoffspezies und das antioxidative
Schutzsystem von Pflanzen

Als erste pflanzliche Abwehrreaktion wahrend friiher Stadien vieler inkompatibler
Interaktionen findet meist die Bildung von ROS statt (APEL und HIRT, 2004;
BUCHANAN et al., 2009). ROS-Radikale werden als Nebenprodukte zahlreicher, in den
Chloroplasten, Mitochondrien oder anderen Zellorganellen stattfindender Stoffwechselwege
aus molekularem Sauerstoff (O,) erzeugt. Bei O, handelt es sich aufgrund der zwei ungepaarte
Elektronen um ein freies Radikal (ARORA et al, 2002; APEL und HIRT, 2004;
BUCHANAN et al., 2009; GILL und TUTEJA, 2010; SHARMA et al.,, 2012). Im Rahmen der
Photosynthese in den Chloroplasten entsteht aus dem hier gebildeten Sauerstoff das
Hyperoxid- bzw. Superoxid-Anion (O2-") (FOYER und NOCTOR, 2005; BUCHANAN et al., 2009;
GILL und TUTEJA, 2010). Uber zahlreiche Reaktionswege filhrt Oz zur Bildung von
Wasserstoffperoxid (H202), O2- und anderen ROS (Singulettsauerstoff ['O], HO.-,
Hydroxyl-Radikal [OH-] etc.) (BUCHANAN et al., 2009; GILL und TUTEJA, 2010).

Fir das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen unglnstige Umweltbedingungen
(Temperaturextrema, Wasserverflgbarkeit, Trockenheit, Schwermetalle, Salzstress, biotische
Stressfaktoren wie Pathogene usw.) induzieren eine zunehmende Produktion der ROS. Diese
sind hoch reaktiv, toxisch, zeigen eine schadigende Wirkung auf Proteine, Lipide,
Kohlenhydrate sowie DNA und flhren letztlich zum Zelltod (oxidativer Stress)
(ARORA et al., 2002; APEL und HIRT, 2004; BHATTACHARJEE, 2005; BUCHANAN et al., 2009; GILL
und TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012). Die stressbedingte ROS-Akkumulation ist weltweit
ein Hauptgrund fir verminderte Pflanzenproduktivitat (GILL und TUTEJA, 2010).

Da ROS als regulatorische Schlisselmolekiile fur Zellen sowohl lebensnotwendig sind, bei
stressinduziertem Uberschuss aber zellschadigend wirken, weisen sie eine Doppelfunktion auf
(APEL und HIRT, 2004; NAVROT et al., 2007).

Um sich selbst vor zelltoxischen Intermediaten zu schiitzen, verfiigt die Pflanze Uber zellulare
antioxidative Abwehrmechanismen (ARORA et al., 2002; BUCHANAN et al., 2009; GILL und
TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012). Komponenten dieses Schutzsystems sind enzymatische
und nicht-enzymatische Antioxidantien, deren Hauptvertreter in Tab. 1 zusammengefasst sind
(MITTLER et al., 2004; BUCHANAN et al., 2009; GILL und TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012).
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Tab.1: Wichtige enzymatische und nicht-enzymatische Antioxidantien des pflanzlichen antioxidativen
Schutzsystems (BUCHANAN et al., 2009; GiLL und TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012).

Enzymatische Antioxidantien Enzym-Code (EC) | Nicht-enzymatische Antioxidantien
Superoxiddismutase (SOD) EC 1.15.1.1 Glutathion, reduziert (GSH)

Katalase (CAT) EC1.11.1.6 Ascorbat, reduziert (AsA)
Ascorbatperoxidase (APX) EC 1.11.1.11 Carotinoide

Guaicolperoxidase (GPX) EC 1.11.1.7 Tocopherole
Monodehydroascorbatreduktase (MDHAR) @ EC 1.6.5.4 Flavonoide
Dehydroascorbatreduktase (DHAR) EC 1.8.5.1

Glutathionreduktase (GR) EC1.6.4.2

Enzymatische Antioxidantien: Die Katalase (CAT) ist das bekannteste und auch
zuerst entdeckte enzymatische Antioxidans (SCANDALIOS et al., 1997; SHARMA et al., 2012).
Katalasen sind in der Lage, das toxische H202 aus z.B. dem Purinkatabolismus in Wasser und
O2 umzuwandeln (katalysierte Reaktion: H.O> — H>O + 120.). Dies ist auch aufgrund der ver-
gleichsweise hohen Umsatzraten fir die Detoxifizierung der stressinduzierten ROS unerlass-
lich (HER, 2008; BUCHANAN et al., 2009; GILL und TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012). Die
Ascorbatperoxidase (APX) gilt als das fur die ROS-Detoxifizierung in hdheren Pflanzen essen-
tiellste Schutzenzym. Dies kann durch die hdhere Affinitat zu H.O, (uM-Bereich) als z.B. CAT
(mM-Bereich) begrindet sein. APX ist in den Abbau von H;O, in HO und
Dehydroascorbinsaure (DHA) involviert (katalysierte Reaktion: H,O, + Ascorbat — 2H,0O +
[M]DHA). Ahnlich verhalt es sich mit der H,O.-abfangenden Monodehydroascorbatreduktase
(MDHAR; katalysierte Reaktion: MDHA + NADH — Ascorbat + NAD*) (DEL Rio et al., 2002;
BUCHANAN et al, 2009; GIiLL und TUTEJA, 2010; SHARMA et al.,, 2012). Laut
SAKIHAMA et al. (2000) ist die MDHAR das einzig bekannte Enzym, welches als Substrat ein
organisches Radikal (MDA) nutzt (SHARMA et al., 2012). Die
Dehydroascorbatreduktase (DHAR) katalysiert die Reaktion der Neubildung von
Ascorbinsaure aus ihrer oxidierten Form (DHA) und reguliert den zellularen Ascorbatredox-
status (katalysierte Reaktion: DHA + 2GSH [reduziertes Glutathion] — Ascorbat +
oxidiertes Glutathion [GSSG]). Bekannt ist u.a., dass ein DHAR-Uberschuss die Toleranz von
Arabidopsis gegeniber Salzstress fordert (USHIMARU et al., 2006; BUCHANAN et al., 2009; GILL
und TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012).

Glutathionreduktase (GR) ist ein Enzym des Ascorbat-Glutathion-Zyklus und spielt, da es die
reduzierte Form des Glutathions (GSH) als Pool aufrechterhalt, eine ebenso tragende Rolle
(katalysierte Reaktion: GSSG + NADPH — 2GSH + NADP*) (BUCHANAN et al., 2009). In
Abb. 9 sind die antioxidativen Mechanismen der ROS-Abwehr dargestellt.
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Abb. 9: Antioxidative Mechanismen im Rahmen der pflanzlichen Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies
(Quelle: GILL und TUTEJA, 2010).

Nicht-enzymatische Antioxidantien: Der mafigebliche antioxidative Mechanismus
in Plastiden, in denen ROS im Rahmen normaler biochemischer Prozesse produziert werden,
ist der Ascorbat-Glutathion-Zyklus (BUCHANAN et al., 2009). Dieser auch als
.Halliwell-Asada pathway“ bezeichnete Zyklus kann als ,Recycling“-Mechanismus der
reduzierten Ascorbinsdure und des reduzierten Glutathions aufgefasst werden, welcher fort-
laufende, von APX, MDHAR, DHAR sowie GR katalysierte Oxidations- und Reduktionspro-
zesse umfasst (SHARMA et al., 2012). Die Ascorbinsaure ist das am haufigsten vorkommende
und effektivste Antioxidans im Rahmen des Glutathion-Ascorbat-Zyklus und der pflanzlichen
ROS-Abwehr (Schadensvorbeugung und -minimierung durch Elektronenaufnahme in enzyma-
tischen und nicht-enzymatischen Reaktionen) (SMIRNOFF, 2005; GILL und TUTEJA, 2010).
Durch direktes Abfangen von O2- und OH-Radikalen kann sie erheblich zum Membranschutz
beitragen. Unter normalen physiologischen Bedingungen soll die Ascorbinsaure vorrangig in
ihrer reduzierten Form verflgbar bleiben (SMIRNOFF, 2000; GILL und TUTEJA, 2010). Die Re-
generierung der Ascorbinsaure ist deshalb so wichtig, weil vollstandig oxidierte DHA eine kur-
zere Halbwertszeit hat und bei fehlender Rickreduzierung verloren geht (GILL und
TUTEJA, 2010). Im Glutathion-abhangigen Teil des Zyklus werden Singulettsauerstoff und
Hydroxylionen abgefangen (BUCHANAN et al., 2009). Glutathion ist im pflanzlichen Gewebe,
vorrangig in reduzierter Form, in viele stoffwechselregulatorische sowie antioxidative Prozesse
eingebunden (RAO und REDDY, 2008; GILL und TUTEJA, 2010). Zu den physiologischen Pro-
zessen zahlen u.a. die Signaltransduktion und die Expression von stressreaktiven Genen
(MULLINEAUX und RAUSCH, 2005; GILL und TUTEJA, 2010). Eine wichtige Rolle spielt GSH zu-
dem in diversen wachstums- und entwicklungsrelevanten Vorgangen (Zelldifferenzierung,
Zelltod, Seneszenz, Pathogenresistenz, Enzymregulation) (GILL und TUTEJA, 2010). Neben
Ascorbat und Glutathion sind als nicht-enzymatische Antioxidantien auch a-Tocopherole flir
ihre Radikalfangereigenschaften von z.B. Singulettsauerstoff bekannt (Schutz der Membran-
stabilitdt) (HOLLANDER-CZzYTKO et al., 2005; BUCHANAN et al., 2009; GILL und TUTEJA, 2010).
Die antioxidativen Wirkungen der Flavonoide wurden bereits beschrieben (siehe Kap. 2.2.1.2).

2.4.2.2 ,»Oxidative burst"”, Papillen und Hypersensitivitatsreaktion

Der sogenannte ,oxidative burst® gehért neben oder im Zusammenhang mit der
Quervernetzung von Zellwandproteinen (Kallosedeposition) und der Lignifizierung sowie der
ZellkernvergrofRerung und partikularen Verdichtung des Zytoplasmas zu den postinfektionellen
biochemischen Abwehrmechanismen von Pflanzen. Auf hierzu ebenfalls zahlende
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PR Proteine und Phytoalexine wird an spaterer Stelle eingegangen (HALLMANN et al., 2007;
HER, 2008; SCHLAEPPI et al., 2008).

,Oxidative burst“: Unter ,oxidative burst“ versteht man:

= die Akkumulation und Freisetzung von toxischen ROS zur direkten Schadigung/Abtdtung
von Pathogenen,

= die Bereitstellung von H20; als Substrat fiir die Papillenbildung,

= die Ausldsung einer hypersensitiven Reaktion (HR) infolge ihrer zellmembran-
schadigenden Wirkung und

= das Entstehen eines endogenen Signals fir die IR
(HUCKELHOVEN et al., 2001; HUCKELHOVEN und KOGEL, 2003; HALLMANN et al., 2007;
HER, 2008; BUCHANAN et al., 2009).

H.0O- hat eine direkte toxische Wirkung auf Pathogene und kann auch zur strukturel-
len Verstarkung der pflanzlichen Zellwand beitragen (Vernetzung von Glykoproteinen / erhéhte
Ligninformationsrate). Dadurch erhalt die Zellwand einen verstarkten Widerstand gegenuber
der mikrobiellen Penetration sowie der enzymatischen Degradation. Zudem induziert H>O- die
Aktivitat der Benzoesaure-2-Hydroxylase, welche flr die Biosynthese von SA bendtigt wird,
und ist fur die Induktion der Genexpression bestimmter Zellschutzmechanismen verantwortlich
(LAMB und DIXON, 1997; HUCKELHOVEN, 2007; BUCHANAN et al., 2009).

Papillen: Bei Einsatz der Appressorienbildung des Pathogens beginnt die Wirts-
pflanze Schichtmaterial an der inneren Epidermiswand abzulagern (Papillenformation)
(HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; RIDoUT, 2009). Papillen sind lokal verstarkte Zellwand-
strukturen, die infolge der Kallosedeposition an der Zellwandinnenseite unterhalb der
Penetrationshyphe gebildet werden (— Penetration und Diffusion |) (SCHLOSSER, 1997;
HUCKELHOVEN et al., 1999; HALLMANN et al., 2007; RIDOUT, 2009). Die Lignifizierung dieser
Bereiche ist auf eine erhéhte Aktivitat von z.B. Polyphenoloxidasen zurtickzufiihren, die poly-
phenolische Substanzen vermehrt zu ligninartigen Verbindungen polymerisieren
(HALLMANN et al., 2007; HUCKELHOVEN, 2007). Beispielhafte Papillenformationen, die durch
Anfarbung der H»O.-Akkumulationsorte mit 3,3"-Diaminobenzidin in Form von braunlichen
Strukturen sichtbar gemacht werden kénnen, sind in Abb. 10 dargestellt. Sie zeichnen sich
durch ihre Widerstandsfahigkeit gegenliber enzymatischer Auflosung aus (SCHLOSSER, 1997;
HUCKELHOVEN et al., 1999; RIDOUT, 2009). Liegt eine inkompatible Interaktion vor, gelingt es
einigen Pathogenen Uber sekretierte Exoenzyme auch diese Schutzbarriere zu penetrieren
und selbst stabilste Abschlussschichten aufzulésen (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999;
HALLMANN et al., 2007; HUCKELHOVEN, 2007).

BT R

Abb. 10: Papillenformationen (72 h nach der Infektion [engl. hours after infection {HAI}], 1000/400-fache
VergroRerung) sowie Hypersensitivitdtsreaktion (72 HAI, 400-fache VergréoRerung) in von
Blumeria graminis f.sp. hordei attackierter Sommergerste (Quelle: eigenes Bildmaterial).
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Hypersensitive Reaktion: Bei der HR handelt es sich um ein gezieltes Absterben
pflanzlicher Zellen z.B. infolge eingedrungener Pilzhyphen (lokale Nekrotisierung =
programmierter Zelltod; siehe Abb. 10). Diese Apoptose vollzieht sich in mehreren Phasen
(Wanderung des Wirtszellkerns in Erregerndhe — Granulierung des Cytoplasmas — Degene-
ration des Wirtszellkerns — Nekrotisierung der Zelle). Bei obligat biotrophen Parasiten wird
ihre weitere Ausbreitung im pflanzlichen Gewebe aufgrund des Nahrstoffmangels verhindert.
Das Absterben der penetrierten Zellen erfolgt meist innerhalb von 24 HAI und ist mit der
Induktion neuer Wirtsproteine sowie der Freisetzung von Polyphenolen zur Degeneration von
Haustorien verbunden. Zusatzlich wird um das lokal nekrotisierte Gewebe und benachbarte
Zellen eine mechanische Barriere aufgebaut (Veranderungen/Verstarkungen der Zellwande
durch Bildung von Ligninen, Tanninen, Kallose, Suberin und Hydroxyprolin-reichen Zellwand-
proteinen) (SCHLOSSER, 1997; HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004;
HER, 2008; BUCHANAN et al., 2009). Die HR ist am Infektionsort eine Ubliche Folge der oben
angegebenen ETI, der die Erkennung des Effektors seitens eines
NBS-LRR-Proteins (,nucleotide-binding site“- und ,leucine-rich repeat‘-Domanen) vorausgeht
(JONES und DANGL, 2006; RibouT, 2009; DobDS und RATHJEN, 2010).

Die Widerstandsfahigkeit gegeniber z.B. Getreidemehltau unterliegt der Kontrolle
von Resistenz- bzw. Virulenzgenen, die in friihen Stadien der Infektion als Regulatoren dienen.
In Gerstenlinien eines hoch Bgh-anfalligen WT konnten durch Ziichtung Resistenzgene etab-
liert werden, die derartige Abwehrreaktionen beférdern. Hierbei handelt es sich u.a. um Allele
des Mla-Locus sowie die Mig- und mlo-Gene. Diese wirken sich im Falle der mlo-Resistenz
auf alle Virulenzkombinationen im Stadium der Penetration und bzgl. der beiden anderen Re-
sistenzen auf die Haufigkeit erfolgreicher Penetrationen aus (HOFFMANN und
SCHMUTTERER, 1999; RIDOUT, 2009). Wahrend das mlo-Gen die Papillenbildung tber den
Calziummetabolismus férdert, induziert das Mig-Gen zudem die Apoptoseformation, meist als
nachgeschaltete Immunantwort (JORGENSEN, 1992; GORG et al., 1993; HUCKELHOVEN und
KOGEL, 1998; HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004). Das Mla-Gen fordert
die HR in attackierten Pflanzenzellen vorrangig in einer frihen Phase
(FREIALDENHOVEN et al., 1994; HUCKELHOVEN und KOGEL, 2003).

2423 Salicylsaure, Jasmonsaure und Ethylen

Neben den als Phytohormone bekannten Auxinen, Gibberellerinen, Cytokininen
und der Abscisinsaure sind Ethylen (ET), Jasmonsaure (engl. jasmonic acid [JA]) und SA flr
ihre multiple Wirksamkeit wahrend der Pathogenese charakteristisch (HER, 2008; BARI und
JONES, 2009).

Ethylen: ET wird in unterschiedlichsten Geweben v.a. unter Stress synthetisiert und
durch Diffusion transportiert. Zu den physiologischen Funktionen zahlen u.a. die Férderung
der Fruchtreife, die Herbivorabwehr und die Férderung der Blattseneszenz. Im Rahmen der
Signaltransduktion bindet ET an ET-Rezeptoren (z.B. ,Ethylen Resistant 1“ [ETR1]) im ER
(HER, 2008). Mutationen an ETR1- und ,ethylene-insensitive® (EIN)-Allelen verursachen eine
allgemeine Unempfindlichkeit gegenlber ET. Der Negativregulator der Ethylenreaktion CTR1
ist dem ETR1 nachgelagert und dem EIN2 vorgeschaltet (BUCHANAN et al., 2009). Fur ge-
wohnlich wird ET, wie auch JA, mit der Abwehr von nekrotrophen Pathogenen assoziiert (BARI
und JONES, 2009; BUCHANAN et al., 2009). Obwohl die SA- und ET- bzw. JA-vermittelten Ab-
wehrwege antagonistisch sind, wurden auch Nachweise flir synergistische Interaktionen ge-
funden (SCHENK et al., 2000; MUR et al., 2006; BARI und JONES, 2009). Zwischen ET und JA
sind sogar vorrangig positive Interaktionen bekannt (KUNKEL und BROOKS, 2002). Beispiels-
weise wurde nachgewiesen, dass fir die Expression des gegenuber Alternaria brassicicola
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abwehrrelevanten Gens PDF1.2 in Arabidopsis beide Signalwege notwendig sind
(PENNINCKX et al., 1996). Im Pathosystem Tomate — Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
wiederum konnte eine positive Interaktion zwischen ET und SA nachgewiesen werden
(O'DONNELL et al., 2001), da die postinfektionelle SA-Akkumulation von der ET-Synthese ab-
hangig war (KUNKEL und BROOKS, 2002).

Jasmonsaure: JA und ihre Derivate sind als pflanzliche Signalmolekile in diverse
Prozesse wie Samenkeimung, Wurzelwachstum und Fruchtreife involviert
(BERGER et al., 1996; DEVOTO und TURNER, 2003; BARI und JONES, 2009). JA wird in Reaktion
auf Wassermangel, bei Verwundungen oder infolge pathogener Elicitoren gebildet und aktiviert
zahlreiche Abwehrgene (auch MAPK-Kaskaden), ist aber v.a. ein Abwehrfaktor bei Herbivorie.
Dass fur Abwehrreaktionen teils sowohl JA als auch ET erforderlich sind, liegt vermutlich am
Transkriptionsfaktor ERF1, welcher durch beide Substanzen aktiviert wird. JA induziert die
Synthese von sekundaren Pflanzenstoffen und ist in die sogenannte systemisch erworbene
Wundantwort (engl. systemic acquired wound response [SAWR]) involviert (— Bildung von
PR Proteinen und Wundproteinen) (BERGER et al., 1996; DEVOTO und TURNER, 2003;
HERr, 2008). JA-Akkumulationen infolge von Pathogen- oder Insektenangriffen treten sowohl
lokal als auch systemisch auf (DEVOTO und TURNER, 2003; BUCHANAN et al., 2009). Durch JA
und SA werden in Arabidopsis Uber 50 abwehrrelevante Gene ko-induziert
(SCHENK et al., 2000; KUNKEL und BROOKS, 2002).

Salicylsaure: SA-vermittelte pflanzliche Abwehrreaktionen spielen sowohl bei der
PTI als auch der ETI (R-Gen-vermittelte Abwehr) gegenuber biotrophen und hemibiotrophen
Pathogenen eine Rolle. Bedeutung hat insbesondere die postinfektionelle Akkumulation von
SA (TSUDA et al., 2008). Eine erhohte Toleranz von Tabak gegen das Tabakmosaikvirus in-
folge einer Injektion von SA ist bereits seit 1979 bekannt (HER, 2008). Zudem ist SA eine wich-
tige Schlisselsubstanz der SAR. Dabei wird SA am Infektionsort gebildet, wonach ein mobiler
Faktor im Phloem in jingere, gesunde Pflanzenteile wandert und dort die Bildung von SA
induziert (— Synthese von PR Proteinen oder Phytoalexinen, Etablierung der HR) (LOAKE und
GRANT, 2007; PARK et al., 2007; HER, 2008; BARI und JONES, 2009; BUCHANAN et al., 2009).
Mutanten, die in der Akkumulation von SA beeintrachtigt oder gegenliber SA insensitiv sind,
zeigen gegenulber biotrophen und hemibiotrophen Pathogenen eine erhéhte Anfalligkeit (BARI
und JONES, 2009). Die Akkumulation von SA kann in transgenen Pflanzen (Arabidopsis und
Tabak) durch die Expression des NahG Gens der Pseudomonas-Art P. putida, welches fur
SA-Hydroxylase kodiert, verhindert werden. Dabei wird SA in SAR-inaktives Brenzcatechin
metabolisiert, wodurch NahG-Pflanzen nicht zur postinfektionellen Akkumulation von SA be-
fahigt sind. Damit einhergehend bleibt auch die Expression SAR-spezifischer Gene aus. Die
NahG-Pflanzen bleiben anfallig (GAFFNEY et al., 1993; SCHLOSSER, 1997; KOGEL et al., 1998).
Eine der wichtigsten regulatorischen Komponenten des SA-Signalweges in Pflanzen ist der
Faktor ,non-expressor of PR genes® (NPR1). Dieser Faktor interagiert mit TGA-
Transkriptionsfaktoren, welche wiederum in die Aktivierung SA-responsiver PR Gene einge-
bunden sind (DONG, 2004; BARI und JONES, 2009). Die Arabidopsis-Mutante npr1 ist hinsicht-
lich der SA-vermittelten Unterbindung der JA-responsiven Genexpression defizitar und wies
nach, dass NPR1 eine wichtige Rolle im ,cross-talk“ zwischen SA und JA einnimmt
(SPOEL et al., 2007). NPR1 nachgelagert sind verschiedene WRKY-Transkriptionsfaktoren, die
SA-abhangige Abwehrreaktionen regulieren (BARI und JONES, 2009). Zwischen JA und SA
sind sowohl positive als auch negative Interaktionen bekannt, wobei nur wenige Beweise flr
positive Interaktionen vorliegen (KUNKEL und BROOKS, 2002). Der postinfektionelle ,cross-talk”
zwischen JA und SA scheint hierbei speziell in Arabidopsis und Tabak konzentrationsabhangig
zu sein (exogene Applikation von 10-100 pM — synergistische Verstarkung der
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JA/SA-assoziierten Genexpression, bei hoéherer Konzentration — Antagonismus)
(MUR et al., 2006). Letztlich wird angenommen, dass der ,cross-talk“ zwischen den drei Sig-
nalmolekulen wichtig fur das ,fine tuning“ von Abwehrmechanismen gegenuber spezifischen
Phytopathogenen wie nekrotrophen Erregern ist, da bei einem Befall mit diesen der SA-
Signalweg durch die Férderung einer HR nicht induziert werden sollte (O'DONNELL et al., 2001;
KUNKEL und BROOKS, 2002).

2424 Pathogenese-zugehorige Proteine und Phytoalexine

Eine weitere Reaktion im Rahmen der IR ist die Bildung von PR Proteinen wie
Glucanasen und Chitinasen, Schlisselenzyme der Lignifizierung (PAL, CADs) sowie fungizide
PR Proteine (z.B. Thaumatine). PR Proteine sind zwar konstitutiv vorhanden, erfahren nach
dem Befall jedoch eine Aktivitatssteigerung (KAUFFMANN et al., 1987; LEGRAND et al., 1987,
HER, 2008; BUCHANAN et al., 2009). Sie akkumulieren in der Umgebung von HR-Lasionen
(VAN LOON, 1985). Die meisten von ihnen werden durch die Signalmolekile SA, JA oder ET
induziert und sind antimikrobiell aktiv (VAN LOON et al., 2006). Von den 17 bisher nachgewie-
senen Familien dienen beispielsweise Glucanasen wie PR-2 und Chitinasen wie PR-3 dem
Abbau des Glucans und Chitins der pilzlichen Zellwand (VAN LOON und VAN STRIEN, 1999;
VAN LOON et al., 2006; HALLMANN et al., 2007). Der Befall mit Mehltau fihrt in Getreide zur
Aktivierung von f(-1,3-Glucanase-Genen (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999). Die
PR-5-Familie wird als Thaumatin-ahnlich beschrieben (VAN LOON et al., 1994). Die Funktion
und Wirkweise des PR-1 Proteins ist weitestgehend unbekannt. Es wird aber als genereller
Marker fur die SAR angesehen (SCHLOSSER, 1997; VAN LOON und VAN STRIEN, 1999;
BREEN et al., 2017). In Vicia faba cv. con amore (Ackerbohnen) induzierte die prainfektionelle
Infiltration von SA oder 2,6-Dichlorisonikotinsaure (engl. 2,6-dichloroisonicotinic acid [INA]) in
die Blatter die Synthese von PR-1 Proteinen und damit die Resistenz gegentiber dem Rostpilz
Uromyces fabae (RAUSCHER et al., 1999). Hemmende Effekte von PR-1 Proteinen auf die
Zoosporenkeimung und das Mycelwachstum von Phytophthora infestans sind ebenfalls be-
schrieben worden (NIDERMAN et al., 1995). Arabidopsis und Reis weisen 22 bzw. 39 Gene vom
PR-1-Typ auf, von welchen jedoch nachweislich nur ein bzw. zwei durch Pathogene oder In-
sekten induziert werden (VAN LOON et al., 2006).

Neben der Bildung von PR Proteinen spielt, insbesondere bei der Abwehr von phyto-
pathogenen Pilzen, auch die Bildung von Phytoalexinen eine Rolle (SCHLOSSER, 1997;
HER, 2008; BUCHANAN et al.,, 2009). Ursachlich fir die Bildung der phenolabgeleiteten
Phytoalexine, mit ausschlieBlich lokaler unspezifischer antimikrobieller Wirksamkeit, ist eine
erhohte Aktivitat der PAL (HALLMANN et al., 2007) (siehe Kap. 2.2). Die PAL ist ein Enzym,
welches einen Schlisselverzweigungspunkt im Phenylpropanoidbiosyntheseweg kontrolliert
(BUCHANAN et al., 2009).

2.4.2.5 Resistenzformen

Die Resistenz von Pflanzen ist nicht mit der Toleranz gegenliber Schaderregern
oder abiotischen Stressfaktoren zu verwechseln. Wahrend tolerante Pflanzen einen stabilen
Ertrag gewahrleisten, weisen resistente Pflanzen eine vererbbare Resistenzeigenschaft zur
Verhinderung bzw. Begrenzung einer Infektion auf (SCHLOSSER, 1997; HALLMANN et al., 2007).
Bei dieser Resistenz kann zwischen der Nicht-Wirtsresistenz (Basisresistenz) und der
Wirtsresistenz (Basiskompatibilitat) unterschieden werden (HEATH, 1981). Basisresistenz be-
deutet, dass Pflanzen durch praformierte physikalische oder chemische Faktoren, einherge-
hend mit der PTI, lediglich von wenigen, spezialisierten Erregern befallen werden kdnnen.
Die Basiskompatibilitat grenzt sich dahingehend ab, dass sie durch abiotische und biotische
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Faktoren induziert werden kann sowie innerhalb von Stunden bis Tagen lokal oder systemisch
wirkt (IR) (HEATH, 1981; JONES und DANGL, 2006; HALLMANN et al., 2007; BOLLER und
FELIX, 2009; TSUDA und KATAGIRI, 2010).

.Nach Befall eines Pflanzenteils zeigen die Ubrigen befallsfreien Teile eine stark erhdhte
Widerstandskraft (Resistenz) gegen nachfolgende Infektionen mit dem gleichen Erreger oder
anderen Pathogenen® (SCHLOSSER, 1997). Bei gezieltem Einsatz resistenzinduzierender Fak-
toren kann es sich um eine Inokulation mit z.B. schwach virulentem B. graminis, die Inokulation
mit pflanzenwachstumsférdernden Rhizobakterien (engl. plant growth promoting rhizobacteria
[PGPRs]), die Vorbehandlung mit einem Pflanzenextrakt (z.B. R. sachalinensis) oder auch
signalinduzierenden Substanzen (SA, INA, Benzothiadiazol) handeln. Einige chemische
Resistenzinduktoren, wie der Extrakt aus Reynoutria, sind als Pflanzenstarkungsmittel zuge-
lassen (HAMMERSCHMIDT, 1999; HALLMANN et al., 2007). Je nach Induktor und den nachfolgen-
den biochemischen Prozessen  wird in Abgrenzung zur  sogenannten
lokal erworbenen Resistenz (engl. local acquired resistance [LAR]) zwischen der
systemisch erworbenen Resistenz (engl. systemic acquired resistance [SAR]) und der
induzierten systemischen Resistenz (engl. induced systemic resistance [ISR]) unterschieden
(SCHLOSSER, 1997; HAMMERSCHMIDT, 1999; HAMMERSCHMIDT et al., 2001,
HALLMANN et al., 2007). Charakteristika dieser beiden Resistenzformen sind in Tab. 2 aufge-
fuhrt. Hier ist sowohl auf einen verbesserten Schutz der Pflanze gegen eine Folgeinfektion als
auch auf die Translokation der Resistenz vom primaren Infektionsort auf weiter entfernt lie-
gende Pflanzenteile hinzuweisen (HAMMERSCHMIDT et al.,, 2001; HEer, 2008;
BUCHANAN et al., 2009). Bei der SAR und der ISR wird die Aktivierung der pflanzlichen Ab-
wehrmechanismen zentral Uber das Gen npr1 gesteuert (DURRANT und DONG, 2004;
HALLMANN et al., 2007). SAR-zugehdrige Abwehrreaktionen der Wirtspflanze umfassen z.B.
die Induktion von PR Protein-kodierenden Genen, die Bildung von ROS und die Kallose-
deposition zur Verstarkung der Zellwand (SCHNEIDER et al., 1996; CONRATH, 2006).

Tab. 2: Charakteristika der systemisch erworbenen Resistenz SAR und der induzierten systemischen

Resistenz ISR von Pflanzen (SCHLOSSER, 1997; HAMMERSCHMIDT, 1999; DURRANT und DONG, 2004;
VAN LOON et al., 2006; HALLMANN et al., 2007).

SAR ISR
Induktion anorganische und biogene Rhizobakterien
Aktivatoren, lokaler Pathogenbefall (induzieren z.T. auch SAR)
entfernte Akkumulation von Sensibilisierung der Pflanze bzgl.
Pathogenese-zugehdrigen einer nachfolgenden Attacke,
Biochemische Mechanismen Proteinen (z.B. PR-1, -2, -5), keine Akkumulation von
Sensibilisierung der Pflanze bzgl. Pathogenese-zugehdrigen
einer nachfolgenden Attacke Proteinen
Salicylsaure Jasmonsaure und/oder Ethylen
Signalmolekiil/e (beeinflusst die Expression pfl. (wirken auch direkt auf den pfl.
Resistenzgene) Stoffwechsel)

Der durch die IR gegebene Schutz wirkt nicht zu 100 %. Zudem weist sie eine nur
begrenzte Wirkungsdauer auf (i.d.R. wenige Wochen), sodass in der Praxis wiederholte Ap-
plikationen mit Induktoren erforderlich sind (HALLMANN et al., 2007).

Liegt eine geringere Penetrationsrate vor, spricht man von quantitativer bzw. partieller
Resistenz und bei z.B. konsistenterer Epidermiszellwand von Altersresistenz — beides rassen-
unabhangige Reaktionen (HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999).
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Rhabarbersortiment

Die AG IBAS (Institute of Bioanalytical Sciences) verfugt Uber 34 verschiedene
Rumiceae-Herkinfte, die z.T. derselben Rheum/Rumex-Spezies angehéren und nach einer
internen Nummerierung als ,Genotypen® (GTs) bezeichnet wurden. |hren Ursprung hat die
2006 erfolgte Anpflanzung auf Anbauflachen der Hochschule Anhalt in Bernburg-Strenzfeld in
der Genbank des Leibniz-Instituts fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK)
Gatersleben. Klone einer vorherigen Anpflanzung wurden hierfur nach der Saatbettbereitung
(Grunddiingung) auf einer neu bestimmten, windzugangigen Flache (Sudrand der
Magdeburger Borde, norddstlicher Regenschatten des Harzes; 51°82’ N, 11°70’ E) vegetativ

Abb. 11: Beispiel eines groRen Wurzelknospenpflanzstiicks zur vegetativen Reproduktion (l.) und
Rhabarberanbauflache nach etwa vierjahriger Kultivierung (r.) (Quelle: eigenes Bildmaterial).

Bodentyp dieser Region 80 m Gber Normalhdhennull ist LoR-Schwarzerde (60 % L6+,
20 % L62; pH 7,0-7,4) mit einer Ackerzahl von 85 bis 96, Bodenart ist schluffiger Lehm (uL).
Der Reihen- und Pflanzenabstand betrug jeweils 1,5 m. Auf den Einsatz von Herbiziden wurde
ganzlich verzichtet. Das Entfernen auftretender Unkrauter erfolgte mittels Frase oder, wie im
Falle von Disteln und der Ackermelde, manuell. Im Sinne der EG-Wasserrahmenrichtlinie
2000/60/EG entsprach die Dingung, als grober Richtwert, dem Nahrstoffentzug bzw. den
Nahrstoffansprichen seitens der Pflanzen (LfL, 2010).

In Tab. 3 sind all jene Rheum-Herkinfte gelistet, die als Teil des Rhabarbersortiments fir diese
Arbeit beerntet wurden und bei denen die Extraktion des Wurzelmaterials erfolgte. Dies
schliet auch Herklnfte des Stumpfblattrigen Ampfers (Rumex obtusifolius) mit ein, deren
Wurzelextrakte zu Vergleichszwecken ebenfalls gescreent wurden.

Tab. 3: Ausgewidhlte Rheum/Rumex-Spezies des Rumiceae-Sortiments in Zuordnung zur Genbank des
IPK Gatersleben (GBIS/I, 2006).

Genotyp (GT) | Botanischer Name Herkunft

Akzessions-Nr.: RHEUM 39

Akzessions-Name: Viktoria

Ursprungsland: unbekannt

Donor: Botanischer Garten AdW Vacratot (Ungarn): -
Akzessions-Nr.: RHEUM 18

Akzessions-Name: -

GTO05 Rheum officinale Baill. Ursprungsland: Jugoslawien

Donor: Institut Pharmakognosie Miinster/Westf.: -
Fundort: Dolomiten

GT02 Rheum officinale Baill.

Rheum rhabarbarum L.
‘The Sutton’

GT10 kommerzielle Sorte (Speise-Rhabarber)
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Fortsetzung Tab. 3.

Genotyp (GT) | Botanischer Name Herkunft

Akzessions-Nr.: RHEUM 53

Akzessions-Name: -

GT11 Rheum australe D.Don Ursprungsland: unbekannt

Donor: Botanisches Institut AdW St. Petersburg (Russland): -
urspr. als Rheum palamatum L. f.sp. flore rubro Maxim. gefiihrt

Akzessions-Nr.: RHEUM 22

Akzessions-Name: -

Ursprungsland: unbekannt

Donor: Botanischer Garten Universitat Uppsala (Schweden): -

Akzessions-Nr.: RHEUM 19
Akzessions-Name: -

GT23 Rheum rhabarbarum L. Ursprungsland: China

Sammelreise: China 1956: 579 (Sammelnr.)
Fundort: Manchouli

Akzessions-Nr.: RHEUM 26

Akzessions-Name: -

Ursprungsland: Koreanische DVR

Sammelreise: Koreanische DVR 1987: 8 (Sammelnr.)
Fundort: Rinsan, Spezialgenossenschaft flr Arzneipflanzen-
anbau, North Hwanghae

Akzessions-Nr.: RHEUM 74

Akzessions-Name: -

GT29 Rheum rhabarbarum L. Ursprungsland: unbekannt

Donor: Botanisches Institut AdW St. Petersburg: -
urspr. als Rheum emodi Wall. gefiihrt

Akzessions-Nr.: RUM 48
Akzessions-Name: -

GT30 Rumex obtusifolius L. Ursprungsland: unbekannt

Donor: Heilpfl.-Gart. Wroctaw (Polen): -
urspr. als Rheum leuconum gefiihrt

Akzessions-Nr.: RUM 46

Akzessions-Name: -

GT32 Rumex obtusifolius L. Ursprungsland: unbekannt

Donor: Botanisches Institut AdW St. Petersburg: -
urspr. als Rheum maximowiczii Losinsk. gefihrt

Akzessions-Nr.: RHEUM 42
Akzessions-Name: -

GT14 Rheum rhabarbarum L.

GT24 Rheum rhabarbarum L.

GT35 Rheum altaicum Losinsk. Ursprungsland: unbekannt
Donor: Botanisches Institut AW St. Petersburg: -
Akzessions-Nr.: RHEUM 59

GT36 Rheum altaicum Losinsk. Akzessions-Name: -

Ursprungsland: unbekannt
Donor: Haupt-Botanischer Garten Moskau (Russland): -
Anmerkungen: Baill. = Henri Ernst Baillon, franzosischer Botaniker; L. = Carl von Linné, schwedischer
Naturforscher, Arzt und Botaniker; D.Don = David Don, britischer Botaniker;
Losinsk. = Agnia Sergeyevna Losina-Losinskaja, russische Botanikerin

3.1.2 Losungs-, Hilfsmittel und Gerate fir die Wurzelaufbereitung,
Extraktion und Fraktionierung

Die wichtigsten der genutzten Lésungsmittel, Hilfsmittel und eingesetzten Gerate fur
die Aufbereitung des Wurzelmaterials, das Laborextraktionsverfahren und die Fraktionierung
von Gesamtextrakten sind in Tab. 4 aufgefuhrt.
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Tab. 4: Losungs-/Hilfsmittel und Gerate der Wurzelaufbereitung, Extraktion und Fraktionierung.
Material Modell; Bezugsquelle / Hersteller
Wurzelaufbereitung:
Trockenschrank TS AR 100; IOB Industrieofenbau VEB, Egeln
Schneidmihle GSL 180/120; AMIS Maschinen Vertriebs GmbH, Zuzenhausen (ZERMA)
Extraktion:

Methanol (MeOH)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Petrolether

VWR International GmbH, Darmstadt

Ethylacetat VWR International GmbH, Darmstadt

Stickstoff (Reinheit 5.0) AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Disseldorf
ULTRA-TURRAX® T 50; IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Zentrifuge Megafuge 2.0; Heraeus Sepatech GmbH, Osterode

Vakuumrotationsverdampfer

Rotavapor R-220; BUCHI Labortechnik GmbH, Essen

Hei-VAP Precision; Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach

Gefriertrocknungsanlagen

Alpha 1-4 / 2-4; Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode

Fraktionierung:

MeOH (fur die HPLC)

VWR International GmbH, Darmstadt

Essigsaure (ROTIPURAN®
100 %, analysenrein)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ultraschallbad

Transsonic T 310; EIma Schmidbauer GmbH, Singen

Zentrifuge Multifuge 1L-R; Heraeus Holding GmbH, Hanau
HPLC-Anlage Varian Pro/Prep Star; Agilent Technologies, Waldbronn
Trennsaule ZORBAX Eclipse XDB-C18; Agilent Technologies, Waldbronn
Vorsaule Prep Guard-C18; Agilent Technologies, Waldbronn

3.1.3 Losungsmittel, Gerate und Standards fiur die LC-MS-Analytik

Im Rahmen der LC-MS-Analysen wurde Methanol (MeOH; fir die LC-MS;
Promochem GmbH, Wesel) als Lésungsmittel fir die Probenvorbereitung und in Kombination
mit Ameisensaure (fir die LC-MS; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) als Laufmittel
(mobile Phase) fir die HPLC-Methode verwendet. Als HPLC-Anlage kam die 1100 Serie von

Agilent Technologies

(Waldbronn) mit einer Synergi™

Hydro-RP 80 A-Trennséule

(Phenomenex Ltd., Aschaffenburg) zum Einsatz. Bei dem verwendeten Massenspektrometer
handelte es sich um das 4000 QTRAP der Sciex GmbH (Darmstadt). Die fur die externe
Kalibrierung genutzten Standardsubstanzen (HPLC-rein) sind nebst ihrer in dieser Arbeit ge-
brauchten Abkirzung in Tab. 5 gelistet.

Tab. 5: Polyphenolstandards.

.. Summen- lEE

Standardsubstanz Abkiirzung formel I\I’Irass?1 Bezugsquelle
[g*mol]

Polymere Flavan-3-ol-Standards (Procyanidine):
Procyanidin B1 PRO B1 C30H26012 578,52 Extrasynthese, Genay, Frankreich
Procyanidin B2 PRO B2 C30H26012 578,52 Extrasynthese, Genay, Frankreich
Procyanidin C1 PRO C1 CasH38018 866,77 Extrasynthese, Genay, Frankreich
Monomere Flavan-3-ol-Standards (Catechine):
Catechin (C) C15H1406 290,27 Extrasynthese, Genay, Frankreich
Epicatechin (EC) C15H1406 290,27 Extrasynthese, Genay, Frankreich
Epigallocatechin (EGC) C15H1407 306,27 Extrasynthese, Genay, Frankreich
Epicatechingallat ECG CooHisOr0 | 442,37 (Eé‘gfa%g‘?tgess‘)e Genay, Frankreich
Epigallocatechingallat (EGCG) C22H18011 458,37 Extrasynthese, Genay, Frankreich
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Fortsetzung Tab. 5.

Summen- e
Standardsubstanz Abkiirzung Masse Bezugsquelle
formel o A
[g*mol]
Stilben-Standards:
3,4°,5-Trihydroxystilben-
3-0-B-D-glucosid/ THSG C20H220s8 390,38 Extrasynthese, Genay, Frankreich
-glucopyranosid (Piceid)
. BIOTREND Chemikalien GmbH,
Piceatannol (PIC) C14H1204 24424 | \Wangen, Schweiz
Rhaponticin RHA C21H2409 420,41 Extrasynthese, Genay, Frankreich
Extrasynthese, Genay, Frankreich
Reveratrol RES C14H1203 228,24 (Ref. 4964)
Desoxyrhaponticin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
(from rhubarb) DRHA C21H240e 404,42 Taufkirchen
Phenolsaure-Standards:
p-Cumarsaure - CoHsO3 164,16 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Ferulasaure - C10H1004 194,19 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Chlorogensaure - C16H1809 354,32 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

3.1.4 Saatgut, Phytopathogene und Material fiir die Kultivierung

In Tab. 6 sind die fir die in vitro Mycelwachstumstests (MWTs) ausgewahlten phyto-
pathogenen Pilze und Oomyceten einschlief3lich der Nahrmedien und Geréate fur ihre Kultivie-
rung aufgefuhrt. Darlber hinaus sind das Saatgut, die Phytopathogene und das Anzucht- bzw.
Kultivierungsmaterial der in vivo Versuche (inkl. Freilandversuche) gelistet.

Tab. 6:

Saatgut, Phytopathogene und Material fiir die Kultivierung.

Material

| Modell; Bezugsquelle / Hersteller

In vitro Versuche:

Phytopathogene

Alternaria brassicicola
(Schwein.) Wiltshire

Fachhochschule Siidwestfalen,
Prof. V. H. Paul, FH-SWF Standort Soest, Fachbereich Agrarwirtschaft

Bipolaris sorokiniana
(Sacc.) Shoem.

Justus-Liebig-Universitat GielRen,
Dr. J. Imani, Institut fir Phytopathologie

Botrytis cinerea Pers.

Hochschule Geisenheim,
Prof. B. Berkelmann-Léhnertz, Arbeitsgruppe Phytopathologie im Weinbau

Fusarium culmorum
(Wm.G. Sm.) Sacc.

Justus-Liebig-Universitat GielRen,
Dr. J. Imani, Institut fir Phytopathologie

Fusarium graminearum
Schwabe

Justus-Liebig-Universitat GielRen,
Dr. J. Imani, Institut fir Phytopathologie

Fusarium oxysporum
Schitdl.:Fr. f.sp. lycopersici
(Sacc.) W.C. Snyder & H.N.
Hansen 007 (FOL race 2)

Justus-Liebig-Universitat GielRen,
Dr. J. Imani, Institut fir Phytopathologie

Magnaporthe oryzae
B.C. Couch (IPP 0681)

Georg-August-Universitat Géttingen,
Fachgebiet fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz,
Department fur Nutzpflanzenwissenschaften (DNPW)

Phytophthora capsici
Leonian-Isolate
(LT15341, LT263?, LT123?)

"The James Hutton Institute (JHI), Division of plant sciences, Dundee,
Schottland
2Wageningen University, Lab. of Phytopathology, Wageningen, Niederlande

Rhizoctonia solani

J.G. Kuihn (AG[-]2*, AG-8)
*bzgl. Genotyp 10 Erntejahr
2014

Justus-Liebig-Universitat GielRen,
Dr. J. Imani, Institut flr Phytopathologie (AG[-]2)
Leibniz-Institut fir Gemise- und Zierpflanzenbau (IGZ), GroBbeeren (AG-8)

Rhizoctonia zeae

Plant Protection Institute, Centre for Agricultural Research,
Hungarian Academy of Sciences, Budapest, Ungarn
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Fortsetzung Tab. 6.

Material

Modell; Bezugsquelle / Hersteller

Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary

Justus-Liebig-Universitat GielRen,
Dr. J. Imani, Institut fir Phytopathologie

Thielaviopsis basicola
(Berk. Et Br.) Ferraris

DSM 63050, Aktivkultur, Risikogruppe 1;
Leibnitz-Institut DSMZ GmbH, Braunschweig

Venturia inaequalis
(Cooke) G. Winter

DSM 1002, Aktivkultur, Risikogruppe 1;
Leibnitz-Institut DSMZ GmbH, Braunschweig

Material fiir die Kultivierung

V-8 Saft-Agar

200 ml/l Campbell Gemisesaft V8; Gourmondo Food GmbH, Miinchen

2 g/l Calciumcarbonat; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

15 g/l Agar-Agar, Kobe |; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
(Rezeptur in Anlehnung an Auskunft Dr. E. Huitema, Dundee, Schottland)

Malzextrakt-Glucose-
Agar

0,004 M K2HPO4; Merck KGaA, Darmstadt

0,002 M MgSO0s4; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

0,0375 M NH4NO3; Riedel-de Haén, Seelze

4 % (w/v) CsH1206; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

2 ppm MnSOs; Merck KGaA, Darmstadt

2 ppm ZnS0O4; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

15 g/l Malzextrakt-Agar; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

5 g/l Agar-Agar, Kobe I; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

0,4 pug/ml Biotin (Sigma-Aldrich), 2 ug/ml Folsaure (Carl Roth),

200 pg/ml Thiamin (Sigma-Aldrich), 1200 ug/ml Pyridoxin (Sigma-Aldrich),
600 pg/ml Nicotinsaure (Sigma-Aldrich), 200 ug/ml Riboflavin (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg), 16 pg/ml Ascorbinsdure (Sigma-Aldrich)

Kartoffelextrakt-Glucose-
Agar

26,5 g/l Kartoffelextrakt-Glucose-Bouillon; Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe
15 g/l Agar-Agar, Kobe I; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Brutschrank

INB500; Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach

In vivo Versuche:

Saatgut

Hordeum vulgare L. ‘Lawina’

ungebeizt; Getreidezuchtungsforschung Darzau Hof, Neu Darchau

Triticum aestivum
L. ‘Sokrates’

Saatzucht Streng-Engelen GmbH & Co. KG, Uffenheim

Hordeum vulgare L. ‘Ingrid’

Wildtyp (WT) Mlo, Mutanten mlo5 (122), Mla12, Mig21,
Justus-Liebig-Universitat GieRRen, Dr. J. Imani, Institut fiir Phytopathologie

Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh.

WT Col-8 (Columbia, NASC ID N60000, Background Col-0 [Columbial);
The Nottingham Arabidopsis Stock Centre, Loughborough, UK
(Prof. S. May, University of Nottingham)

Arabidopsis-Mutanten (N&heres siehe Tab. 10, Background Col
[MYB51 Col-4 {N933}]); The Nottingham Arabidopsis Stock Centre,
Loughborough, UK (Prof. S. May, University of Nottingham)

Freilandversuche:

Hordeum vulgare L. ‘Steffi’

Ackermann Saatzucht GmbH & Co.KG, Irlbach

Triticum aestivum L. ‘Pamier’

Syngenta Agro GmbH, Maintal

Triticum aestivum L. ‘Julie E’

Universitat Briinn, Tschechien

Phytopathogene

Blumeria graminis (DC.)
Speer f.sp. hordei (Bgh)

Rasse A6; Justus-Liebig-Universitat Giel3en,
Dr. J. Imani, Institut fir Phytopathologie

Blumeria graminis (DC.)
Speer f.sp. tritici (Bgt)

Justus-Liebig-Universitat GielRen,
Dr. J. Imani, Institut fir Phytopathologie

Erysiphe cruciferarum Opiz
ex L. Junell (E.c.)

Justus-Liebig-Universitat Gieflen, Dr. J. Imani, Institut fur Phytopathologie
(urspr. erhalten von Prof. R. Hiickelhoven, TU Miinchen)
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Fortsetzung Tab. 6.

Material | Modell; Bezugsquelle / Hersteller

Anzucht- / Kultivierungsmaterial

Fruhstorfer Typ T (feine Struktur); Hawita-Group, Vechta
(Vulkanton, Torf und Rindenhumus)

Gottinger 7x7x8 cm; Hermann Meyer KG, Rellingen
@ 6 cm; Samenhaus Miuller GmbH, Wildeck-Bosserode
ARASYSTEM Starter Kit 360 | LEHLE SEEDS, Texas, USA

Lebosol-Nutriplant® 12-4-6 (mit Spurennahrstoffen);
Lebosol® Diinger GmbH, Elmstein

Topferde

Pflanztopfe

NPK-Diingerlésung

Klima-/Kuhlzelle Viessmann Werke GmbH & Co. KG, Allendorf (Eder)

Kahl-Brutschrank (Bgh) RUMED® Typ 3201; Rubarth Apparate GmbH, Laatzen

»Plant growth“-Schrank (E.c.) | PERCIVAL Scientific Modell E-36HO; CLF PlantClimatics GmbH, Wertingen
Datenlogger LOG100/110/CRYO; Dostmann electronic GmbH, Wertheim-Reicholzheim

Multimessgerat Beleuchtung | BAPPU classic; ELK GmbH, Krefeld

3.1.5 Versuchsmaterial fur die Pflanzenbehandlungen

Fur die Applikation der Versuchsmittel wurde eine Membran-Vakuumpumpe
(Typ NO22 AN.18; KNF Neuberger GmbH, Freiburg) inklusive Feinregulierkopf und Zerstau-
ber-Aufsatze der Hofmann Glastechnik GmbH (Staudt) verwendet. Das den Versuchsmitteln,
wenn angegeben, zudosierte Adjuvans BREAK-THRU® S 240 (B-T® S 240; polyethermodifi-
ziertes Polysiloxan) wurde von der Evonik Industries AG (Essen) bezogen.

3.1.6 Versuchsspezifisches Material

3.1.6.1 Material fur die Mycelwachstums- und Blattsegmenttests

Das im Rahmen der MWTs und Blattsegmenttests (BSTs) eingesetzte Versuchs-
material ist in Tab. 7 zusammengestellt. Im Ubrigen sei auf Tab. 5 und Tab. 6 verwiesen.

Tab.7: Versuchsmaterial der Mycelwachstums- (MWTs) und Blattsegmenttests (BSTs).

Material | Modell; Bezugsquelle / Hersteller

MWTs:

Ethanol (absolut) VWR International GmbH, Darmstadt

Spritzenvorsatzfilter Minisart High-Flow, 0.2 ym; Sartorius Stedim Biotech GmbH, Géttingen
Petrischalen 94 x 16 mm; Diagonal GmbH & Co. KG, Miinster

Ultraschallbad Transsonic T 310; Elma Schmidbauer GmbH, Singen

RCT basic; IKA® / Windhaus-Labortechnik GmbH & Co. KG,

Magnetruhrer Clausthal-Zellerfeld

BSTs:

Wasser-Agar 0,5 % (w/v) Agar-Agar, Kobe I; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
mit Benzimidazol 40 ppm Benzimidazol; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Petrischalen quadratisch; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

3.1.6.2 Material fur die histochemischen Studien

In Tab. 8 sind die Chemikalien, Lésungen und Gerate der histochemischen Ver-
suche aufgefiihrt. Im Ubrigen sei auf Tab. 5 und Tab. 6 verwiesen.
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Tab. 8:

Chemikalien, Losungen und Geréte der histochemischen Studien.

Chemikalie

Modell; Bezugsquelle / Hersteller

Tinte im Glas

Herlitz PBS AG, Berlin

Essigsaure (AcOH; 100 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ansatz: 25 % AcOH : Tinte 9:1 (v/v)
3,3"-Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Ansatz: 50 mg DAB / 50 ml dest. Wasser (H20) pH 3,8-4,0

(50 mg DAB / 30 ml dest. H20 pH 3,0

[mit 1 N HCI einstellen] — abgedeckte Erwarmung
auf 50 °C flr 10 min auf einem Magnetriihrer mit
Heizfunktion — mit dest. H20 auf 50 ml auffiillen und
pH-Wert mit 1 N NaOH auf 3,8-4,0 einstellen)

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

N,N-Dimethylformamid (DMF)

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumazid (NaNz)

Merck KGaA, Darmstadt

Dikaliumhydrogenphosphat

Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH,
Seelze (Riedel-de Haén)

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt

Ansatz:

1. NBT-Stocklésung

2. NaNs-Stockldsung

3. Kaliumphosphatpuffer

4. - Dikaliumhydrogenphosphat (A)
5. - Kaliumdihydrogenphosphat (B)

1. 100 mg NBT / ml 70 % wéassrigem DMF

2.10 mM

3.10mMpH 7,8

— A) KeHPO4 (M = 174,18 g/mol), 10 mM = 1,742 g/|
— B) KH2PO4 (M = 136,10 g/mol), 10 mM = 1,361 g/l
— A einstellen mit B

fur 50 ml Versuchslésung:

500 pl NBT-Stocklésung +

325 pl NaNs-Stocklésung (10 %ig),

mit Puffer auf 50 ml auffillen

=0,1 % NBT in 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,8
und 10 mM NaNs-Lésung

Einwegspritze
(ca. 250 pl / Blattsegment)

Omnifix®-F (0,01ml-1ml); B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Trichloressigsaure (engl. trichloroacetic acid [TCA])

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethanol (absolut)

VWR International GmbH, Darmstadt

Chloroform

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ansatz:

0,15 % TCA (w/v) in Ethylalkohol:Chloroform 4:1 (v/v)

Glycerin (auch fir Mikroskopierlésung)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ansatz:

50 % (viv)

Gerat

Modell; Bezugsquelle / Hersteller

pH-Meter

WTW Inolab pH 720; Xylem Analytics Germany Sales
GmbH & Co. KG, Weilheim

Mikroskopsysteme

Axioplan 2 imaging, Typ 2ie MOT
(Mikroskop-Software: AxioVision); Carl Zeiss, Jena

Nikon ECLIPSE E600 (Mikroskop-Software:
NIS-Elements D 3.2); Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg

KEYENCE BZ-X710 (Vorfihrmodell);
KEYENCE Deutschland GmbH, Neu-Isenburg

3.1.6.3

Material fur die Aktivitatsbestimmungen von Antioxidantien

Hilfsmittel und Gerate fiir die Aktivitatsbestimmungen der enzymatischen und
nicht-enzymatischen Antioxidantien sind in Tab. 9 gelistet. Die eingesetzten Chemikalien und
Lésungen sind aufgrund ihres Umfangs der Anlage 3 zu entnehmen. Im Ubrigen sei auf

Tab. 6 verwiesen.
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Tab.9: Ausgewihltes Material der Aktivitaitsbestimmungen der Antioxidantien.

Material Modell; Bezugsquelle / Hersteller

Flussigstickstoff (Reinheit 2.2) AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Dusseldorf

MS2 Minishaker; IKA® / Windhaus-Labortechnik
GmbH & Co. KG, Clausthal-Zellerfeld

Tischkihlzentrifuge Z 383 K; Hermle Labortechnik

Vortex-Schittelgerat

Zentrifugen GmbH, Wehingen
Centrifuge 5402; Eppendorf AG, Hamburg
UV/VIS-Spektralphotometer SPECORD 210; Analytik Jena AG, Jena

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Brand GmbH + Co. KG, Wertheim

Anmerkungen: *Je nach Wellenlange und Fiillmenge des Kiivettenansatzes kamen
UV- (Katalase, Ascorbatperoxidase, Dehydroascorbatreduktase) oder
PMMA-Einmalkivetten (Glutathionreduktase, Monodehydroascorbatreduktase;
Ascorbat, Glutathion) im Makro- oder Halbmikro-MaRstab zum Einsatz.

UV-/PMMA-Einmalkuvetten*

3.1.6.4 Material fur das Mutantenscreening

Die Identifizierungscodes und weitere Beschreibungen der im Screening genutz-
ten Arabidopsis thaliana-Mutanten (siehe Tab. 6) kdnnen Tab. 10 entnommen werden. Die
Bonitur der Arabidopsis-BSTs wurde mit dem  Stereomikroskop SZ61 der
Olympus Deutschland GmbH (Hamburg) durchgefihrt. Fir die Photodokumentation diente zu-
dem das Stemi 508-Stereomikroskop von Carl Zeiss (Jena). Zur Uberprifung der Inokulum-
dichte kamen Objekttrager mit Vertiefung (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe), Tween 20
(Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn) und Zahlkammern (Neubauer improved®,
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) zum Einsatz, flr die quantitative Bestatigung der Bonitur
per Konidienauszahlung zudem das in Tab. 9 angegebene Schittelgerat und das in Tab. 8
aufgefliihrte Axioplan 2 imaging-Mikroskopsystem. Des Weiteren sei auf Tab. 5, Tab. 6 und
Tab. 7 (1,3 % [w/v] Agar-Agar, 50 ppm Benzimidazol) verwiesen.

Tab. 10: Arabidopsis-Mutanten-Informationen.

Arabidopsis-Mutante
(»seed type*)

eds5-1 N3735 eds5-1 eds5 At4g39030 | SA-defizient (Induktion)

ISR-beeintrachtigt
(,non-responsive to induction
N3800 eds8 EDS8 - of resistance by methyl
jasmonate®)

(ToN et al., 2002)

NASC ID Allel Locus AGI Code Kurzbeschreibung

enhanced disease
susceptibility

ethylene insensitive N3071 | ein2-1 ein2 | Atsgoszgo | ET-defizient
(,ethylene insensitive®)

jasmonate resistant -y . JA-defizient
(Single marker) N8072 jart-1 jart At2g46370 (,jasmonate resistant®)
(SEI\ﬁ:Tg_;Oge uence N56602 - MYB51 | Atigigs7o | IGS-verbunden

pm >€q 9 (WANG Y et al., 2013)
tagged)
npri-1 N3726 npri1-1 NPR1 AT1G64280 | SAR-beeintrachtigt
non-expression of ) LJittle expression of PR genes*
PR genes N3802 npr1-3 NPR1 At1g64280 (Cho et al., 1997)
phytoalexin deficient N3804 pad2-1 PAD2 At4g23100 | Phytoalexin-defizient
phytoalexin deficient N3806 pad4-1 PAD4 At3g52430 | Phytoalexin-defizient
Anmerkungen: Weitere Informationen kdnnen Uber die ,Germplasm Search Page of The European

Arabidopsis Stock Centre” unter den angegebenen NASC IDs eingesehen werden
(SA = engl. salicylic acid [Salicylsaure], ISR = engl. induced systemic resistance
[induzierte systemische Resistenz], ET = Ethylen, JA = engl. jasmonic acid
[Jasmonséure], iGS = Indol-Glucosinolat, SAR = engl. systemic acquired resistance
[systemisch erworbene Resistenz]).
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3.1.6.5

Die Tab. 11

Material fur die Transkriptabundanzanalysen

beinhaltet eine Ubersicht des Versuchsmaterials fiir die

Transkriptabundanzanalysen (DNA-Microarray- und gqRT-PCR-Analysen). Bei den in den
gRT-PCR-Analysen untersuchten Pflanzen kamen als Positivkontrollen Salicylsaure
(engl. salicylic acid [SA]; Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn), 2,6-Dichloroisonikotinsaure
(engl. 2,6-dichloroisonicotinic acid [INA]; 2,6-Dichloropyridine-4-carboxylic acid; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen) und Bion® (50 % Acibenzolar-S-methyl / Benzothiadiazol [BTH];
CIBA-GEIGY GmbH, Frankfurt [Prof. K.-H. Kogel, JLU GieRen]) zum Einsatz.

Tab. 11:

Versuchsmaterial der Transkriptabundanzanalysen.

Material

| Bezugsquelle / Hersteller

| Einsatzgebiet

DNA-Microarray:

RNeasy Plant Mini Kit
(auch in den gRT-PCR-Analysen)

QIAGEN GmbH, Hilden

mRNA-Isolation

Affymetrix GeneChip®
(AraGene 1.0 ST Array),
Ambion® WT Expression Kit

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

mRNA-Prozessierung

qRT-PCR:

Flissigstickstoff (Reinheit 2.2)

AIR LIQUIDE Deutschland GmbH,
Dusseldorf

Probenahme

91-PCS-CK14 Precellys
Keramik-Kit-Reaktionsgefale

PEQLAB Biotechnology GmbH,
Erlangen

Zellaufschluss

FastPrep®-24

MP Biomedicals GmbH, Eschwege

Zellaufschluss

DNase | Digest Kit, peqGOLD
(RNase-free DNase | und
DNase | Digestion Buffer)

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

,On-column“-DNA-Entfernung
wahrend der RNA-Isolation

(50 ml / Gel), d.h. 0,6 g Agarose +
50 ml 1x TRIS-Acetat-EDTA
(TAE)-Puffer

. Inkubation
Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg wihrend der RNA-Isolation
1,2 %iges Agarose-Gel RNA-Gel

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

(Auftrag Marker = 6 pl,
Auftrag Proben = 20 pl
[15 pl Gelladepuffer + 5 yl RNA])

Roti-Safe GelStain

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Farbe-/Nachweisreagens fiir die
Detektion von Nukleinsauren in

(2,5 pl /50 ml) Karlsruhe

Agarosegelen
Roti®-Load RNA Carl Roth GmbH + Co. KG, RNase-freier Gelladepuffer flr die
(1,3x konz.) Karlsruhe RNA-Gelelektrophorese

RNA Ladder, High Range

Thermo Fisher Scientific
(Fermentas)

fur die qualitative und quantitative
Analyse von RNA auf
Agarosegelen (Marker)

Gelelektrophoresekammer +

Power Pack P25

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen;
Biometra GmbH, Goéttingen

RNA-Gelelektrophorese

GeneGenius Imaging System
(Software: GeneSnap V 6.05)

Syngene, Cambridge, UK

Gel-Dokumentation und -Analyse

NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer
(Software: ND-1000 V 3.2.1)

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Bestimmung der RNA-Ausbeuten
und -Reinheiten

(Blank = Nuklease-freies Wasser,
2 pl, 230 nm)

SuperScript™ First-Strand
Synthesis System

Thermo Fisher Scientific (Life
Technologies GmbH), Darmstadt

cDNA-Synthese

Thermocycler: Labcycler,
programmierbar

SensoQuest GmbH, Géttingen

cDNA-Synthese
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Fortsetzung Tab. 11.

Material Bezugsquelle / Hersteller Einsatzgebiet
QuantiTect SYBR Green PCR Kit QIAGEN GmbH, Hilden gRT-PCR
PikoReal 96 Real-Time . s gRT-PCR
PCR System ng%n;?a?tsmr Scientific, (20 yl cDNA-Einsatz, 1:10-
(Software: PikoReal 2.2 Rev. 1.0) Verdlnnung in Wasser =2 + 18 ul)
Primerpaare: At = A. thaliana Metabion International AG, gRT-PCR .
_ « « . (5 pl Wasser + 2 pl forward-Primer
(f = [forward®, r = ,reverse®) Planegg/Steinkirchen (Synthese) .
+ 2 pl reverse-Primer)

At-PR1Bf: 5-GTGCCAAAGTGAGGTGTAACAA-3’
At-PR1Bf, At-PR1Br At-PR1Br: 5-CGTGTGTATGCATGATCACATC-3
(LINDERMAYR et al., 2010)

At-PR-2f: 5-GTCTGAATCAAGGAGCTTAGCC-3’
At-PR-2f, At-PR-2r At-PR-2r: 5-GATGGACTTGGCAAGGTATCG-3’
(LINDERMAYR et al., 2010)

At-PR-5f: 5-ATGTGAGCCTCGTAGATGGTTAC-3’
At-PR-5f, At-PR-5r At-PR-5r: 5-GATCCATGACCTTAAGCATGTCG-3’
(LINDERMAYR et al., 2010)

At-Act1f: 5-CGATGAAGCTCAATCCAAACGA-3’
(At-Act1f, At-Acttr) At-Act1r: 5-CAGAGTCGAGCACAATACCG-3
(HERMANN et al., 2013)

At-Ubi-f: 5-AGGCCTCAACTGGTTGCTGT-3’

At-ubi-f, At-ubi-r At-Ubi-r: 5-ACCGGCAAGACCATCACTCT-3
(SHr et al., 2013)
Anmerkungen: PCR (= engl. polymerase chain reaction [Polymerasekettenreaktion])-Programm

(siehe auch HALLMANN et al., 2007; Her, 2008):
95 °C 15 min (Aktivierung der DNA-Polymerase)
95 °C 30 sec (Denaturierung der Template-DNA-Doppelstrange in Einzelstrange)
60 °C 30 sec (Hybridisierung: Primer-Anlagerung an die DNA-Einzelstrange)
72 °C 30 sec (Elongation: Tag-Polymerase-Angriff — Gegenstrangsynthese/Strangverlangerung
72 °C 30 sec [Doppelstrangkomplettierung])
72 °C: Zykluswiederholung und Doppelstrang-bezogene Fluoreszenzmessung,
welche auf der Einlagerung von SYBR Green in dsDNA basiert
72 °C: (Amplifizierung eines cDNA-Moleklls — Mengenverdopplung an dsDNA
[Fluoreszenzemission/-intensitét korreliert direkt mit der Menge an doppelstrangiger DNA])
Gesamtdauer = 1 h + 45 min

3.1.6.6 Material fur die Detektion phoshorylierter Mitogen-aktivierter
Proteinkinase 3
Das fur die Detektion phosphorylierter Mitogen-aktivierter Proteinkinase 3
(MPK3) mittels SDS-PAGE und Western Blot benétigte Material ist in Tab. 12 zusammenge-

fasst. Als Positivkontrolle kam Bion® (50 % Acibenzolar-S-methyl / BTH; Syngenta AG, Basel,
CH [Prof. K.-H. Kogel, JLU Gief3en]) zum Einsatz.

Tab. 12: Versuchsmaterial der Phosphoproteinbestimmungen.

Material | Modell; Bezugsquelle / Hersteller
Probenahme:
Flussigstickstoff (Reinheit 2.2) | AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Dusseldorf

Proteinextraktion und -quantifizierung:
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

Ferak Laborat GmbH, Berlin

Glycerin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Magnesiumchlorid (anhydrisch) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
DL-Dithiothreitol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Protease Inhibitor Cocktail,
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 und 2

Thermomixer comfort; Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge Centrifuge 5415 R; Eppendorf AG, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Fortsetzung Tab. 12.

Material Modell; Bezugsquelle / Hersteller
Kiivetten PMMA Halbmikro;

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim
Bradfordreagenz AppliChem GmbH, Darmstadt

UV/VIS-Spektralphotometer

SPECORD 210; Analytik Jena AG, Jena

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Phosphatase

basisch, aus Rinderdarmschleimhaut;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

SDS-PAGE, Western Blot und Immundetektion:

Gelelektrophoresekammer

Tetra Cell; Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Polyacrylamid-Fertiggele

Any kD™ Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™;
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Laufpuffer (10x 25 mM TRIS / 192 mM Glycin / 0,1 % SDS
pH 8,3; Verdiinnung mit bidest. Wasser — 1x TGS)
Ladepuffer 4x Laemmli Sample Buffer;

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Proteinmarker

Precision Plus Protein™ WesternC™ Standard;
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

ChemiDoc MP System und Imagelab-Software

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System inkl.
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen,
5x Transferpuffer, Whatmannpapiere

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Ethanol (absolut)

VWR International GmbH, Darmstadt

TRIS

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

NacCl

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Taumelschittler

Orbital Shaker DRS-12;
LTF Labortechnik GmbH & Co. KG, Wasserburg

Erstantikorper

Anti-MAP Kinase, Activated [Diphosphorylated
ERK-1&2] antibody, Mouse monoclonal;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Tween 20

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Zweitantikdrper

Goat anti Mouse IgG (H/L):DyLight®649;
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

3.1.6.7

Material fiir die Freilandversuche

In Tab. 13 sind die in den Freilandversuchen eingesetzten Adjuvantien und
Fungizide aufgefiihrt. Im Ubrigen sei auf Tab. 6 verwiesen.

Tab. 13: Adjuvantien und Fungizide der Freilandversuche.

Produkt

Anbieter

Adjuvans PREV-AM®

Biofa AG, Munsingen
(Agent: 60 g/l kalt gepresstes Orangendl)

Adjuvans HASTEN™

BASF Chemische Industrie, Auckland, Neuseeland
(Ethyl- und Methylester pflanzlichen [Raps-]0ls)

Adjuvans BREAK-THRU® Union

Evonik Industries AG, Essen

Adjuvans BREAK-THRU® S 240

Evonik Industries AG, Essen

Fungizide Corbel®, Flexity®, Amistar® und
Capalo®;
Property 180 SC (Suspensionskonzentrat)

BASF SE, Ludwigshafen;

ISK Biosciences Europe N.V.
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3.2 Methoden

3.2.1 Ernte und Aufbereitung des Wurzelmaterials sowie Extraktion und
Fraktionierung der Wurzelinhaltsstoffe

3.21.1 Ernte und Aufbereitung

Die Ernte des Wurzelmaterials erfolgte nach einer Kultivierungsdauer von etwa
drei bis acht Jahren. Nach der Ernte wurden die Wurzeln von anhaftender Erde mit Leitungs-
wasser bereinigt, zerkleinert (2-3 cm Stiicklange) und i.d.R. bei 60 °C getrocknet. Eine Tro-
ckenschranktemperatur von 45 °C fihrte erfahrungsgemaf zur Schimmelbildung. Die Ver-
mahlung des getrockneten Materials erfolgte mittels einer Schneidmihle auf eine
PartikelgréRe von < 0,4 cm.

3.21.2 Extraktionsverfahren

Die Extraktion des Mahlgutes folgte einem von RICHTER (2000) etablierten, 5-
stufigen Laborverfahren aus Fest-Flissig- und FlUssig-Flissig-Extraktionsschritten
(engl. liquid liquid extraction [LLE]) mittels unterschiedlicher, polarer Losungsmittel (MeOH,
Ethylacetat [EtOAc]) (BALTRUSCHAT et al., 2013). Ziel des Verfahrens war es, die hydrophilen
polyphenolischen Inhaltsstoffe (v.a. Flavan-3-ole, Stilbene) aus den Rhabarberwurzeln zu ex-
trahieren. Pro Extraktion kamen zu Beginn etwa 1000 g Wurzelmahlgut zum Einsatz.

Im Rahmen der Fest-Flussig-Extraktion mit MeOH (Stufe 1) wurde mittels Ultra-
Turrax (Wirbelextraktion), abgedunkelt unter Eiskihlung, Stickstoffiiberschichtung und in funf-
facher Wiederholung mit je 2,0 | bis 1,5 | MeOH (variierend), ein mit I6slichen Komponenten
angereicherter Auszug des Extraktionsguts gewonnen. Nach Filtration, einer Einengung im
Vakuumrotationsverdampfer sowie Aufnahme in 500 ml bidest. Wasser (H,O) konnte dieser in
Stufe 2 einer Kaltefallung ausgesetzt werden (5 °C, Uber Nacht). Die Kaltefallung diente der
Abtrennung lipophiler Bestandteile. Am Folgetag schlossen sich an die Zentrifugation des
methanolischen Extraktes die LLE-Schritte an. Hierbei kam als Lo&sungsmittel zunachst
Petrolether zum Einsatz (Stufe 3), wobei die Lésung dreifach und maéglichst erschépfend in
einem Scheidetrichter ausgeschuttelt wurde. Das Mischungsverhaltnis betrug je etwa 1:1 (v/v)
(z.B. 450 ml Extrakt- und Petrolethermenge). Mit diesem Schritt sollten weitere lipophile Be-
gleitstoffe, insbesondere Anthrachinonderivate, aus der wassrigen Phase entfernt werden. In
Stufe 4 diente EtOAc als Lésungsmittel, welches in vierfacher Wiederholung eingesetzt wurde
(1:1,5 [v/v], z.B. je 450 ml Extrakt- und 675 ml EtOAc-Menge). Nach erneuter Rotationsver-
dampfung und einer Zwischenfrierung bei -20 °C konnten die Extrakte der Gefriertrocknung
zugefuhrt werden (Stufe 5). Im Anschluss an die Lyophilisation (hier 2-8 d) standen zu Pro-
zessende je eine H20O- und EtOAc-Phase zur Verfiigung. In Abb. 12 ist das Laborextraktions-
verfahren schematisch dargestellt.
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SLE mit Methanol

Wurzelmahlaut 5fach || Zentrifugation Filtration Vakuumrotationsverdampfung
u gu Ultra-Turrax, 3.500 rpm, 4 min 35 °C, 400-60 mbar

= 6.000 rpm, 15 min

Kaltefillung Zentrifugation LLE mit Petrolether
5 °C, uber Nacht 3.500 rpm, 8 min 3fach \
Verwurf der Petroletherphase
LLE mit Ethylacetat N Phasenteilung in
4fach Ethylacetatphase / Wasserphase

i

Vakuumrotationsverdampfung -
35 °C, 400/300-80/100 mbar Gefriertrocknung |

Abb. 12: Schematische Darstellung des Laborextraktionsverfahrens nach RICHTER (2000)
(SLE = engl. solid liquid extraction [Fest-Fliissig-Extraktion], LLE = engl. liquid liquid extraction
[Flissig-Fliissig-Extraktion]) (Quelle: eigene Darstellung).

Zum Teil aufgetretene l6slichkeitsabhangige Stérungen (aprentas, 2017), wie die Bil-
dung von Mischphasen wahrend der LLE-Stufen, wurden durch langere Standzeiten zur Pha-
sentrennung im Scheidetrichter oder zuséatzliche Unterstufen weitestgehend behoben. Verwor-
fene LLE-Mischphasen fanden in den Ausbeuteberechnungen Beriicksichtigung.

Wurden mit dem Wurzelmahlgut eines GT mehrere, aufeinanderfolgende Extraktionen durch-
gefuhrt, erfolgte eine Vereinigung der H,O- bzw. EtOAc-Phasen zu je einer Mischphase. Fur
die LC-MS-Analysen und in allen Experimenten wurden pro Rheum/Rumex-Wurzelextrakt Ali-
quote dieser beiden Phasen verwendet (im Folgenden auch als Gesamtextrakte bezeichnet).
Die Lagerung der einzelnen Phasen erfolgte hermetisch verschlossen in Braunglas bei -20 °C.

Da die aktiven Polyphenole in der EtOAc-Phase aufkonzentriert waren und sich die HO-
Phasen im Primarscreening als gréBtenteils unzureichend erwiesen, wurden lediglich die
EtOAc-Phasen flr die ndheren Untersuchungen herangezogen. Ein fur spatere Freilandver-
suche von der HELM AG (Hamburg) im April 2014 formulierter GT10-Extrakt des
Erntejahrs 2012 (E12) basierte auf einer EtOAc-Mischphase. Das betreffende 30 %ig (w/w)
formulierte Dispersionskonzentrat der EtOAc-Phase des GT10 E12 (300 g/kg Extraktgehalt)
wird im Folgenden als DC30 bezeichnet. Das zu diesem Zweck eingesetzte organische
Lésungsmittel (+ H20) ist Firmengeheimnis der HELM AG.

3.21.3 Fraktionierung

Um Struktur-Wirkungs-Beziehungen ableiten zu kdénnen, wurde der Gesamt-
extrakt des GT10 E14 (EtOAc-Phase) fraktioniert.

Probenvorbereitend wurden jeweils 4 g des Gesamtextraktes in 2 ml MeOH angelést, mit 6 ml
0,5 %iger (v/v) Essigsaure (AcOH) vermischt und zur vollstandigen Lésung fir 15 min im
Ultraschallbad behandelt. Anschlielend erfolgte ein 8 minttiger Zentrifugierschritt bei
10.000 rpm, wonach der Uberstand abpipettiert und das Pellet fiir dieselben, bisher beschrie-
benen Schritte erneut eingesetzt wurde. Beide Uberstande wurden kombiniert und mittels
Glasfaser- sowie vorgesetztem 0,45 uym-Membranfilter (SpritzenvorsatZfilter) filtriert.
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Die Fraktionierung erfolgte mittels einer HPLC-Anlage im praparativen Maf3stab, woflr eine
ZORBAX Eclipse XDB-C18 Trennsadule (30.0 x 250 mm, 5 pm) mit einer
Prep Guard-C18 Saule (21.2 mm, 10 uym) als Vorsaule zum Einsatz kamen.

Die mobile Phase setzte sich aus 0,5 %iger (v/v) AcOH (Solvent A) und MeOH (Solvent B)
zusammen. Die Parameter der Gradientenelution sind in Tab. 14 aufgefihrt
(Laufzeit = 65 min). Die Flussrate wurde auf 34 ml/min, die Sdulenofentemperatur auf 30 °C
und die UV/VIS-Detektorwellenlange auf 280 nm eingestellt. Pro Lauf war ein Injektions-
volumen von = 7,5 ml erforderlich (Methodik modifiziert nach BALLERT, 2014). Dieses ent-
sprach nach Rickwaage etwa 1400 mg bis 1500 mg. Pro Fraktion (Frk; insg. 10) wurden die
Volumina von 54 identischen HPLC-Laufen gesammelt, mittels Rotationsverdampfer einge-
engt, lyophilisiert und per Mérser und Pistill homogenisiert (vgl. Kap. 3.2.1.2) sowie entspre-
chend der Gesamtextrakte gelagert.

Tab. 14: Tabellarische (l.) und grafische (r.) Parameter der Gradientenelution zur Fraktionierung von

Gesamtextrakten.

— 150

Zeit [min] Solvent A [%] Solvent B [%)] <
=100
0 77 23 Y
40 40 60 g 50
47 0 100 8 0
57,5 77 23 g Zeit [min]
65 77 23
—A —B

3.2.2 LC-MS-Analytik

Die Identifikation sowie Quantifizierung von in den Gesamtextrakten (vorrangig
EtOAc-Phasen) und ihren Frks enthaltenen Substanzen erfolgte mittels kombinierter

Hochleistungsflissigchromatographie-Massenspektrometrie ~ (engl.  high  performance
liquid chromatography — mass spectrometry [HPLC-MS]).
Hierfir wurde das jeweilige Lyophilisat probenvorbereitend zu 1 mg/ml in

MeOH:H.O 75:25 (v/v) gelost, fur die MS-Methoden zusatzlich in einem Verhaltnis von
1:10 (v/v) verdinnt sowie generell unter Nutzung eines Membranfilters filtriert.

Fuar die qualitative und quantitative Inhaltsstoffbestimmung kamen drei Analysemethoden zum
Einsatz:

1. eine LC-DAD-Methode

2. eine LC-MS-Methode (Full-Scan) fur die Generierung von Massenspektren

3. eine LC-MS-Quantifizierungsmethode mit MRM-IDA-EPI und Library-Matching
(Datenbank fur EPI-Spektren von Standardsubstanzen)

3.2.2.1 LC-DAD- und LC-MS-Methode

Die Methoden 1 und 2 dienten dabei zur semiquantitativen Analytik mittels Peak-
flachenintegration und damit der Evaluierung identifizierbarer, aber nicht als Standardsubstanz
verfugbarer Komponenten. Die Peakflachen ggf. aufgetretener Isomere wurden summiert
(KABRODT, 2006).

Fir die HPLC-Methode wurde eine Synergi™ Hydro-RP 80 A Trennsdule (250 x 2.0 mm,
4 pum) als stationare Phase genutzt. Die mobile Phase setzte sich aus A:
0,1 % (v/v) Ameisensaure in H2O und B: 100 % MeOH zusammen, wobei eine Gradienten-
elution Anwendung fand (von 0 auf 10 % MeOH in den ersten 5 min, auf 100 % nach 57,6 min,
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100 % fur weitere 7,4 min; Laufzeit = 80,1 min). Die Flussrate wurde auf 0,25 ml/min, die
Autosampler- sowie Saulenofentemperatur auf 4 °C bzw. 40 °C eingestellt. Das Detektions-
spektrum des Diodenarray-Detektors umfasste, Uber die gesamte Laufzeit, einen Bereich von
190 nm bis 950 nm (UV/VIS, ,step width® 2 nm, ,slit width 4 mm). Das Injektionsvolumen
betrug 10 pl pro Standard oder Probe.

Parallel zu eben beschriebener Analysemethode wurde die LC-MS Full-Scan-Methode
(Quadrupol Q1-Scan-Methode) gefahren, bei welcher das auch fir die Quantifizierungs-
methode genutzte 4000 QTRAP Massenspektrometer zum Einsatz kam (LC/MS/MS System;
Hybrid Triple Quadrupol / Linear lon Trap Massenspektrometer; Tandem-MS). Die wesentli-
chen Parameter des Full-Scans sind in Tab. 15 aufgefihrt.

Tab. 15: Parameter der LC-MS Full-Scan-Methode.

Scan-Typ: Q1-Scan
Quelle: Elektrospray-lonisation (ESI)
Polaritat: negativ

wSource/Gas“: »Compound*:
CUR (,curtain gas®): 20 psi EP (,entrance potential®): | - 10V
IS DP
(»ion spray voltage®): -4250V (,declustering potential®): | ~ BV
Temp.: 450 °C
Gas 1: 55 psi
Gas 2: 65 psi
Zeit: 3 sec / Zyklus
Dauer: 80,083 min (entsprechend der HPLC-Methode)
Full-Scan-Bereich: 100-1300 Da (zur Erfassung auch héher polymerisierter Substanzen)
— Lieferung eines Totalionenstroms

Fir die qualitative Bestimmung (Identifikation) einer Substanz wurde das Massen-
spektrum des zugehodrigen Peaks aus dem Full-Scan generiert und das
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) des Quasimolekulions ([M-H]) und gegebenenfalls des-
sen Fragmenten mit Literaturdaten von Rheum-typischen Inhaltsstoffen abgeglichen.

3.2.2.2 LC-MS-Quantifizierungsmethode

Die quantitative Analyse erfolgte mittels MRM-IDA-EPI (Scan-Typ), wobei der
MRM (,multiple reaction monitoring“)-Lauf als Survey-Scan und zur Quantifizierung diente (je
ein MRM-Ubergang pro Referenzsubstanz). Fiir die externe Kalibrierung (immer linear) wur-
den 16 Rheum-typische Standardsubstanzen in 11 bis 16 Konzentrationsleveln von 5 ng/ml
bis max. 1000 ng/ml eingesetzt (Korrelationskoeffizient [r?] > 0,99). Wichtige Kenndaten der
externen Kalibrierung sind der Anlage 4 zu entnehmen. Die fir den MRM spezifischen
Compound-Parameter kdnnen der Anlage 5 entnommen werden.

Das IDA (,information dependent acquisition®)-Kriterium wurde zum Triggern/Aufnehmen des
EPI (,enhanced product ion“)-Scans programmiert bzw. gab die Bedingungen zum Triggern
des EPI (Scan-Rate: 1000 Da/s; Funktion der linearen lonenfalle) vor. Die spezifischen
Compound-Parameter fir den EPI waren wie folgt:

= EP (,entrance potential”): -10V
= DP (,declustering potential”): -95V
= CE (,collision energy”): -35¢eV

= CES (,collision energy spread”): + 20 eV
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Wurde bei der Probenanalyse im Survey-Scan eine im IDA festgelegte Intensitat
Uberschritten, wurde ein EPI ausgeldst. Nur wenn ein EPI vorhanden war und die ,,Purity” einen
Wert von 80 % Uberschritt (bei matrixbelasteten Proben ggf. etwas < 80 %), wurde der
Substanzpeak quantifiziert. Der EPI diente der qualitativen Bestatigung der Substanz Gber den
Vergleich mit einer Library, die die EPI-MS-Spektren der verwendeten Standardsubstanzen
enthielt.

Um die Massen der Standardsubstanzen und ihre méglichen Fragmente erfassen zu kénnen,
wurde der Parameterbereich auf 80 Da bis 870 Da festgelegt (Abdeckung aller Precursor-
lonen und daraus resultierender Tochter vom kleinsten Fragment bis zum gréf3ten Precurser-
lon). Quelle, Polaritat und die Source/Gas-Einstellungen entsprachen denen des Full-Scans
(zzgl. CAD [,collision activation dissociation“]: Medium) und galten damit fur alle Scans (MRM
+ EPI) fUr die gesamte Zeit (80,037 min).

Alle Proben sowie die Standards innerhalb der Kalibrierung (2 Messungen / Level)
wurden in Doppelbestimmung analysiert, um instrumentell bedingte Fehler ausschlie3en zu
kénnen. Voruntersuchungen ergaben, dass die Peakflacheneinheiten bei wiederholten Injek-
tionen derselben Probe nicht signifikant abweichen, sodass mehr als zwei Analyselaufe nicht
erforderlich waren.

3.2.3 In vitro Mycelwachstumstests

Der den Agardiffusionstests zugeordnete MWT ist ein gangiges immunologisches
Testverfahren zur Empfindlichkeitsprifung von Erregern. Im Unterschied zum Ublicherweise
praktizierten Agardiffusionstest als Scheibchentest erfolgt beim MWT die Applikation der
Prifsubstanz im Nahragar. Das anschlieBende Mycelwachstum dient als MaR fur die
fungizide, direkte antifungale Extraktwirkung (SAUERMOST und FREUDIG, 1999;
BLAESER et al., 2002; SCHWARZ et al., 2003 zitiert in KRONTHALER, 2009).

MWTs konnten mit Pilzen und Oomyceten durchgefiuihrt werden, die in vitro auf Nahragar-
platten kultiviert werden kdnnen. Hierzu gehdren hemibiotrophe sowie nekrotrophe Phyto-
pathogene, die aufgrund ihres Entwicklungszyklus und ihrer Ernahrungsform nicht, wie z.B.
der obligat biotrophe Echte Mehltau, auf lebendes Pflanzengewebe angewiesen sind. Die flr
diesen Part des Primarscreenings genutzten Pathogene sind in Kap. 3.1.4 aufgefihrt. Gegen
Jene getestet wurden sowohl die H,O- als auch die EtOAc-Phase der Rheum/Rumex-
Wurzelextrakte.

Kultivierung: Basis eines jeden MWT war die Anlage einer Masterplatte des betref-
fenden Pathogens, welche bis zur Testanlage im Brutschrank inkubiert wurde (22 °C, i.d.R.
7 d). Da Bipolaris sorokiniana, Magnaporthe oryzae und Venturia inaequalis ein vergleichs-
weise langsames Wachstum zeigten, betrug die Inkubationsdauer dieser Pilze 14 d bis 21 d.

Die Phytophthora capsici-Isolate sowie Thielaviopsis basicola wurden auf V-8 Saft-Agar kulti-
viert, V. inaequalis auf einem speziell flr diesen Pilz geeigneten Nahrmedium (Malzextrakt-
Glucose-Agar). Die Kultivierung der Ubrigen Pilze erfolgte auf Kartoffelextrakt-Glucose-Agar.

Testung: Fur den eigentlichen MWT wurde die Extraktphase zu 0,1 g in 10 ml
5 % (v/v) EtOH geldst (Primarscreening 1. Stufe: 1000 ppm Endkonzentration). Die Lésung
erfolgte mittels Ultraschall- (5 min) und anschlieliender Magnetrihrerbehandlung (50 °C,
6/min, 5 min). Vor ihrer letztlichen Verwendung wurden die Extrakt- sowie Kontrolllésungen
(5 %ige EtOH-Losung) sterilfiltriert. Die 2. Stufe des MWT-Primarscreenings umfasste die
Verdinnungsstufen 500, 250 und 125 ppm, welche nur dann getestet wurden, wenn die
Startdosierung von 1000 ppm ein relatives Mycelwachstum von < 50 % im Vergleich zur
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Kontrolle erzielen konnte. Dieses Ausschlusskriterium wurde als Schwellenwert flr ausrei-
chend bis sehr gut zu bewertende Ergebnisse intern festgelegt. Erflillte auch die 125 ppm-
Dosierung die genannte Anforderung, folgte die Testung von 62,5 sowie 31,25 ppm-
Konzentrationen. Im MWT wurde die Extraktldsung mit Nahrmedium (50-60 °C
[BLAESER et al., 2002]) vermischt und in eine Petrischale ausgegossen (2,5 ml Extraktlésung /
25 ml Nahrmedium). Durch dieses Mischungsverhaltnis war die Endkonzentration in der Agar-
platte gegeben.

Fir die Kontrollplatte wurde dem Nahrmedium dasselbe Volumen an Losungsmittel
(5 % [v/v] EtOH) zudosiert. Die Animpfung der Testplatten erfolgte durch mittiges Aufsetzen
eines @ 0,6 cm messenden Mycelstiicks (0,28 cm?), welches unter Nutzung eines Korkbohrers
zuvor aus der Masterplatte ausgestochen wurde. Die anschlieRende Inkubationsdauer betrug
erneut 7 d und richtete sich im Folgenden nach dem individuellen Wachstumsverhalten der
Pathogene (wdchentlich). Da es bei M. oryzae sowie V. inaequalis aufgrund ihres verlangsam-
ten Wachstums zu Verhaltnisverschiebungen tber die Zeit kam, wurden hier die Werte nach
14 d bzw. 21 d herangezogen. Das relative Mycelwachstum wurde nach den folgenden For-
meln bestimmt und verrechnet:

d1 [cm] + d2 [cm]

@ Myceldurchmesser [cm] = >

— 0,6 [cm]
mit:

d1 = gemessener Myceldurchmesser 1

d2 = gemessener Myceldurchmesser 2

0,6 = Durchmesser des Impfstlicks

@ Myceldurchmesser der Testplatte [cm] * 100

0, =
Mycelwachstum geg Kontrolle [%] @ Myceldurchmesser der Kontrollplatte [cm]

Hinsichtlich des GT10 E14-Extraktes, der besondere Berlcksichtigung fand, erfolgte
die Weiterbeobachtung der Testplatten bis zu einem rel. Mycelwachstum von > 50 %
(max. 42 d). Fur Ergebnisse < 50 % erfolgten Doppel-, fur solche von & < 25 % Vierfach-
bestimmungen.

3.2.4 Invivo Versuche im Pathosystem Hordeum vulgare —
Blumeria graminis f.sp. hordei

In vivo Versuche im Pathosystem H. vulgare — B. graminis f.sp. hordei (Bgh) umfass-
ten BSTs, histochemische Studien und Aktivitdtsmessungen von Antioxidantien.

Anzucht: Als Versuchsgerste wurde, wenn nicht anders angegeben, die anfallige
Sommergersten (SG)-Sorte ‘Lawina’ genutzt (unbehandelt). Die Gerste wurde in Fruhstorfer
Topferde unter Gewachshausbedingungen (J 19,5 °C und 518 % rF)
etwa zwei bis drei Wochen lang, bzgl. der Aktivitdtsmessungen mindestens bis zum
3. bis 4. Blattstadium angezogen. Fir die BSTs wurden min. drei Samen, fur die histo-
chemischen Studien 10 bis 12 Samen und fiir die Aktivititsmessungen 15 Samen pro Pflanz-
topf verwendet. Es erfolgte eine min. wochentliche Dingung mit 0,5 % NPK-Duingerlésung.

Behandlung: Die Behandlung der Pflanzen mit den Probelésungen erfolgte fur alle
Versuche im Sprihverfahren unter Nutzung einer Membran-Vakuumpumpe mit Zerstauber-
Aufsatz bei einem Druck von 1 bar. Die Spruhapplikation wurde dabei prainfektionell 48 h vor
der Inokulation mit dem Pathogen durchgefiihrt. Die Einsatzkonzentrationen der Versuchsmit-
tel (dest. H.O-basierte Lésungen) variierten in Abhangigkeit vom Testsystem, wobei jede
Behandlungsgruppe mit demselben Sprihvolumen behandelt wurde. Um eine gleichmaRige
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Benetzung auch der Blattunterseite und eine zugige Aufnahme ins Blattgewebe zu gewahr-
leisten, wurde als Adjuvans B-T® S 240 zudosiert (0,1 % [v/v]). Alle Kontrollpflanzen wurden
mit einer 0,1 %igen B-T® S 240-Lésung behandelt.

Pathogenkultivierung: Die Kultivierung des Phytopathogens Bgh (Rasse A6) er-
folgte durch eine sukzessive, wochentliche Infektion von Gerstenpflanzen, die in einem Kuhl-
Brutschrank gehalten wurden (12h/12h-Hell/Dunkel-Rhythmus, 7000 + 6 % Lux Beleuchtungs-
starke, 82 + 10 % rF, 20°C/18°C-Tag/Nacht-Temperatur [Wechsel zwischen 5 und 6 Uhr sowie
18 und 19 Uhr]).

3.2.41 Blattsegmenttests

Beim BST werden abgetrennte Pflanzenteile inokuliert und Gber einen definierten
Zeitraum gehalten, bis Krankheitssymptome sichtbar werden und der Test evaluiert werden
kann. In Abhangigkeit von der Resistenz der Pflanzensorte kdnnen die Blatter empfindlicher
auf den Erreger reagieren, als bei Versuchen an ganzen Pflanzen. Anwendung findet der Platz
und Material sparende BST u.a. im Fungizidscreening, in Pathogenitatstests und in der Kulti-
vierung obligat biotropher Phytopathogene (SINCLAIR und DHINGRA, 1995).

Die BSTs bildeten den zweiten Part des Primarscreenings. Sie ermdglichten die Testung se-
lektierter Gesamtextrakte (vorrangig EtOAc-Phasen) gegen obligat biotrophe pilzliche Patho-
gene, wobei der Fokus auf Bgh lag. Neben den Extraktlésungen variierender Anwendungs-
konzentrationen wurden in zwei unabhangigen Versuchen zudem Frks des GT10 E14 (EtOAc-
Phase) sowie kommerziell erhéltliche, Rheum-typische Reinstverbindungen getestet, welche
als Standardsubstanzen Quantifizierungsbasis in der MS-Analytik waren (siehe Kap. 3.1.3).
Die BSTs mit Gesamtextrakten (GT02 E09 + E12, GT05, GT10 E12 + E14, GT24, GT29, GT30
[hier auch die H,O-Phase], GT35) erfolgten in acht unabhangigen Versuchen. Synergismus-
studien mit Reinsubstanzen in Kombination erfolgten in den Varianten Epicatechingallat (ECG)
und Resveratrol (RES) sowie Rhaponticin und Procyanidin B2 (je ein Flavan-3-ol + Stilben)
unter Nutzung verschiedener Mischungsverhaltnisse (1:1, 2:1, 1:2, 4:1 und 1:4). Neben BSTs
mit Bgh in SG erfolgten auch solche mit Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt) in
Winterweizen (WW; Triticum aestivum ‘Sokrates’), wobei ausschlieflich die EtOAc-Phasen
des GTO02 beider Erntejahre getestet wurden. Zum Inokulationstermin wurden
10 cm lange Blattsegmente der jingsten sowie zweitjingsten Blatter beginnend von der Halm-
basis abgeschnitten und zu je 15 Stiick auf Benzimidazol-haltige Wasseragarplatten ausgelegt
(zum Grunerhalt der Blattsegmente; = 15 biologische Replikate). AnschlieRend wurden die
Blattproben mittels Mehltauturm (Eigenkonstruktion) durch Rieselverteilung mit den pilzlichen
Konidien infiziert (& 1,1 Konidien / mm? Blattflache) (HUCKELHOVEN et al., 1999). Die Evaluie-
rung bzw. Bonitur umfasste eine visuelle Abschatzung des Befalls (prozentuale Anzahl von
Bgh/Bgt-Pusteln pro Blattsegment auf 7 cm Blattlange) und wurde i.d.R. nach einer Inkubati-
onsdauer von ein bis drei Wochen durchgefiihrt. Ein beispielhaftes Boniturschema ist in
Abb. 13 dargestellt.
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Bgh-Befall [%]

Abb. 13: Boniturschema fiir den Blattsegmenttest im Pathosystem Hordeum vulgare — Blumeria graminis
f.sp. hordei (Bgh) (Quelle: eigene Darstellung).

Synergistische Effekte wurden gemaf CoLBY (1967) berechnet. Nach CoLBY (1967)
werden die beobachteten Wirkungsgrade (in % der unbehandelten Kontrolle) den wie folgt
berechneten zu erwartenden Wirkungsgraden gegenubergestellt:

(X*Y)
E=X+Y)—¢( 100 )
mit:
E = Wirkungsgrad beim Einsatz der Wirkstoffe A und B in Aufwandmengen von m und n [g/ha]
X = Wirkungsgrad beim Einsatz des Wirkstoffs A in einer Aufwandmenge von m [g/ha]

Y = Wirkungsgrad beim Einsatz des Wirkstoffs B in einer Aufwandmenge von n [g/ha]

Eine synergistische Wirkung liegt dann vor, wenn der beobachtete Wirkungsgrad den
berechneten bzw. erwarteten Wirkungsgrad Ubersteigt oder anders ausgedruckt, die anti-
fungale Wirkung der Wirkstoffkombination gréfier als die Summe der Effekte der einzeln ap-
plizierten Aktivsubstanzen ist.

3.24.2 Histochemische Studien

Die histochemischen Studien waren als Methodik in die Rubrik des Sekundar-
screenings eingegliedert und wurden gemal der Studien von HUCKELHOVEN und
KOGEL (1998), HUCKELHOVEN et al. (1999) und ACHATZ (2006) sowie in Anlehnung an eine
bereits an der JLU Gielden (Institut fir Phytopathologie, Prof. K.-H. Kogel) etablierte Methodik
durchgeflhrt.

Ausgangspunkt war ein im Primarscreening als bzgl. seiner antifungalen Wirksamkeit vielver-
sprechend eingestufter Rheum-Wurzelextrakt. Bei diesem handelte es sich um die EtOAc-
Phase des GT10, die aufgrund der urspriinglich Gberzeugenden Effekte des GT10 E12 im Jahr
2014 in einem grofRReren Malistab erneut produziert wurde (GT10 E14; 500, 250, 125 ppm).
Um die Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufklaren zu kénnen, kamen neben dem Gesamt-
extrakt zudem ausgewahlte Frks des GT10 E14 sowie dazu passende Reinstsubstanzen
(Standards) zum Einsatz. Aufgrund ihrer Bestwirkungen in den BSTs fiel die Entscheidung auf
die Frks 2 und 5 (250 ppm) und ihre jeweiligen Hauptkomponenten ECG bzw. RES in Form
der Standardsubstanzen (125 ppm).
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In Vergleichsuntersuchungen wurde mit GT02 E12-Extrakt (EtOAc-Phase) gearbeitet
(500, 250, 125 ppm). Ziel war es, durch den prainfektionell applizierten Extrakt gegebenenfalls
beeinflusste Entwicklungsstadien des phytopathogenen Pilzes oder auch durch diesen
induzierte pflanzeneigene Abwehrmechanismen zu detektieren. Als Positivkontrolle
(48 h nach der Inokulation [engl. hours after inoculation {HAI}]) kamen Mutanten der
resistenten SG-Linie ‘Ingrid’ zum Einsatz, die gegen ihren anféalligen Wildtyp (WT) Mlo getestet
wurden. Bei den drei genutzten Mutanten handelte es sich um die Folgenden: (siehe auch
Kap. 2.4.2.2)

= mlo5 (122):  Mutation im mlo-Gen — Penetrationsresistenz

= Mila12: Mutation des Mla12-Allels des Resistenzgens — Apoptoseresistenz

= Mig21: Mutation im Mig-Gen, monoallelische Resistenz gegentber bestimmten
Bgh-Rassen (A6) — Penetrations- und Apoptoseresistenz (Papillenbildung
+ Hypersensitivitatsreaktion [HR] der attackierten Epidermiszelle)

Die angezogenen Pflanzen der Linie Ingrid wie auch die jeweiligen Kontrollpflanzen
blieben unbehandelt (ausschlieRlich dest. H,O mit 0,1 % B-T® S 240). Zum Inokulationstermin
wurden die Versuchspflanzen mit Bgh-Sporen von etwa 10 d zuvor infizierten Gerstenpflanzen
inokuliert.

3.2.4.2.1 Probenvorbereitung

24, 48 und 72 HAl wurde pro Individualpflanze das zweitjlingste Blatt enthommen
und in 0,15 % (w/v) Trichloressigsaure in EtOH:Chloroform 4:1 (v/v) Uberfihrt. Durch den
Transfer des infizierten Blattmaterials in die Entfarbelésung wurden das Wachstum des Pilzes
sowie der Pflanze gestoppt und die Blatter durch Chlorophyllentzug entfarbt (2 x 24 h)
(BECKHOVE, 2001). Die Lagerung des Blattmaterials erfolgte in 50 % Glycerin (v/v).

Um die Interaktionstypen detektieren zu koénnen, erfolgten Behandlungen mit Farbe-
reagenzien. Hierfir kam zum einen 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) zum Einsatz, wobei die Blatter
nach dem Abschneiden flr etwa 3,5 h in DAB-L6&sung eingelegt und erst nach der unter-Licht-
Inkubation entfarbt wurden. DAB lie® braune Strukturen infolge der Akkumulation von
Wasserstoffperoxid (H20-) erkennen. Als zweiter Farbstoff kam Essigsaure Tinte zum Einsatz
(25 % AcOH : Tinte 9:1 [v/v]), welche die Konidien Blau und damit gut identifizierbar anfarbte.
In diese wurde das jeweilige Blatt direkt vor der Mikroskopie fiir 60 sec eingetaucht und im
Anschluss in dest. H,O gewaschen. Im Falle der Doppelfarbung (DAB+Tinte) wurden bereits
in DAB-L6sung behandelte Blattproben flir die Tintenanfarbung genutzt. Eine dritte Anfarbe-
methode war die mit Nitroblautetrazoliumchlorid 48 HAI. Hierflr wurde die Farbstofflésung mit-
tels konstanter Druckinfiltration Gber eine stumpfe Einwegspritze ohne Nadelaufsatz in das
links oder rechts der Mittelrippe gelegene Blattgewebe injiziert (SWANSON et al., 1988;
PIETERSE et al., 1996). Nach der Entfarbung ohne zuséatzliche Tintenanfarbung sollten dadurch
Blaustrukturen von Superoxid-Akkumulationsorten meist nahe der Plasmamembran und des
Penetrationsversuchs oder in der Peripherie des Haustoriums sichtbar gemacht werden
(TRUJILLO et al., 2004).

3.2.4.2.2 Mikroskopische Quantifizierung

Die Evaluierung erfolgte mittels cytologisch mikroskopischer Quantifizierung der
Pilz-Pflanze-Interaktionsphanotypen durch Auszahlung von 100 Stellen pro Blattsegment
(= 5 biologische Replikate). Um Zufallshdufungen ausschlieRen zu kénnen, wurden 50 der
100 Stellen oberhalb und die Ubrigen 50 unterhalb der Mittelrippe berlcksichtigt.

49



Material und Methoden

Im Rahmen der Vergleichsversuche mit der EtOAc-Phase des GT02 E12 handelte es sich um
je (2) vier Blattsegmente sowie 50 ausgezahlte Interaktionsphanotypen pro Blattsegment.

Quantifiziert wurden die

= nicht gekeimten und gekeimten Konidien,
= Haustorien (auch cytoplasmatische Verdichtungen als Vorstufe dieser),
= elongierte sekundare Hyphen
sowie (hinsichtlich der doppelt gefarbten Proben)
= Papillenformationen (effektive / ineffektive Papillen) und
= Apoptoseformationen (HR = lokaler Zelltod).

Zudem wurde notiert, ob die Konidien, wenn denn erfolgreich, vorzugsweise direkt
Uber die Zellwand, den Zellzwischenraum (antiklinisch) oder die Spaltéffnung eindrangen.
Gemal KOGA et al. (1990) erfolgte eine Beschrankung der Detektion auf epidermiale Kurz-
zellen und die Zellrdume zwischen den Spaltéffnungen (stomatale [A] + interstomatale [B; nicht
Uber Leitblindel] Zellen) auf der adaxialen Blattoberseite.

3.24.3 Aktivitatsbestimmungen von Antioxidantien

Die Methodik erfolgte in Anlehnung an NAKANO und ASADA (1981),
RICHTER (2007) und unter Zuhilfenahme der artikelspezifischen sowie sonstiger Angaben
(KNORZER et al., 1996; LEDERER, 2002). Ziel der Aktivitdtsmessungen war es, den Einfluss des
GT10 E14-Gesamtextraktes (EtOAc-Phase, 1000 und 500 ppm) und seiner stilbenhaltigen
Frk 5 (500 ppm) auf die antioxidantienbezogene Akkumulation in bzw. das antioxidative
Potential von Gerste nach der ,Challenge“-Inokulation mit dem Gerstenmehltau zu untersu-
chen. In Vergleichsuntersuchungen wurde mit dem GT02 E12-Extrakt (EtOAc-Phase) gear-
beitet (1000 ppm). Die Inokulation mit Bgh erfolgte nur auf einem Teil der Versuchspflanzen.
Die spektrophotometrischen Messungen wurden 24 und 48 HAI sowie 7 d nach der Infektion
unternommen.

3.2.4.3.1 Extraktion der Antioxidantien

Zur Extraktion der enzymatischen und nicht-enzymatischen Antioxidantien wurde
das Blattmaterial (i.d.R. je 1.-3. jingstes Blatt von zwei Pflanzen) in flissigem Stickstoff
gemodrsert und zu je etwa 0,5 g abgewogen in vorgefrorene 15 ml-Reaktionsgefalie Uberfihrt.
Die eingewogene Frischmasse (FM) des Blattmaterials fand in den Aktivitdtsberechnungen
Berticksichtigung. Die Ansatze wurden nach der Zugabe von je 2,5 ml kaltem Extraktionspuffer
durchmischt (15/min, 15 sec) sowie zentrifugiert (4 °C, 10.000 g, 20 min). Der jeweilige Uber-
stand wurde in ein 2 ml-Reaktionsgefal} pipettiert, nochmals zentrifugiert (7000 rpm, 3 min)
und bis zur Vermessung weiterhin auf Eis gestellt. Die Messungen der nicht-enzymatischen
Antioxidantien erfolgten nach einer Zwischenlagerung bei -80 °C zeitlich versetzt. Ein Verlust
jedweder Art war dabei nicht zu erwarten (FOYER et al., 1983; KNORZER et al., 1996). Fir die
Extraktion der Enzyme kam ein TRIS-Puffer (0,1 M pH 7,8), fur die Extraktion der nicht-
enzymatischen Antioxidantien ein meta-Phosphorsaure-Puffer (5 % [w/v]) zum Einsatz.

Die Vermessung erfolgte mittels des UV/VIS-Spektralphotometers SPECORD 210
(Analytik Jena AG, Jena) mit der Spektralanalyse-Software WinASPECT®. Als Referenz wurde
bidest. H,O verwendet (automatische Verrechnung).
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3.2.4.3.2 Aktivitatsbestimmungen der enzymatischen Antioxidantien

Bei den betrachteten Enzymen handelte es sich um Katalase (CAT),
Glutathionreduktase (GR), Ascorbatperoxidase (APX), Dehydroascorbatreduktase (DHAR)
und Monodehydroascorbatreduktase (MDHAR), deren Aktivitaten (Extinktionsanderungen)
enzymkinetisch Uber einen Zeitraum von 3 min vermessen wurden.

Die spektrophotometrischen Messungen umfassten die Detektion des bei der jeweiligen
Reaktion abgebauten Substrates bzw. gebildeten Reaktionsproduktes. Die Bestimmung der
CAT-Aktivitat beruhte auf der spektrophotometrischen Messung des Abbaus bzw. Verbrauchs
von H>O> bei 240 nm (Absorptionsabnahme; molarer Extinktionskoeffizient [¢] H20, =
0,0394 mM™ * cm™ [RICHTER, 2007]). Der Abbau von H>O, bzw. die enzymatische Oxidation
von Ascorbinsaure bei 290 nm bildete die Grundlage der Aktivitatsbestimmung der APX
(Absorptionsabnahme; €censos = 2,8 MM * cm™ [NAKANO und ASADA, 1981]). Die Aktivitat der
DHAR wurde auf Basis der Bildung reduzierter Ascorbinsdure bei 265 nm ermittelt
(Absorptionssteigerung; ecsqsos = 14 mM" * cm™ [KLAPHECK et al., 1990]). Die Ermittlung der
Aktivitaten der GR und der MDHAR basierte auf dem entsprechenden Abbau von NADPH
(enaopH = 6,2 mM™ * cm™ [KLAPHECK et al., 1990]) bzw. NADH (enson = 6,2 mM' * cm™
[HOSSAIN et al., 1984]) bei 340 nm. Die jeweiligen Belegungsschemata der Klivetten sind in
Anlage 6 zusammengefasst.

3.2.4.3.3 Aktivitatsbestimmungen der nicht-enzymatischen
Antioxidantien

Bei den betrachteten nicht-enzymatischen Antioxidantien handelte es sich um
Ascorbat und Glutathion.

Der Ascorbatgehalt wurde in einem doppelten Testansatz (A und B) als reduziertes (AsA) und
Gesamt-Ascorbat (AsA + DAsA) bei 525 nm vermessen (siehe Anlage 7), wonach die Kon-
zentration an oxidiertem Ascorbat (DAsA) rechnerisch ermittelt wurde (DAsA = [AsA + DAsA]
- AsA).

Bezlglich des Glutathions (siehe Anlage 8) wurde gleichermalen (Gesamt-Glutathion [GSH
+ GSSG] und oxidiertes Glutathion [GSSG]), jedoch enzymkinetisch bei 412 nm verfahren
(Absorptionssteigerung wahrend der Bildung eines farbigen Anions (5-Thio-2-nitrobenzoat-
Anion, TNB" [RICHTER, 2007]). Die Ermittlung des reduzierten Glutathions (GSH) erfolgte rech-
nerisch (GSH = [GSH + GSSQG] - GSSG).

Mit Ausnahme der CAT wurde bei allen Enzymen und nicht-enzymatischen Antioxidantien, je
nach Kivettenschema pro Probe oder pro Messtag, eine Enzym-/Substrat- bzw. Extrakt-freie
chemische Kontrolle (unspezifischer Umsatz) mitgefiihrt. Deren Absorptionséanderung (AE pro
3 min) wurde von der Probenabsorptionenanderung (AE pro 3 min) subtrahiert (= Netto-
Extinktionsanderung).
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3.2.4.3.4 Berechnung der Aktivitaten und Gehalte

Die Berechnung der Enzymaktivitdten erfolgte nach der folgenden Formel
(Angabe in ymol Umsatz pro g Blattmaterial und 3 min):

Vges.[ml] * AE [3 min™'] = Vextr—purrer[ml]

Vexerake ML * € [uM™1 + ml * cm™1] % Mpflanzenmaterial [g] = d [cm]

U [umol/g * 3 min] =

mit:

] = Enzymaktivitat/Umsatz [umol/g*3min]

Vges. = Gesamtvolumen im Testansatz [in ml]

AE = Netto-Extinktionsanderung [pro 3 min]

VExtr.-Puffer = Volumen des Extraktionspuffers bei der Extraktion [in ml]

VExtrakt = Volumen des Extraktes im Messansatz [in ml]

€ = molarer Extinktionskoeffizient der Messsubstanz [mMM! * cm™]
MPflanzenmaterial = Masse des eingesetzten Pflanzenmaterials bei der Extraktion [in g]
d = Schichtdicke der Klvette (= 1 cm)

Um die Ascorbat- und Glutathion-Konzentrationen im Blattmaterial quantitativ bestim-
men zu kénnen, wurden Kalibrationskurven angelegt. Dies erfolgte unter Nutzung von L(+)-
Ascorbinsaure in Konzentrationsstufen von 5 pmol/l bis 500 pmol/l (Stammldsung:
2 mM Ascorbinsaure in 5 %iger [w/v] meta-Phosphorsaure), welche in Vierfachbestimmungen
vermessen wurden. Fir das Glutathion wurden Standardkonzentrationen von
1 umol/l bis 100 umol/l angesetzt und enzymkinetisch vermessen (Stammldsung:
1 mM Glutathiondisulfid [GSSG] / GSH in 5 %iger [w/v] meta-Phosphorsaure). Die Gehalte der
nicht-enzymatischen Antioxidantien wurden ausgehend von den Netto-Extinktionswerten bzw.
-anderungen Uber die zugehérigen Kalibrierwerte und die Rickrechnung auf die eingesetzte
Menge an Extraktionspuffer sowie Blattmaterial (FM) ermittelt (Angabe in pmol pro g FM).

Das Experiment wurde mit je vier Extraktionsreplikaten pro Behandlung und per Dop-
pelbestimmung am Photometer zweifach ausgeflihrt (VANACKER et al., 1998).

3.2.5 Invivo Versuche im Modellsystem Arabidopsis thaliana

In vivo Versuche im Modellsystem A. thaliana umfassten das Mutantenscreening,
Transkriptabundanzanalysen (DNA-Microarray, qRT-PCR) und Proteinbestimmungen mittels
Western Blot (Studien zu induzierter Resistenz [IR]).

Anzucht: Hierfir wurde das Arabidopsis-Saatgut mittels ARASYSTEM Starter
Kit 360 reproduziert. Neben dem WT Col-8 (in allen Versuchen) kamen insgesamt
neun Arabidopsis-Mutanten mit unterschiedlichen abwehrbezogenen Defekten zum Einsatz
(im Mutantenscreening). Die Versuchspflanzen wurden in einer Klima-/Kihlzelle (12h/12h-
Hell/Dunkel-Zyklus, 2080 + 6 % Lux Beleuchtungsstarke, 81 £ 11,41 % rF, 20 + 1,34 °C) Uber
etwa acht Wochen (i.d.R. £ 2 d) in 7x7x8 cm-Topfen vorgezogen, in & 6 cm-Topfe pikiert
(Fruhstorfer Topferde) und wochentlich mit 0,5 % NPK-Dingerldsung gedungt.

Behandlung: Die Behandlung der Pflanzen erfolgte entsprechend der Angaben in
Kap. 3.2.4. Bei den Transkriptabundanzanalysen und den Proteinbestimmungen wurde auf die
Zudosierung des Adjuvans B-T® S 240 verzichtet, um dessen mdglichen Einfluss auf die
Transkript- und Proteinabundanz ausschlielten zu kénnen. In diesen Versuchen wurden die
Kontrollpflanzen ausschlief3lich mit dest. H.O behandelt.

Pathogenkultivierung: Parallel wurden Arabidopsis-Pflanzen (Col-8, pad4-1), um
die Virulenz des Pathogens zu erhalten wechselseitig, 14 d (£ 2 d) vor dem jeweiligen Experi-
ment mit Erysiphe cruciferarum (E.c.; Echter Mehltau) infiziert, um transferables Material
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(Mehltaukonidien) fir die Testinokulation vorhalten zu kénnen. Die Inkubation erfolgte bei
12h/12h-Hell/Dunkel-Rhythmus (Dimmfunktion in Stufen von 25-50 % in den ersten und letzten
15 min), 34.450 + 6 % Lux Beleuchtungsstarke, 75 % rF und 20°C/18°C-Tag/Nacht-Tempera-
tur.

3.25.1 Mutantenscreening

Das Mutantenscreening wurde durchgefiihrt, um zwischen direkten antifungalen
und resistenzinduzierenden Effekten der Rheum-Polyphenole unterscheiden zu kdnnen (lokal
/ systemisch erworbene Resistenz). Die verwendeten Arabidopsis-Mutanten waren in der Ak-
kumulation von bzw. der Reaktion auf bestimmte SchlUsselsubstanzen innerhalb der IR-
Signalwege beeintrachtigt und ermdglichten so eine Differenzierung.

Im Screening mit den Mutanten (siehe Kap. 3.1.6.4) wurden 0,5 % (w/v) des GT10 E14-
Gesamtextraktes (EtOAc-Phase), je 0,1 % (w/v) der zugehdrigen Frks 2 und 5 sowie je
0,1 % (w/v) der Standardsubstanzen ECG und RES getestet (Frks und Standards nur in er-
weiterten Versuchen). Kontrollpflanzen wurden ausschlieBlich mit B-T® S 240-versetztem dest.
H20 bespriht (13-25 ml / Priifglied). Jeder Versuch wurde mit vier Testpflanzen des WT bzw.
der Mutante pro Behandlung (H20 / Probe) durchgefiihrt sowie zweimal bis dreimal wiederholt
(= 12 biologische Replikate).

Nach der zweitagigen Inkubationszeit wurden von jeder Testpflanze vier Blatter entnommen
und auf einer Benzimidazol-haltigen Wasseragarplatte ausgelegt (Testsystem: BST;
Abb. 14 links). Mittels Ubertragung der Mehltaukonidien mit einem Pinsel erfolgte anschlie-
Rend die Inokulation (JOHANSSON et al., 2014). Die Inokulumdichte (Konidien/Blattflache)
wurde in Anlehnung an VANACKER et al. (1998) und MOLITOR (2009) stichprobenartig durch
die Nutzung von Objekttragern mit Vertiefung Uberprift (Abb. 14 mittig), indem diese mit
0,01 % (v/v) Tween 20 (personliche Auskunft E. Stein, JLU GieRen) aufgeschwemmt und die
Konidien per Zahlkammer in Doppelbestimmung ausgezahlt wurden (J 1,2 Konidien /
mm? Blattflache).

i = = s —

Abb. 14: Beispielhafte Platten des Blattsegmenttests im Pathosystem Arabidopsis thaliana —
Erysiphe cruciferarum (vor der Inokulation [l.], nach der Inokulation mit Objekttrager zur
Bestimmung der Inokulumdichte [m.] und 7 d nach der Infektion [r.])

(Quelle: eigenes Bildmaterial).

Die Bewertung der Befallsstarke (visuelle Abschatzung / Bonitur) wurde nach etwa
7 d (i.d.R. max. 9 d; Abb. 14 rechts) unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops durchgeflhrt.
Die Bonitur erfolgte nicht auf die prozentual befallene Blattflache, sondern auf die Intensitat
des Befalls mit E.c. und orientierte sich dabei an den folgenden drei Evaluierungspunkten:
1. Dichte des Pilzmycels, 2. Grinanteil des Blattes sowie 3. an der Blattschadigung
(Nekrotisierung). Eine Boniturnote von 85 % Befallsintensitat lag z.B. dann vor, wenn das Blatt
trotz eines sichtbaren Grinanteils dicht mit aktivem Mycel bedeckt war.
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Um die komplexe Bonitur auf Befallsintensitat auch quantitativ bestatigen zu kénnen, wurde
diese Art der Evaluierung mit der Auszahlung der Konidien pro definierter Blattflache kombi-
niert. Hierflir wurde ein Blattausschnitt von 0,5 cm? mittels eines 0,8 cm-Korkbohrers ausge-
stanzt, in ein 2 ml-Reaktionsgefaly tberfihrt und mit 50 pl 0,01 % (v/v) Tween 20 versetzt.
Anschlief3end erfolgte ein 10 sekiindiges Durchmischen (2000/min) zum Abtrag der Konidien.
Die bereits fiir die Uberpriifung der Inokulumdichte genutzte Zahlkammer wurde nachfolgend
mit der Suspension beflllt und mittels Mikroskop ausgewertet.

3.2.5.2 Transkriptabundanzanalysen

Die Transkriptabundanzanalysen dienten der Untersuchung des durch die Appli-
kation der potenziellen Induktoren ausgelésten Priming-Effekts. Diese wurden mittels DNA-
Microarray und quantitativer Reverse-Transkriptase (gRT)-Polymerasekettenreaktion
(engl. polymerase chain reaction [PCR]) analysiert.

DNA-Microarrays (DNA-Chips) dienen dem Nachweis einer differentiellen Genaktivitat durch
die gleichzeitige Erfassung der Expression tausender Gene (HER, 2008). Mit der gRT-PCR
kann die Expression eines bestimmten Gens nachgewiesen werden (HER, 2008). Hier wird
mittels reversen Transkriptasen eine flr die RNA komplementare DNA (cDNA) erstellt und
anschliefdend eine PCR durchgefuihrt (exponentielle Vermehrung definierter DNA-Abschnitte
durch komplementare Oligonukleotid-Primer). Bei der quantitativen Echtzeit-PCR
(engl. real-time quantitative-PCR) kann die amplifizierte DNA-Menge kontinuierlich erfasst
werden (HALLMANN et al., 2007; HER, 2008).

Beide Versuchsreihen beschrankten sich auf eine Einsatzkonzentration des GT10 E14-
Extraktes von 0,1 % (w/v; 1000 ppm). Die Kontrollpflanzen wurden ausschlie3lich mit dest.
H20 behandelt.

3.2.5.2.1 DNA-Microarrays

Unmittelbar nach der Gewinnung von unbehandeltem Col-8-Blattmaterial, wur-
den die Pflanzen mit der Extraktldsung bespriht und 3 h, 6 h sowie 9 h nach der Applikation
(engl. hours after treatment [HAT]) jeweils weitere Blattproben entnommen (Mischprobe =
drei Blatter von drei Individualpflanzen). Nach sofortiger mRNA-Isolation und der cDNA-
Produktion erfolgte die Affymetrix Microarray Hybridisierung extern seitens des
Kompetenzzentrums Fluoreszente Bioanalytik (KFB; Universitat Regensburg) unter Nutzung
eines speziellen Processing-Kits (siehe Tab. 11). Die Untersuchungen betrafen dabei das ge-
samte Arabidopsis-Transkriptom (alle bis dahin bekannten Protein-kodierenden Gene). Der
Test wurde zweifach durchgefiihrt (= 2 biologische Replikate). In einem separaten Test wurden
3-9 h-Vergleichsproben fur die qRT-PCR gewonnen (> 3 technische Replikate).

3.25.2.2 gRT-PCR-Analysen

Die Fragestellung der zweiten Versuchsreihe nach der ,Challenge®-Inokulation
mit E.c. war die nach einer differentiellen Transkription der Pathogenese-zugehdrigen
(engl. pathogenesis-related [PR]) Gene PR1, PR2 und PR5 (PR Protein-kodierende Gene).
Als Positivkontrolle wurde SA (200 ppm) eingesetzt. Bion® (Acibenzolar-S-methyl / BTH,
1000 ppm) und INA (100 pM; persénliche Auskunft Prof. U. Conrath, RWTH Aachen) erwiesen
sich als ungeeignet. Die Blattmischproben wurden 48 HAT sowie 8, 12, 16, 20 und 24 HAI
(9 3,4 Konidien / mm? Blattflaiche) gesammelt, in 2 ml-Reaktionsgefale Uberflihrt und mit
flissigem Stickstoff schockgefrostet. Ein Teil der Versuchspflanzen blieb uninfiziert, welche in
derselben Art und Weise beprobt wurden. Die Zwischenlagerung erfolgte bei -80 °C.
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Far die mRNA-Isolation kamen je etwa 100 mg des eingefrorenen Blattmaterials zum Einsatz.
Dieses wurde in 91-PCS-CK14 Precellys Keramik-Kit Reaktionsgefalie eingewogen. Der
Zellaufschluss erfolgte mittels FastPrep®-24 (dreimal 30 sec, 6.0 m/s). Nach Durchlaufen der
Kit-spezifischen Arbeitsschritte erfolgte, ausgehend von der aufgereinigten mRNA, die
reverse Transkription (cDNA-Synthese) mittels SuperScript™ First-Strand Synthesis System
(inkl. Oligo(dT)12.18 und katalysiert durch die SuperScript™ Il Reverse Transcriptase). Die qRT-
PCR mittels QuantiTect SYBR Green PCR Kit schloss sich an. Hierfir kamen die fur die be-
treffenden Gene spezifischen Primer zum Einsatz. Als Housekeeping- bzw. Referenzgene zur
anschlieflenden Normalisierung der Abundanzen der PR Transkripte wurden sowohl Actin als
auch Ubiquitin geprtft. Dabei stellte sich heraus, dass bei Af-Actin wiederholt nicht reprodu-
zierbare c-Werte mit einer hohen Abweichung von uber 0,5 c: vorlagen. Aus diesem Grund
wurde das Referenzgen At-Ubiquitin fir die Normalisierung genutzt.

Die relativen Transkriptabundanzen (relative Quantifizierung [RQ]) wurden mittels AAct-
Methode quantifiziert (LIVAK und SCHMITTGEN, 2001):

Act=ct (Z) - ct (R)

AAct = ct (P) - ¢t (K)

n-fache Transkription (RQ) = 2-24¢t

mit:

Z =Zielgen (PR Gen)

R = Referenzgen (Ubiquitin)

P = Probe (infizierte Probe)

K = Kalibrator (nicht infizierte Probe [48 HAT])

Die Testreihe wurde zweimal wiederholt (= 3 biologische Replikate, > 6
technische Replikate).

3.2.5.3 Detektion phosphorylierter Mitogen-aktivierter Proteinkinase 3

Basierend auf den Transkriptabundanzanalysen des Kap. 3.2.5.2.1 (DNA-
Microarrays) sollte mittels Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und anschlieBendem
Western Blot-Verfahren der Effekt von Rheum-Wurzelextrakten auf die Aktivierung von
Phosphoproteinen am Beispiel der MPK3 untersucht werden (friihzeitige Kinase-Aktivitaten,
Learly response®).

Die Kultivierung der Arabidopsis-Pflanzen (Col-8) erfolgte entsprechend der Angaben in
Kap. 3.2.5. Zum Applikationstermin wurden vorab Blattmischproben (Mischprobe =
je drei Blatter von drei Individualpflanzen) unbehandelter Pflanzen enthommen und in 2 mi-
ReaktionsgefalRen in flissigem Stickstoff schockgefrostet. Anschlief3end erfolgten die Sprih-
behandlungen (ohne Adjuvans; siehe Kap. 3.2.5) mit 0,1 % und 0,5 % (w/v) GT10 E14-
Gesamtextrakt (EtOAc-Phase). 100 uM BTH dienten als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle
wurde dest. HO verwendet. In jeder der Testreihen wurden Blattmischproben
2,5, 15, 30, 60 sowie 120 min nach der Applikation enthommen und ebenfalls schockgefrostet
(je drei biologische Replikate). Die Zwischenlagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.5.3.1 Proteinextraktion und Proteinbestimmung nach Bradford

Fur die Proteinextraktion wurden etwa 300 mg bis 400 mg Probe unter Eis-
kiihlung und Zugabe eines frisch hergestellten Lysepuffers (1:1 [w/v]) gemoérsert. Der Puffer
setzte sich aus den folgenden Chemikalien zusammen: 100 mM HEPES/NaOH (pH 8,0),
5 % Glycerin, 5 mM Magnesiumchlorid und 1 mM DL-Dithiothreitol. Um einen enzymatischen
Proteinabbau durch Proteasen (Proteolyse) und eine Dephosphorylierung der Proteine durch
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Phosphatasen zu verhindern, wurden dem Puffer kurz vor dem Zellaufschluss entsprechende
Inhibitoren (je 0,1 % [v/v]) zugesetzt (MEIMOUN et al., 2007). Das homogenisierte Lysat wurde
in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal® mittels Thermomixer inkubiert (4 °C, 300 rpm, 30 min) und
anschlieftend zentrifugiert (4 °C, 13.500 rpm, 10 min). Es wurde ein Aliquot fir die anschlie-
Rende Bradford-Proteinbestimmung abgenommen und der Rest der Probe bei -80 °C einge-
froren. Die Verarbeitung der Proteinproben zur weiteren Analyse erfolgte grundsatzlich auf Eis,
um den Proteinabbau zusatzlich zu verlangsamen.

Fir die Proteinquantifizierung nach Bradford wurde mit jeder Probe eine Doppelbestimmung
in PMMA Halbmikro-Kuvetten durchgefiihrt. Es wurden 5 ul Probe mit 45 pl bidest. H.O und
950 ul Bradfordreagenz versetzt, durchmischt und die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Als
Leerwert dienten 50 pl bidest. H>O in 950 ul Bradfordreagenz. Zudem wurde mit
funf Kalibrierleveln von 5 ug/ml bis 25 ug/ml bovinem Serumalbumin (BSA) eine Eichkurve
erstellt (siehe Anlage 9).

Da kein pflanzenspezifischer MPK3-Antikérper vorhanden war, wurden Aliquote sig-
nalintensiver Proben mit Phosphatase versetzt (1 Einheit / ug Protein) und anschlieend bei
37 °C fur 60 min inkubiert (Abcam plc, 2018). Der verwendete MPK3-Antikdrper erkennt nur
das doppelt phosphorylierte Protein, wodurch das Western Blot-Signal in den behandelten
Proben verschwinden sollte. Als Kontrolle der Proteinqualitat dienten unbehandelte Proben,
die ebenfalls fiir 60 min bei 37 °C inkubiert wurden.

3.2.5.3.2 SDS-PAGE und Western Blot

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis [SDS-PAGE]) wurde mit Any kD™ Mini-PROTEAN®
TGX Stain-Free ™-Polyacrylamid-Fertiggelen und 1x TGS-Laufpuffer durchgefihrt.

Bei der ,Stain-Free“-Technologie werden fluoreszierende Trihalokomponenten an die
Tryptophane im Protein gebunden. Dies ermdglicht eine Analyse der Proteine im Gel und auf
dem Blot ohne die Verwendung von zeitintensiven Farbetechniken. Die Analyse der Signale
erfolgte mit dem ChemiDoc MP System und der Imagelab-Software. 30 ug-Proteinproben
wurden mit Ladepuffer versetzt und zur Denaturierung im Thermomixer erhitzt (95 °C,
300 rpm, 10 min). Als Proteinmarker wurden 2 pl Precision Plus Protein™ WesternC™
Standard verwendet. Nach der Beladung der Kammern (Tetra Cell) erfolgte die
Gelelektrophorese bei 100 V und 25 °C fir etwa 83 min (— Auftrennung der Proteine nach
ihrer GréRe). Die Bandenqualitat wurde vor dem Blotten im ChemiDoc-Analyser Gberprift.

Um die Proteine mittels AntikOrpern analysieren zu konnen, wurden sie mittels semi-dry-
Verfahren (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran Ubertragen. Nach dem Aktivieren der Membran in EtOH wurde sie in 1x Blotting-
puffer (20 % 5x Transferpuffer, 60 % bidest. H.O, 20 % EtOH) aquilibriert (3 min). Der Blot-
aufbau bestand aus siebenlagigem, in Blottingpuffer getrankten Whatmannpapier, der
Membran, dem Proteingel und noch einmal siebenlagigem, getrankten Whatmannpapier. Der
Blot der Proteine erfolgte bei etwa 25 V fiir 30 min (Bio-Rad-internes Blotprogramm). Anschlie-
Rend wurde die Transfereffizienz im ChemiDoc Uberprift (siehe Anlage 10).

3.2.5.3.3 Immundetektion

Nach beendetem Transfer wurde die Membran mit 5 % BSA (w/v) in 1x TBS
(20x 20 mM TRIS / 150 mM NaCl pH 7,6; Verdinnung mit bidest. H,O — 1x TBS) blockiert
(Raumtemperatur [RT], 30 rpm, 60 min). Dies dient dazu, noch freie Bindungsstellen auf der
Membran zu blockieren und damit Hintergrundsignale zu minimieren. Bei der Untersuchung
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von Phosphoproteinen sollte fiir die Blockierung kein Magermilchpulver verwendet werden, da
das darin enthaltene Kasein selbst ein Phosphoprotein ist und somit Hintergrundrauschen er-
zeugen konnte. Fur die Detektion wurde die Membran mit Anti-MAP Kinase-Antikorper
(Activated [Diphosphorylated ERK-1&2] antibody, Mouse monoclonal) 1:2.000 (v/v) in 1x TBS
mit 1 % BSA (w/v) auf einem Taumelschuttler inkubiert (4 °C, 30 rpm, Uber Nacht). Der Blot
wurde anschlieRend dreimal mit 1x TBST (+ 0,05 % Tween 20) gewaschen (RT, 30 rpm,
10 min). Nach der Sekundardetektion mit fluoreszenzmarkiertem Goat anti Mouse IgG
(H/L):DyLight®649 (1:15.000 [v/v] in 1x TBS mit 1 % BSA [w/v], RT, 30 rpm, 60 min,
im Dunkeln) wurde die Membran erneut dreimal gewaschen, die Fluoreszenzfarbstoffe an-
schlielend im ChemiDoc-System angeregt und die Lichtsignale ausgelesen. Die Signalstarke
ist proportional zur Proteinmenge, wodurch eine Semiquantifizierung mdglich ist. Die
Fluoreszenzbilder wurden per Multichannel-Funktion aufgenommen und die Signale Uber die
Gesamtproteinmenge (,stain-free“) normalisiert. Die Normalisierung Uiber die gesamte Protein-
menge reduziert den Einfluss von Ungenauigkeiten in der Beladung des Gels sowie weiteren
Faktoren wie der Transfereffizienz beim Blot.

3.2.6 Freilandversuche

Ein entscheidendes Kriterium fur die Beurteilung des antifungalen Potentials von
Pflanzenextrakten ist ihnre Wirksamkeit im Freiland.

Im Rahmen des Tertiarscreenings wurden mit ausgewahlten, z.T. formulierten Rheum-
Wourzelextrakten, die sich im Primar- und Sekundarscreening bewiesen hatten, Kleinparzellen-
Feldversuche durchgefihrt. Diese erfolgten auf dem Versuchsstandort Bernburg-Strenzfeld
der Hochschule Anhalt in den Vegetationsperioden der Jahre 2012 bis 2017
(Jahresmitteltemperatur: 9,4-11,0 °C, mittlere rF: 76-80 %) in SG und WW. SG-Sorte war er-
neut Lawina, in spateren Versuchen (2016, 2017) die Sorte ‘Steffi’.

Far die Versuche in WW wurde die fir Getreidemehltau anfallige Sorte ‘Pamier’ verwendet, in
2017 die Sorte ‘Julie E’ (Aussaatstarke: 350 Koérner/m?). Die randomisierte Blockanlage war
aus Kleinparzellen (SG: 1,375 x 8 m; WW: 1,500 x 5/8 m) mit je vier Replikaten pro Behandlung
aufgebaut.

Bei den getesteten Proben handelte es sich um die Rohextrakte (EtOAc-Phasen) des
GT02 E12 und des GT10 E12. Ab 2014/2015 wurde das von der HELM AG (Hamburg) herge-
stellte DC30 eingesetzt, wobei dieses 2014 aufgrund des Produktionsabschlusses im April erst
in der zweiten Spritzung genutzt werden konnte (WW). Die Extraktlésungen wurden, bezogen
auf alle Freilandversuche, in Dosierungen von 250 g/ha bis 1000 g/ha (Rohextrakte) bzw.
200 g/ha bis 1000 g/ha (Formulierung) appliziert (Wasseraufwandmenge [2 % EtOH]:
200 I/ha). Im Feldversuch 2012 mit dem Extrakt des GT02 erfolgte eine Beimischung der
Adjuvantien PREV-AM® oder HASTEN™ zur Spritzbriihe. In den Ubrigen Feldversuchen
(neben HASTEN™ im Versuchsjahr 2013) wurden entweder BREAK-THRU® Union oder
B-T ® S 240 genutzt (50-800 ml/ha). Als Vergleichsmittel dienten die kommerziellen
synthetischen Fungizide Corbel®, Flexity®, Amistar® und Capalo® (0,1-1,2 I/ha). Die
(Negativ-)Kontrollparzellen blieben unbehandelt. Die Applikationen erfolgten Gber Flachstrahl-
dusen, in WW gewohnlich zweifach (zwei Spritzungen) im Entwicklungsstadium (ES) 33-37
(3-Knoten-Stadium bis Fahnenblatt) und ES 51-61 (Beginn des Ahrenschiebens bis
Beginn der Blite). In SG wurde nur eine Spritzung in ES 31-37/39-41 (1-Knoten-Stadium bis
Fahnenblatt / Ligula-Stadium bis Fahnenblattblattscheidenverlangerung) durchgefihrt.
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Nach Sichtbarwerden von Befallssymptomen in den Kontrollparzellen (Infektion > 10 %) wur-
den die Bestidnde auf folgende Pflanzenkrankheiten hin evaluiert: Gersten- und
Weizenmehltau, Puccinia-Spezies (Gelb- und Braunrost des Weizens) sowie, wenn aussage-
kraftig bonitierbar, Septoria tritici. In Abb. 15 sind einige der bonitierbaren Blattkrankheiten in
WW exemplarisch dargestellt.

B e LTS e
-~

Uredosporen- (l.) und Teleutosporenlager (r.) von Puccinia triticina Septoria tritici

Abb. 15: Detektierte Blattkrankheiten auf Weizenblattern von Freilandversuchen
(6,7-fache VergroRerung) (Quelle: eigenes Bildmaterial).

BBCH 43
- Fir die Evaluierung wurde pro Behandlungsschlag eine reprasenta-
tive Anzahl von Blattern (n = 44-700 / Prufglied) aus unterschiedlichen Stellen
und Bereichen des Bestandes entnommen (meist die Blattetagen
Fahnenblatt [F] bis F-2 [2. Blatt unter F]; Abb. 16) und auf einer Skala von
0 % bis 100 % auf die genannten Krankheitssymptome bonitiert (Pusteln /
Blattflache; Abb. 17).

Abb. 16: Blattetagen im Wachstumsstadium 43 am Beispiel Weizen (Quelle: LfL, 2005).

Abb. 17: Boniturstufen bei der Bonitierung auf Braunrostbefall in Weizen (l.: Boniturstufe 0 = 0 % Befall,
r.: Boniturstufen 0-10-50-50-90-100 [von I. nach r.] = 0-100 % Befall)
(Quelle: eigenes Bildmaterial).

Zur Ermittlung der Dauerwirkung wurde z.T. zu einem spateren Zeitpunkt eine zweite
Bonitur durchgefihrt. In Anlage 11 sind alle relevanten Daten der einzelnen Freilandversuche
aufgefihrt.

3.2.7 Statistische Auswertung der Versuche

Fir die statistische Bewertung der Daten wurde die Statistiksoftware SigmaPlot
(Version 13.0) genutzt (Systat Software, Inc., San José, Kalifornien, USA).

Der am haufigsten eingesetzte Analysetest zum Vergleich vieler Gruppen bzw. zur Bestim-
mung von Unterschieden zwischen mehreren Behandlungsgruppen (> 2) war die Einweg-
Varianzanalyse (engl. One Way analysis of variance [ANOVA]). Wenn der Shapiro-Wilk-Test
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auf Normalverteilung und der Brown-Forsythe-Test auf gleiche Varianz (SD) bestanden wur-
den (P > 0,050), erfolgte die Analyse auf Basis der Mittelwerte (SD, SEM; — Ermittlung der
Beeinflussung der Mittelwerte durch einen einzelnen Faktor [z.B. Wasser-/Extrakt-
behandlung]). Bei nicht normalverteilten Werten und/oder gescheitertem Brown-Forsythe-Test
basierte die Analyse auf den entsprechenden Medianen (Kruskal-Wallis ANOVA an Rangen
[25 %, 75 %]). Im Folgenden konnte, abhangig von den Beobachtungen und je nach Anforde-
rung, zwischen verschiedenen Methoden gewahlt werden (Post-hoc-Tests zur Ermittlung der
spezifischen Unterschiede zwischen Gruppen). Sollten die Behandlungsgruppen ausschliel3-
lich mit ihrer Kontrollgruppe verglichen werden, wurde hierfur der Dunnett-Test (bei
= 6 Beobachtungen) oder ggf. der Dunn-Test genutzt (bei verschiedenen Probengrélien).
Orientierte sich die Fragestellung an Unterschieden zwischen allen Gruppen, folgten
paarweise Vergleichstests jeder Kombination der Gruppenpaare, wie der hierflir empfohlene
Holm-Sidak-Test (Basis: Mittelwerte) oder der Tukey- bzw. Dunn-Test (Basis: Mediane).

Unterschiede in den Mittel- bzw. Medianwerten von P < 0,050 (vom Test berechneter P-Wert
kleiner als eingestellter P-Wert) wurden als statistisch signifikant eingestuft
(Wahrscheinlichkeit des falschen Schlusses eines signifikanten Unterschieds < 5 %). Das
Ergebnis ,Do Not Test“ in der Softwareanalyse entsprach dabei einem nicht signifikanten
Resultat.

Sollten lediglich zwei experimentelle Behandlungen miteinander verglichen werden, erfolgte
ein ungepaarter t-Test. Bei nicht normalverteilten Werten oder gescheitertem Brown-Forsythe-
Test basierte die Analyse auf den entsprechenden Medianen (Mann-Whitney-Rangsummen-
test) (SigmaPlot, 2010).

Die Anzahl technischer und biologischer Replikate variierte in Abhangigkeit vom Test-
system (siehe Kap. 3.2).

59



Ergebnisse

4 Ergebnisse

41 Ernte-, Extraktions- und Fraktionierungsdaten

Im Rahmen der Ernte und Extraktion des Wurzelmaterials der einzelnen
Rheum/Rumex-Genotypen (GTs) fiel auf, dass sich diese sowohl in der Wurzelausbeute als
auch, z.T. recht deutlich, in ihren Ausbeuten an polyphenolhaltigen Extrakten unterschieden.
Die GTs 05, 11, 23, 29, 35 und 36 (u.a.) produzierten eine relativ geringe unterirdische Bio-
masse. Dies spiegelte sich bei GT05, GT11 sowie GT23 auch in der Ausbeute an
Ethylacetat (EtOAc)-Phase wieder, bei den GTs 29 und 35 jedoch nicht. Die Extraktion des
Wurzelmaterials aus GT36 lieferte bzgl. beider Erntetermine eine beinahe doppelt so hohe
Ausbeute an Wasser (H20)-Phase. Die hochste Ausbeute an EtOAc-Phase lieferte die Extrak-
tion der Wurzeln des GT02, die 2012 geerntet wurden (im Folgenden als Erntejahr 2012 [E12]
angegeben). Die Ernte- und Extraktionsdaten der betreffenden GTs kénnen der Anlage 12
sowie Tab. 16 entnommen werden. Auswirkungen der zeitlichen Abstande zwischen Ernte und
Extraktion auf die Ausbeuten waren nicht zwingend feststellbar (Bsp.: GT02 E09 nach
vier Jahren = 7,08 % EtOAc-Phase / GT36 E09 nach vier Jahren = 4,46 % EtOAc-Phase,
GT10 E14 direkt = 8,75 % EtOAc-Phase / GT30 nach zwei Monaten = 5,67 % EtOAc-Phase).

Tab. 16: Extraktionsdaten des Wurzelmaterials der verwendeten Rheum/Rumex-Genotypen.

Ethylacetat-Phase Wasser-Phase

Genotyp (GT = =
Ermtoiane ©) | Earaitan | monge | Ausbeute | O EREE | Ausbeute

[d] ld] [%] ld] [%]
GT02 E09 1.010 71,51 7,08 54,71 5,40
GT02 E12 1.128 157,18 13,94 86,82 7,70
GTO05 E09 1.010 29,32 2,90 37,86 3,76
GT10 E12 1.015 50,10 4,94 32,57 3,20
GT10 E14 1.075 94,02 8,75 65,49 6,11
GT11 E12 1.064 36,14 3,40 76,23 7,16
GT14 E12 1.325 63,46 4,79 71,83 5,42
GT23 E12 762 32,58 4,28 43,41 5,70
GT24 E12 972 100,16 10,31 * *
GT29 E12 1.117 138,29 12,39 65,42 5,86
GT30 E12 1.170 66,30 5,67 75,41 6,45
GT32 E12 784 66,24 8,45 66,52 8,48
GT35 E12 789 59,51 7,54 30,46 3,86
GT36 E09 896 39,85 4,46 64,14 7,19
GT36 E12 708 48,69 6,88 87,31 12,33
Anmerkungen: *Der wassrige Extrakt des GT24 liel sich auch bei wiederholter Verdampfung des

Lésungsmittels nicht einfrieren und musste aus diesem Grund verworfen werden.
Masse (m) Lyophilisat * 100

1 0, —

Ausbeute [%] o Mahlgut

Hinsichtlich des GT10 E14 konnte aus 13 Wurzeln, die nach einer Kultivierungsdauer
von acht Jahren gewonnen wurden, und etwa 18,24 kg wasserfreiem Mahlgut eine
durchschnittliche Ausbeute von 8,75 % EtOAc-Phase erzielt werden. Das Erntegewicht betrug
dabei in der Summe 104,54 kg (vor Reinigung inkl. Erdmaterial). Die Schnitzel-
Frischmasse (FM) belief sich auf 87,56 kg (nach Reinigung inkl. Wasser), welche sich nach
einer Trocknungsdauer von 3 d bis 6 d auf 18,28 kg Schnitzel-Trockenmasse reduzierte. Die
Abb. 18 zeigt die erhaltenen Extrakt-Phasen exemplarisch.
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Wurzel und Wurzelstiickchen von
Rheum rhabarbarum L. ‘The Sutton’

/

Abb. 18: Geerntete Wurzel von Rheum rhabarbarum L. ‘The Sutton’ (Genotyp 10) nach einer
Kultivierungsdauer von vier Jahren, zerkleinerte Wurzelstiickchen vor der Trocknung sowie
Ethylacetat (EtOAc)- und Wasser (H20)-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.

Die Fraktionierung der EtOAc-Phase des GT10 E14 erforderte in insgesamt
54 HPLC-Laufen einen Bedarf an Methanol von etwa 1.138 ml pro Lauf. Die Ausbeuten der
einzelnen Fraktionen (Frks) variierten zwischen 4,93 % (Frk 10) und 15,51 % (Frk 4). Die
hdchsten Ausbeuten konnten dabei unter den zuerst eluierenden Verbindungen verzeichnet
werden (Frks 1-4), in denen von allen hier relevanten Polyphenolgruppen mindestens
ein Vertreter enthalten war (Naheres siehe Kap. 4.2.2).

4.2 Analytische Inhaltsstoffcharakterisierung
421 LC-MS-Analytik der Gesamtextrakte

4211 Quantitative Bestimmung von Polyphenolen

In Abb. 19 sind die basierend auf der Kalibration der polyphenolischen Stan-
dardsubstanzen erfassten Procyanidine, Catechine, Stilbene und Phenolcarbonsauren darge-
stellt, die in den EtOAc-Phasen der betrachteten Rheum/Rumex-Wurzelextrakte quantitativ
bestimmt wurden. Die tabellarisch erfassten Gehalte in mg/g Extrakt kdnnen der Anlage 13
entnommen werden.
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Abb. 19: LC-MS-Analysen von Polyphenolen in den Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Quantifizierung)
und reprasentative MS-Spektren. A, B) Quantifizierung von Procyanidinen und Catechinen (A)
sowie Stilbenen und Phenolséduren (B) in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten
(Ethylacetat-Phasen; n = 2; GT = Genotyp, E = Erntejahr, THSG = 3,4‘,5-Trihydroxystilben-3-O-f-
D-glucosid/-glucopyranosid [Piceid]). C) Reprasentative MS-Spektren von Epicatechingallat
(ECG) und Resveratrol (RES) (Identifikation anhand des Quasimolekiilions [{M-H}; Rot markiert]
und verschiedener Fragmente [koloriert]; cps = ,,counts per second“, m/z = Masse-zu-Ladungs-
Verhiltnis, Da = Dalton).
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Gemessen an den aufsummierten Quantifizierungswerten wiesen die Extrakte des
GTO05 und des GT30 auffallig héhere Mengen an Procyanidinen (8,67 / 13,32 mg/g Extrakt)
und Catechinen (215,01 / 158,28 mg/g Extrakt) als die Ubrigen Extrakte auf (Abb. 19 A). Hin-
sichtlich der Summen an Stilbenkomponenten (Abb. 19 B) lag der entgegengesetzte Fall vor
(10,27 / 0,44 versus [vs.] ca. 139-526 mg/g Extrakt bzgl. der Gbrigen Extrakte). Die in den
Extrakten nur z.T. und zudem in geringen Mengen (0,06-0,71 mg/g Extrakt) erfassten
Phenolsaureverbindungen lieRen aulder eines mit 2,08 mg/g Extrakt leicht erhdhten Anteils im
GTO05 keine differenzierenden Aussagen zu.

Bei den Gesamtextrakten des GT02 E12, des GT05 und des GT10 E14 wurden auch die H20-
Phasen analysiert (siehe Anlage 14). Da die polyphenolischen Inhaltsstoffe der Wurzeln in der
EtOAc-Phase aufkonzentriert waren, fielen die Gehalte der quantitativ bestimmbaren Poly-
phenole vergleichsweise gering aus (0,06-2,38 mg/g Extrakt). Die einzige Ausnahme bildete
die H,O-Phase des GT10 E14 mit 41,01 mg/g Rhaponticin (RHA), welches jedoch in der
EtOAc-Phase des betreffenden Extraktes mit 123,91 mg/g héher konzentriert vorlag.

Die Diagramme der Abb. 19 (A, B) zeigen, dass sich die Inhaltsstoffspektren der Extrakte
(EtOAc-Phasen) der GTs 02 und 10 nur unwesentlich voneinander unterschieden. Ihr Kontrast
gegenuber den Extrakten der GTs 05 sowie 30 dullerte sich v.a. durch deren hohen Gehalt an
Catechin (GT05: 205,83 / GT30: 125,62 mg/g Extrakt) und Epicatechingallat (ECG; GT30:
28,94 mg/g Extrakt; Abb. 19 C). Epigallocatechin und Epigallocatechingallat wie auch das
Procyanidin (PRO) C1 konnten in keinem der Extrakte nachgewiesen werden (quantitativ:
< Bestimmungsgrenze / qualitativ: < Bestatigungsgrenze EPI [,enhanced product ion“]). Der
Gehalt an PRO B1 wiederum lag in den Extrakten des GT05 sowie GT30
etwa sechs- bis neunmal héher als in den Ubrigen Extrakten. Beriicksichtigt man die beiden
Erntejahre des GT10-Wurzelmaterials, fallt auf, dass im Falle des spater gewonnenen
GT10 E14-Extraktes die Gehalte an Catechin und ECG beinahe zwei- bis dreimal héher aus-
fielen. Demgegenuber enthielt der Extrakt des GT10 E12 etwa doppelt so viel RHA,
Resveratrol (RES; Abb. 19 C) sowie Desoxyrhaponticin (DRHA) — neben 3,4‘,5-Trihydroxy-
stilben-3-0O-B-D-glucosid/-glucopyranosid (THSG) bzw. Piceid die Hauptkomponenten beider
Extrakte. Wahrend die EtOAc-Phasen des GT05 und des GT30 wenig bzw. kein nachweis-
bares/erfassbares THSG aufzeigten, war dieser Inhaltsstoff in den Extrakten des GT02 und
dem des GT36 E09 starker prasent (27,74-40,51 mg/g Extrakt). Ahnliche Resultate lagen hin-
sichtlich der Hauptkomponenten RHA sowie DRHA vor. Wahrend diese in den GT05- und
GT30-Extrakten kaum gefunden werden konnten, lagen sie in den Ubrigen Proben vergleichs-
weise hoch konzentriert vor, oftmals im dreistelligen Bereich. RES war mit 11,74 mg/g bis
9,76 mg/g Extrakt vorrangig im GT10 E12- sowie im GT11-Extrakt enthalten. Mit 0,41 mg/g
enthielt der Extrakt des GT30 als einziger nachweisbar bzw. erfassbar Chlorogensaure und
der des GTO5 eine im Vergleich héhere Menge an p-Cumarsaure (1,82 mg/g Extrakt).

4.2.1.2 Semiquantitative Bestimmung der Inhaltsstoffe

4.2.1.2.1 Flavan-3-ole und Stilbene

Semiquantitativ Uber die genutzten Standards hinaus identifizierbare
Flavan-3-ol-Komponenten waren lediglich in den Extrakten der GTs 05 sowie 30 gegeben. Bei
diesen handelte es sich, im Falle des GT05-Extraktes, um ein monogalloyliertes Procyanidin-
Dimer (25.845 Peakflacheneinheiten [engl. peak area units {PAU}]) und ein Procyanidin-Trimer
(35.895 PAU). Das monogalloylierte Procyanidin-Dimer war zu 39.343 PAU auch in der
EtOAc-Phase des GT30 enthalten, welcher zudem Procyanidin- (53.833 PAU) und
Epicatechingallat- (94.862 PAU) Dimere enthielt.
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Hinsichtlich der Stilben-Komponenten in Abb. 20 (siehe auch Anlage 15) war auch hier das
Verhaltnis umgekehrt. Diese nahmen bei den Ubrigen Extrakten etwa 56 % bis 87 % der je-
weiligen Gesamtpeakflache ein.
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Abb. 20: Peakflacheneinheiten identifizierter Stilbene in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten
(Ethylacetat-Phasen; n = 2; bezogen auf 1 mg Extrakt; PAU = engl. peak area units
[Peakflacheneinheiten], GT = Genotyp, E = Erntejahr).

Wahrend der Extrakt des GT30 keine weiteren Substanzen aus der Stilben-Gruppe
enthielt, wies der des GT05 mit Pterostilbenacetylglucosid und Piceatannolglucopyranosid le-
diglich zwei weitere Stilben-Komponenten in geringeren Konzentrationen auf
(ca. 18.000-98.000 PAU). Piceatannolglucopyranosid war in beiden GT10-Extrakten, ahnlich
wie bei denen des GT14 sowie GT32, deutlich hoéher konzentriert
(676.266 bzw. 826.835 PAU). Noch hdher konzentriert lag dieser Inhaltsstoff jedoch in den
GT02- wie auch GT36-Extrakten und den EtOAc-Phasen des GT11, GT23, GT24, GT35 sowie
insbesondere des GT29 vor (1,0-1,7 Millionen PAU). Bei den Extraktproben des GT02, GT10,
GT11 und GT36 bildete ein THSG den semiquantitativ an zweiter Stelle vorkommenden In-
haltsstoff, welcher nicht der verwendeten Standardsubstanz, sondern einem unmittelbar vor-
her eluierenden Isomer entsprach. In den Extrakten des GT14, GT29 und GT32 war
Rhapontigenin der semiquantitativ. an zweiter Stelle vorkommende Inhaltsstoff
(440.746 / 219.393 / 332.978 PAU). In den Extrakten des GT23, GT24 und GT35 handelte es
sich dabei um Resveratrol-Dihydrodimer (405.807 / 326.530 / 200.210 PAU).
Piceatannolgalloylglucopyranosid (57.843 PAU) und Rhaponticingallat (129.991 PAU) lagen
so nur in der EtOAc-Phase des GT10 E14 vor. Im Vergleich dieser mit der des GT10 E12
lagen die Werte des GT10 E14 bzgl. der in beiden Extrakten vorkommenden Verbindungen
mit Ausnahme des Resveratrol-Dihydrodimers stets hdher. Die im Diagramm der Abb. 20 an-
gezeigten schraffierten Flachen symbolisieren die Detektion von Peaks ko-eluierender Verbin-
dungen. Aufgrund der Peak-Uberlagerungen war eine separate semiquantitative Auswertung
hier nicht mdglich. In Anlage 16 sind die mit den in Abb. 20 angegebenen ko-eluierenden
Stilben-Komponenten aufgeschlisselt.
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4.2.1.2.2 Weitere identifizierte Verbindungen

Neben den in die Gruppen der Polyphenolstandards eingruppierbaren Substan-
zen konnten in den Extrakten (auer GT14 und GT32) weitere Inhaltsstoffe identifiziert werden
(Abb. 21, siehe auch Anlage 17).
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Abb. 21: Peakflacheneinheiten weiterer identifizierter Inhaltsstoffe in den analysierten Rheum/Rumex-
Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen; n = 2; bezogen auf 1 mg Extrakt; PAU = engl. peak area
units [Peakflacheneinheiten], GT = Genotyp, E = Erntejahr).

Bei diesen Inhaltsstoffen handelte es sich insbhesondere um Torachrysonacetyl-
glucosid und Torachrysonglucopyranosid. Die EtOAc-Phase des GTO05 verfugte darliber hin-
aus Uber funf zusatzliche Inhaltsstoffe — v.a. Gallussaure (479.200 PAU) sowie Mono-
galloylglucose. Wie bereits bei den Stilben-Verbindungen traten auch hier Ko-Elutionen auf
(siehe Anlage 18).

Obwohl durch das Laborextraktionsverfahren weitestgehend abgetrennt, enthielten die EtOAc-
Phasen auch und meist glucosylierte Anthrachinone (siehe Anlage 19), mit der h6chsten Peak-
flachensumme (924.095 PAU) v.a. die EtOAc-Phase des GT05. Gemessen an den Peak-
flachen aller analysierten Extrakte waren insbesondere Chrysophanol- und Emodinmono-
glucosid stark vertreten. Allgemein machten die Anthrachinone jedoch im Mittel lediglich 16 %
der jeweiligen Gesamtpeakflache aus, mit 10 % bis 7 % den geringsten Anteil in den EtOAc-
Phasen der GTs 02 E12, 23 sowie 30. In den Extrakten des GT10 E12 und GT10 E14 lagen
die Werte bei 26 % (742.878 PAU) bzw. 15 % (465.260 PAU).

Bis auf den Extrakt des GT05 wiesen alle EtOAc-Phasen zudem ein bis vier unbekannte Mas-
sen auf (vier in GT30), welche vernachlassigt wurden (Anteil an Gesamtpeakflache =
@ ca. 5 %, vorrangig wegen des mit 56 % hohen Anteils in GT30).

4.2.2 LC-MS-Analytik von Fraktionen aus Rheum rhabarbarum
‘The Sutton’

4.2.2.1 Quantitative Bestimmung von Polyphenolen

In Abb. 22 ist das Chromatogramm der mittels praparativer HPLC in 10 Frks se-
parierten EtOAc-Phase des GT10 E14 dargestellt. Wie sich anhand der LC-MS-Analytik ergab,
enthielten die zu Beginn eluierenden Frks 1 und 2 v.a. Flavan-3-ole, die Frks 3 bis 8 vorrangig
Stilbene, wobei Frk 8, wenn auch nur in Spuren, zudem Anthrachinone aufwies. Frk 9 und
Frk 10 wiederum enthielten hauptsachlich Anthrachinone.
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Abb. 22: Chromatogramm der mittels praparativer HPLC in 10 Fraktionen (Frks) separierten Ethylacetat-
Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.

Die Verteilung der quantitativ erfassten Komponenten in den Frks des GT10 E14-
Extraktes ist in Abb. 23 dargestellt (siehe auch Anlage 20). Die Frk 7 erwies sich als diejenige
Frk mit dem allgemein hochsten Anteil an Polyphenolen (ca. 927 mg/g Frk), wahrend Frk 6
den diesbezliglich geringsten Anteil zeigte (1,95 mg/g Frk). Frk 1 und Frk 4 bildeten die nach-
weislich einzigen Frks mit Procyanidin- (30,67 mg/g Frk 1) bzw. Phenolsaure-
(2,04 mg/g Frk 4) Anteilen. Die Frks 8 bis 10 enthielten keine der Standardsubstanzen.
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Abb. 23: Quantifizierung von Procyanidinen und Catechinen sowie Stilbenen und Phenolséuren in
Fraktionen (Frks) der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014 (n = 2; THSG = 3,4¢,5-
Trihydroxystilben-3-O-B-D-glucosid/-glucopyranosid [Piceid]).
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In Frk 1 dominierte unter den hier bestimmten Flavan-3-olen mit 91,83 mg/g das
Catechin. Das nachgewiesen einzig auftretende Stilben DRHA war nur gering konzentriert
(0,10 mg/g Frk 1). ECG trat in allen in Abb. 23 berticksichtigten Frks auf, in héheren Gehalten
v.a. in Frk 2 und Frk 3 (21,01 bzw. 29,55 mg/g Frk). In Frk 5 lag als Stilben das RES mit
317,15 mg/g recht hoch konzentriert vor. Hohe Gehalte an RHA und DRHA fanden sich in den
Frk 4 (569,07 mg/g Frk) bzw. Frk 7 (922,28 mg/g Frk). Gehalte im zweistelligen Bereich waren
in den Frk 3 sowie 4 durch das THSG (Frk 3: 63,09 mg/g) und Piceatannol (Frk 4: 18,31 mg/q)
gegeben. Insgesamt betrachtet lagen die Stilbene (auRer in den Frks 1, 2 und 6) in vergleichs-
weise grolReren Mengen vor (vgl. Kap. 4.2.1.1).

4.2.2.2 Semiquantitative Bestimmung der Inhaltsstoffe

4.2.2.2.1 Flavan-3-ole, Phenolsaurederivate und Stilbene

Semiquantitativ Uber die genutzten Polyphenolstandards hinaus identifizierbare
Flavan-3-ol-Verbindungen oder Phenolsaurederivate konnten mit Ausnahme von
Cumarylgalloylglucose in Frk 4 (70.685 PAU) nur in Frk 1 nachgewiesen werden, welche in
Tab. 17 gelistet sind (vorrangig Epicatechingallat-Dimer, monogalloyliertes Procyanidin-Dimer
und Di-O-galloylglucose).

Tab. 17: Peakflacheneinheiten identifizierter Flavan-3-ole und Phenolsaurederivate in Fraktion 1 der
Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.

Peakflichensumme Peakflachen
[PAU bezogen auf 1 mg Frk] [PAU bezogen auf 1 mg Frk]
Procyandin-Dimer 183.900
37.115
Procyanidin-Trimer 143.565 42.075
64.375
Procyanidin-Pentamer 49.245
Procyanidin-Dimer, 348.350
monggalloyliert 524.050 175.700
Catechinglucosid 71.415
Epicatechingallat-Dimer 540.900
66.210
Monogalloylglucose 123.090 56880
. . 165.350
Di-O-galloylglucose 243.635 78285
Gallussaure 64.595
Anmerkungen: PAU = engl. peak area units (Peakflacheneinheiten), Frk = Fraktion;

*zu 301.869 PAU auch in Frk 8 enthalten; n = 2;
Procyanidin-Trimer, Procyanidin-Dimer (monogalloyliert), Monogalloylglucose und
Di-O-galloylglucose waren mehrfach nachweisbar (Isomere).

Die Frk 1 und 2 wiesen lediglich drei weitere Stilben-Komponenten auf: ein oxidiertes
Resveratrol-Dimer in Frk 1 (103.700 PAU) sowie Piceatannolglucopyranosid und einen mit
Uber 2,7 Millionen PAU besonders hohen Gehalt an Trihydroxystilbenglucosid in Frk 2. In
Abb. 24 werden die identifizierten Stilbene in den GT10-Frks dargestellt (siehe auch
Anlage 21). Auffallig waren auRerst hohe PAU der Stilben-Verbindungen Piceatannol-
glucopyranosid in Frk 3 (ca. 2,5 Milionen PAU), THS-galloylglucosid in Frk 4
(ca. 1,5 Millionen PAU), Rhaponticingallat in Frk 5 (ca. 1,8 Millionen PAU) und Resveratrol-
Dihydrodimer (ca. 2,2 Millionen PAU [mit ca. 2,6 Millionen PAU auch in Frk 8 stark vertreten])
wie auch Rhapontigenin (ca. 2,6 Millionen PAU) in Frk 6.
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Abb. 24: Peakflacheneinheiten identifizierter Stilbene in Fraktionen (Frks) der Ethylacetat-Phase des
Genotyps 10 Erntejahr 2014 (n = 2; bezogen auf 1 mg Frk; PAU = engl. peak area units
[Peakflacheneinheiten], THS = Trihydroxystilben).

Rhaponticingallat in Frk 5 (143.022 + 1.655.623 PAU) und Resveratrol-Dihydrodimer
in Frk 6 (1.053.045 + 1.164.538 PAU) waren mehrfach nachweisbar (Isomere), sodass die in
Abb. 24 angegebenen Peakflachenwerte aus der jeweiligen Summe resultieren.

4.2.2.2.2 Weitere identifizierte Verbindungen

Weitere qualitativ bestimmbare Inhaltsstoffe der einzelnen Frks (bezogen auf
1 mg Frk) waren Sennosid (einfach glykosyliert) in Frk 5 (88.138 PAU), Torachrysonacetyl-
glucosid (Naphtholglucosid) und ein Dimer aus Aloeemodin/Emodin in Frk 6
(64.337 / 198.625 PAU), Aloeemodinmonoglucosid in Frk 7 (752.286 PAU) sowie Emodin
(Aglykon) in Frk 8 (85.556 PAU), d.h. berwiegend glucosylierte Anthrachinone. Die Frk 8 ent-
hielt des Weiteren u.a. die ko-eluierenden Verbindungen Torachrysonglucopyranosid und
Desoxyrhapontigeninacetylglucosid (925.280 PAU) sowie zu etwa einem Drittel eine Anreiche-
rung unbekannter oder nicht eindeutig identifizierbarer Substanzen.

Frk 9 und Frk 10 wiederum enthielten im Wesentlichen Anthrachinone (weder Standard- noch
weitere identifizierbare Verbindungen). Da diese Frks im Rahmen der vorliegenden Arbeit bis
auf eine Ausnahme nicht in die funktionelle Testung einbezogen worden sind, soll lediglich
Anlage 22 einen Uberblick tber die betreffenden Inhaltsstoffe vermitteln.
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4.3 Antifungale Wirksamkeit der Gesamtextrakte in vitro
(Mycelwachstumstests)

Die aus den Wurzeln der einzelnen Rheum/Rumex-GTs gewonnenen Gesamt-
extrakte unterschieden sich wegen der Aufkonzentrierung von Polyphenolen in der EtOAc-
Phase deutlich in ihrer Aktivitat gegeniber den in Kap. 3.1.4 gelisteten Phytopathogenen.
Gegenuber den pathogenen Pilzen Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani,
R. zeae, Sclerotinia sclerotiorum sowie Thielaviopsis basicola zeigten jedoch weder die H2O-
noch die EtOAc-Phasen aller getesteten Extrakte eine nach interner Regel (siehe Kap. 3.2.3)
ausreichende Wirksamkeit. Dennoch lagen die durch die EtOAc-Phasen verursachten Wachs-
tumswerte (relatives Wachstum im Vergleich zur Kontrolle) stets gleich oder niedriger als die
der H2O-Phasen (siehe Anlage 23).

Wasser-Phasen: Gegenuber den Ubrigen Erregern waren meist nur die EtOAc-
Phasen ausreichend wirksam. Mittels der H,O-Phasen konnten i.d.R. lediglich Wachstums-
werte von weit Uber 50 % erreicht werden (siehe Anlage 24). Die H.O-Phasen des GT02 E09
und des GT10 E14 bewirkten gegentiber der Fusarium-Spezies F. oxysporum f.sp. lycopersici
(FOL race 2) dagegen selbst bei 500 ppm Einsatzkonzentration Wachstumswerte von
@ 41 bzw. 45 % (Bildmaterial siehe Anlage 25). Uber 7 d hinaus konnte aber keine dauerhafte
Teilhemmung beobachtet werden (GT10 E14). Ahnlich verhielt es sich bei der H,O-Phase des
GT30 gegeniber dem Phytophthora capsici-Isolat LT1534 (500 ppm: @ 48 % rel. Wachstum).
Die H>O-Phasen des GT05 und des GT11 erzielten gegeniber Venturia inaequalis bei
500 ppm nach 21 d Wachstumswerte von & 47 bzw. 36 %. Die Wirkung der H>O-Phase des
GT11 bei 1000 ppm (D 25 % rel. Wachstum) lie? sich bestatigend reproduzieren (nach 21 d
& 20 % rel. Wachstum, SD = 0,50; n = 4).

Ethylacetat-Phasen: Im Folgenden soll zunachst auf die Ergebnisse der
Mycelwachstumstests (MWTs) bei 1000 ppm-Dosierungen der EtOAc-Phasen eingegangen
werden (Primarscreening 1. Stufe). Hierflr sind in Tab. 18 die Daten aller Extrakte gegen die
nicht bereits entfallenen Phytopathogene aufgetragen. Die Wachstumswerte von
F. graminearum sind ausgeschlossen, da hier lediglich die EtOAc-Phasen des GT02 E12
(D 44 % rel. Wachstum), GT24 (@ 42 %), GT29 (D 41 %, 500 ppm: @ 48 %) und des GT35
(D 38 %, 500 ppm: @ 41 %) das interne Kriterium erzielen konnten.
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Tab. 18: Relatives Wachstum nekrotropher und hemibiotropher Pilze und Oomyceten im Mycelwachs-
tumstest mit Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen, 1000 ppm-Dosierungen).

—— . o — N - — .
3 £ | §8 | § | 85 | %3 | 85 | &
22 8 3 S5 s «= |« « 3
$ i < w I £
(O] < w S

GT02 E09 39 36 34 37 15 40 26 30

GT02 E12 37 32 29 24 43 41 22 35

GTO05 E09 70 62 80 84 28 75 37 31

GT10 E12 17 19 27 19 16 9 14 0

GT10 E14 44 26 30 44 34 38 25 23

GT11 E12 37 70 49 540 45 67 61 23

GT14 E12 42 28 37 42 532 62 522 49

GT23 E12 36 19 34 13 40 35 16 21

GT24 E12 522 36 32 63 41 80 42 49

GT29 E12 36 32 30 30 46 52 29 37

GT30 E12 23 51 77 67 32 56 36 53

GT32 E12 41 35 35 43 52 61 58 46

GT35 E12 73 27 28 31 47 25 21 37

GT36 E09 37 21 36 27 51 32 15 19

GT36 E12 43 22 35 32 47 43 21 30

Anmerkungen: angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle;

nach einer Inkubationsdauer von 7 d, *nach 14 d, **nach 21 d;

Werte > 50 % basieren auf je einem technischen Replikat,

Werte < 50 % auf dem Mittelwert von je zwei biologischen Replikaten,
aDoppelbestimmung, da Bestimmung | < 50 %,

bDoppelbestimmung, da 7 d-Werte < 50 %;

A. brassicicola = Alternaria brassicicola, M. oryzae = Magnaporthe oryzae;

Waéhrend die Extrakte des GT11, GT14 und GT24 nennenswerte Effekte gegentber
(in der Reihenfolge) Venturia inaequalis (3 23 %; reproduzierbar [M 21 %, SD 2,00;

n = 4]), Fusarium culmorum (D 28 %) sowie FOL race 2 (d 32 %) beobachten lieRen,
konnten durch die Ethylacetat-Phasen des GT36 (beide Erntejahre) sowohl gegeniber
F. culmorum als auch dem Phytophthora capsici-lsolat LT263 Wachstumswerte von

@ < 25 % erzielt werden (Mehrfachbestimmungen siehe Anlage 26), wobei der
E09-Extrakt im Allgemeinen meist bessere Wirkungen aufzeigte (Mehrfachbestimmung
geg. V. inaequalis siehe Anlage 26).

Die MWTs zeigten bei 1000 ppm Anwendungskonzentration sowohl gegeniber dem
nekrotrophen Pilz Alternaria brassicicola als auch gegenlber den Ubrigen, hemibiotrophen
Phytopathogenen z.T. vergleichsweise starke antifungale Effekte der einzelnen Extrakte auf
(siehe Tab. 18). Gemessen an der Anzahl von Erregern, deren Mycelwachstum ausreichend
gehemmt wurde, zeigten die Extrakte des GT02 und GT10 aus beiden Erntejahren sowie die
des GT23 und GT36 E12 eine 100 %ige Breitenwirksamkeit. Ahnlich, wenn auch leicht schwa-
cher, bewiesen sich die EtOAc-Phasen der GTs 29, 35 sowie 36 E09 (88 % Breitenwirksam-
keit). Die Extrakte des GT05 und des GT30 zeigten demgegentber eine nur schwache Brei-
tenwirksamkeit von je 38 % (ausreichende Wirksamkeit geg. drei von acht Pathogenen).
Basierend auf den Mittelwerten der jeweiligen Wachstumsraten konnte bei dem Extrakt des
GT10 E12 ein relatives Mycelwachstum der betreffenden Pathogene von
durchschnittlich 15 % ermittelt werden. Nachgeordnet waren mit im Mittel 27, 30, 32 und 33 %
die Extrakte der GTs 23, 36 E09, 02 E09 und E12 sowie mit durchschnittlich ebenfalls 33 %
der des GT10 E14. Die Wachstumswerte der GT05- und GT30-Extrakte lagen dagegen erneut
(fast) aulRerhalb der Bewertungsschwelle (J 58 bzw. 49 %). Die beiden zuletzt genannten
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Extrakte zeigten jedoch Teilhemmungseffekte gegentiber dem Oomyceten P. capsici (mit
@ 30 % rel. Wachstum v.a. geg. LT1534).

Bei A. brassicicola bewirkte die EtOAc-Phase des GT30 einen durchschnittlichen Wachstums-
wert von unter 25 %, der sich in Nachfolgebestimmungen aber nicht reproduzieren liefl3
(M 53 % rel. Wachstum, SD 1,26; n = 4). Weiterfihrende Erlauterungen sind den Anmerkun-
gen der Tab. 18 zu enthehmen.

Die Extrakte der Genotypen 29 und 35 zeigten in Erstuntersuchungen gegenuber
dem P. capsici-lsolat LT1534 bemerkenswerte Ergebnisse (Abb. 25). Durch die Einwirkung
der EtOAc-Phasen kam es z.T. zum Absterben des Oomyceten und nur aus vitalen Stellen
heraus zu Luftmycelbildungen (siehe Abb. 25, 3. Bild von links). An den Gbrigen Stellen konnte,
durch Zellwandauflésung seitens der Extrakte, die dosisabhangige (v.a. bis 250 ppm) Anwe-
senheit und nach Aufschwemmung detektierbare Vitalitat pilzeigener Bakterien beobachtet
werden. Das regulare Wachstum des Pathogens auf den Platten wurde innerhalb der Ver-
suchsdauer zu 100 % eingestellt (bewertet als 0 % rel. Wachstum). Die dennoch ermittelten
Wachstumswerte von @ 28 bzw. 24 % lieRen sich in einer zeitnah durchgefuhrten Messreihe
reproduzieren (M 27/21 % rel. Wachstum, SD 0,96/1,41; n = 4). Da derartige Effekte jedoch in
Nachfolgeversuchen nicht mehr beobachtet werden konnten, entfiel deren Deklarierung als
Nullwachstum. Der Extrakt des GT35 bewirkte aber bei den Isolaten LT123 und LT263 eine
Hemmung des Wachstums von im Mittel 75 % bis 79 %.

Phytophthora capsici-lsolat LT1534

Kontrolle GT35 1000 ppm GT35 500 ppm GT29 125 ppm

Abb. 25: Mycelwachstum des Phytophthora capsici-lsolats LT1534 im Mycelwachstumstest mit den
Ethylacetat-Phasen der Genotypen (GTs) 29 und 35.

Der Extrakt von Genotyp 23 erzielte gegenulber der Halfte der in Tab. 18 aufgefihrten
Phytopathogene relative Wachstumswerte von unter 25 %, wobei die antifungale Wirkung ge-
genuber Magnaporthe oryzae mit @ 13 % am besten ausfiel (Abb. 26). Die diesbezlglichen
Werte lief3en sich mit @ 31 % bis 48 % (SD 1,15-3,86; n = je 4) zwar nicht reproduzieren, aber
die Effekte waren im Bewertungsrahmen wiederholbar (Schwellenwert fir ausreichend bis
sehr gut zu bewertende Ergebnisse: rel. Mycelwachstum < 50 %).

Magnaporthe oryza
SEE————

S —_—

Kontrolle GT23 1000 ppm

Abb. 26: Mycelwachstum von Magnaporthe oryzae im Mycelwachstumstest mit der Ethylacetat-Phase
des Genotyps (GT) 23.
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Ernteunterschiede zwischen den Extrakten der Genotypen 02 Erntejahr 2009 und
02 Erntejahr 2012 konnten, wenn Uberhaupt, nur mit leichter Tendenz einer besseren Wirk-
samkeit des GT02-Extraktes aus den Wurzeln der spater erfolgten Ernte ausgemacht werden.
Wahrend der GT02 EQ9-Extrakt insbesondere gegen zwei der drei Oomyceten auffallend wirk-
sam war, erzielte der des GT02 E12 vergleichbare Wirkungen gegentber FOL race 2,
M. oryzae (d 24 % rel. Wachstum) und ebenfalls LT263. Die Wirkung des GT02 E09-Extraktes
gegen das P. capsici-lsolat LT1534 (@ 15 % rel. Wachstum) lie3 sich mit
@ 39 % relativem Wachstum (SD 3,30; n = 4) nicht reproduzieren. Dennoch war bei den Ex-
trakten aus dem GT02-Wurzelmaterial, wie oben bereits erwahnt, eine breitenwirksame Teil-
wirkung zu beobachten.

Bei den Extrakten der Genotypen 10 Erntejahr 2012 und 10 Erntejahr 2014 zeigte
der Extrakt aus den 2014 geernteten Wurzeln grundsatzlich schlechtere Wirkungen. Die
Wachstumswerte bewegten sich aber noch im Rahmen des intern festgelegten Kriteriums.
Durch den GT10 E14-Extrakt konnte v.a. das Wachstum von F. culmorum
(D 26 % rel. Wachstum), LT263 (@ 25 %; M 18 %, SD 1,26; n = 4) sowie V. inaequalis
(D 23 %; M 26 %, SD 1,50; n = 4) reproduzierbar gehemmt werden. Diese Werte wurden
seitens des GT10 E12-Extraktes je Ubertroffen und aufderten sich im Hinblick auf V. inaequalis
im besten Testergebnis der gesamten Versuchsreihe (Abb. 27) — einer 100 %igen Hemmung
des Wachstums selbst nach sechs Wochen Beobachtungsdauer (M 16 % rel. Wachstum,
SD 3,40; n = 4).

Venturia inaequalis

GT10 E12:

GT10 E14:

Abb. 27: Mycelwachstum von Venturia inaequalis im Mycelwachstumstest mit den Ethylacetat-Phasen
der Genotyp (GT) 10 Erntejahr 2012 (E12)- und Erntejahr 2014 (E14)-Extrakte (1000 ppm; n = 2;
nach einer Inkubationsdauer von sechs Wochen).

Mit & 9 % relativem Wachstum hatte der GT10 E12-Extrakt auch auf das P. capsici-
Isolat LT123 eine hemmende Wirkung (M 20 %, SD 7,19; n = 4).

Alle Daten der Wiederholungsversuche sind der Anlage 26 zu entnehmen. MWTs mit inhalts-
stoffbezogen charakteristischen (GT02/GT10 vs. GT05/GT30) und den im weiteren Verlauf
dieser Arbeit gezielt untersuchten Gesamtextrakten des GT02 und GT10 sind in Abb. 28 dar-
gestellt.
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Abb. 28: Relatives Wachstum nekrotropher und hemibiotropher Pilze und Oomyceten im Mycelwachs-
tumstest mit den Rheum/Rumex-Wurzelextrakten der Genotypen (GTs) 02 Erntejahr 2012 (E12),
GTO05 E09, GT10 E12 und GT30 E12 (Ethylacetat-Phasen, 1000 ppm-Dosierungen; n 2 3, SEM;
nach einer Inkubationsdauer von 7 d [Magnaporthe oryzae: 14 d, Venturia inaequalis: 21 d];
angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle; A. brassicicola = Alternaria brassicicola,
F. culmorum = Fusarium culmorum, P. capsici = Phytophthora capsici [Isolat LT1534]). Die rote
Linie kennzeichnet den Schwellenwert fiir ausreichend bis sehr gut zu bewertende Ergebnisse
(rel. Mycelwachstum < 50 %). Signifikante Unterschiede im Mycelwachstum gegeniiber der
Kontrolle sind mit Sternchen markiert (Dunnett-Test/Dunn-Test versus Kontrolle, P < 0,032).

Ergebnisse von MWTs nach vier- bis sechsjahriger Lagerung der Extrakte kdnnen der
Anlage 27 entnommen werden. Mit dem GT10-Extrakt beider Erntejahre war nach langerer
Lagerdauer ein relatives Mycelwachstum der Fusarium-Spezies von durchschnittlich etwa
24 Y% feststellbar.

Fur die Blattsegmenttests (BSTs) erfolgte auf Basis ihrer antifungalen Effekte auf das
Mycelwachstum ausgewahlter Phytopathogene eine Selektion der Gesamtextrakte. Hierfur
wurden die Extrakte des GT02 und GT10 je beider Erntejahre, die EtOAc-Phasen des GT24,
GT29 und GT35 sowie, zum Vergleich, diejenigen des GT05 und des GT30 (inkl. H2O-Phase)
ausgewahlt. Die H,O-Phase erklarte sich tber den bei dem betreffenden Extrakt ermittelten
Effekt gegenuber P. capsici. Die Auswahl der GT02- sowie GT10-Extrakte basierte auf ihrer
Breitenwirksamkeit und den ihrerseits beeinflussten Wachstumsraten. Die EtOAc-Phasen des
GT29 und GT35 waren aufgrund ihrer z.T. beobachtbaren zellwandauflésenden Wirksamkeit
gegenuber dem Falschen Mehltau auch im BST gegenliber dem Gerstenmehltau interessant.
Hinzu kam, dass die meisten der hier ausgewahlten Extrakte gegentber FOL race 2 bis zu
einer Einsatzkonzentration von 125 ppm ausreichend wirksam waren (mit
d 39 % rel. Wachstum v.a. GT35), GT02 EO9 und GT10 E12 (u.a.) mit
J 41 % bis 44 % relativem Wachstum sogar bis 62,5 ppm. Die Ergebnisse der MWTs bei
geringeren Dosierungen (Primarscreening 2. Stufe) sind der Anlage 28 zu entnehmen.
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4.4 Antifungale Wirksamkeit von Extrakten und Polyphenolstandards
in Blattsegmenttests mit Getreidemehltau

441 Blattsegmenttests mit Gesamtextrakten

Die in den Gersten-BSTs ermittelte Wirksamkeit von Rheum/Rumex-Gesamtextrak-
ten (EtOAc-Phasen) gegeniber dem obligat biotrophen Gerstenmehltau Blumeria graminis
f.sp. hordei (Bgh) ist zusammenfassend in Abb. 29 dargestellt.
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Abb. 29: Gersten-Blattsegmenttests mit Gesamtextrakten. Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh)-Befall
von Gerstenblattern (‘Lawina’) zwei Wochen nach der Mehltauinfektion im Blattsegmenttest mit
prainfektionell applizierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen; n 2 15, SEM;
GT = Genotyp, E = Erntejahr). Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der Kontrolle
(K; dest. Wasser) sind mit Sternchen markiert (P < 0,050).

In Abb. 29 zeigt sich, dass bei einer Anwendungskonzentration von 500 ppm alle
damit getesteten Extrakte signifikant zur Kontrolle (@ 88 % Befall) abweichende Bgh-Effekte
erzielen konnten (Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,001). Dies war auch bei Einsatz der gerings-
ten Dosierung (63 ppm) der Fall, wobei die Extrakte dosisabhangig z.T. stark und im Vergleich
zum GT24 und GT35 deutlich in ihrer Wirkung abfielen (Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,005).
Dementsprechend waren auch bei den 125 ppm- und 250 ppm-Dosierungen der Extrakte sig-
nifikant zur Kontrolle abweichende Bgh-Effekte feststellbar (Dunn-Test vs. Kontrolle,
P < 0,001). Im Vergleich der beiden Erntejahre des Wurzelmaterials von GT02 und GT10
zeigte sich, dass die jeweils friihere Charge (E09, E12) einen deutlicheren Bgh-Effekt erzielte
(250 ppm: @ 0 vs. 8-10 % Befall). Der GT10 E12 bewirkte als einziger Extrakt bei sowohl
250 ppm als auch 125 ppm praktisch befallsfreie Blatter (d 0 % Befall). Im Test gegen den
biotrophen Gerstenmehltau waren auch die Extrakte des GT05 und GT30 effektiv (250 ppm:
@d 3/2 % Befall), der GT30-Extrakt mit @ 4 % Befall bis 125 ppm (H.O-Phase
500/250/125/63 ppm: @ 0/3/3/81 % Befall; n = 15, SD 0,00/3,59/2,58/3,35). Die héchste Akti-
vitat Uber alle Einsatzkonzentrationen wies die EtOAc-Phase des GT35 auf (500-63 ppm:
@ 0-5 % Befall; Abb. 30).
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Abb. 30: Gerstenmehltau-Befall von Gerstenblattern (‘Lawina’) im Blattsegmenttest mit der
prainfektionell applizierten Ethylacetat-Phase des Genotyps (GT) 35 gegeniiber der Kontrolle
(dest. Wasser).

In Abb. 31 sind die Ergebnisse eines BST an Weizenblattern (‘Sokrates’) nach prain-
fektioneller Behandlung mit den EtOAc-Phasen des GTO02 beider Erntejahre dargestellt. Mit
Ausnahme des GT02 E12-Extraktes in der 63 ppm-Dosierung unterschieden sich die Extrakt-
proben in ihrer Wirksamkeit auch gegeniber dem Weizenmehltau Blumeria graminis
f.sp. tritici (Bgt) signifikant von der Kontrolle (Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,029). Die Dosis-
Wirkungs-Abhangigkeit war vergleichbar.
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Abb. 31: Weizen-Blattsegmenttests mit Gesamtextrakten. Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt)-Befall von
Weizenblattern (‘Sokrates’) zwei Wochen nach der Mehltauinfektion im Blattsegmenttest mit
prainfektionell applizierten Wurzelextrakten des Genotyps (GT) 02 (Ethylacetat-Phasen; n = 15,
SEM,; E = Erntejahr). Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der Kontrolle (K; dest.
Wasser) sind mit Sternchen markiert (P < 0,050).

Die antifungalen Wirkungen der EtOAc-Phasen des GT02 E12 und des GT10 E12 im
Primarscreening waren letztlich Entscheidungsgrundlage flr deren Einsatz in Freiland-
versuchen. Fur die Versuche des Sekundarscreenings wurde aus den oben genannten Grun-
den mitdem GT10 E14 eine neue Charge des GT10 erzeugt. Der Extrakt des GT02 E12 diente
dabei z.T. als interner Vergleichsstandard. Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse von
Gersten-BSTs mit Frks des GT10-Gesamtextraktes beziehen sich daher auf die Fraktionierung
der neuen Charge (GT10 E14, EtOAc-Phase).

4.4.2 Blattsegmenttests mit Extraktfraktionen

Die Ergebnisse der Gersten-BSTs mit isolierten Frks des GT10 E14 (EtOAc-Phase)
bei 250 ppm-Anwendungskonzentration sind in Abb. 32 dargestellt. Die Applikation der
Frks 1 und 2 resultierte in einem Bgh-Befall von im Mittel 5 % bzw. 2 %. Ahnlich verhielt es
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sich bei der Frk 5 mit @ 3 % Befall. Gemal} der Charakterisierung mittels LC-MS wiesen die
Frk 3 bis 8 vorrangig Stilben-, die Frk 1 und 2 v.a. Flavan-3-ol-Komponenten auf.
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Abb. 32: Gersten-Blattsegmenttests mit Extraktfraktionen. Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh)-Befall
von Gerstenblittern (‘Lawina’) zwei Wochen nach der Mehltauinfektion im Blattsegmenttest mit
prainfektionell applizierten Fraktionen (Frks) der Ethylacetat-Phase des Genotyp 10 Erntejahr
2014-Gesamtextraktes (250 ppm; n = 28, SEM). Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegen-
tiber der Kontrolle (K; dest. Wasser) sind mit Sternchen markiert (P < 0,050).

Detaillierte Variationen in der Effizienz der Frks konnten hauptsachlich unter den
stilbenhaltigen Einheiten ausgemacht werden. Hier erwiesen sich die Frk 4 und 7 mit einem
Befallsgrad von & 10 % bis 12 % als ahnlich effektiv gegenliber Bgh. Die Gbrigen Frks, darun-
ter die anthrachinonhaltigen Frk 8 bis 10 (in Frk 8 nur in Spuren), zeigten mit einem Befall von
@ 24 % bis 57 % vergleichsweise moderate Bgh-Effekte. Statistisch betrachtet waren die Bgh-
hemmenden Effekte der Frks mit nur einer Ausnahme signifikant (Dunnett-Test, P < 0,001).
Die genannte Ausnahme betraf Frk 6, deren Bgh-Effekt, mit Ausnahme der Frk 9 und 10, auch
signifikant gegentiber den Bgh-Effekten der anderen Frks abwich (Tukey-Test, P < 0,039). Die
Bgh-Effekte der Frk 1, 2 und 5 zeigten, verglichen untereinander, keine statistischen Abwei-
chungen, auch nicht gegentiber den Frk 4 und 7. Geringer dosiert (125 ppm) lie} die Wirksam-
keit aller Frks nach (siehe Anlage 29). Mit Ausnahme der Frk 6 und 9 waren die Bgh-hemmen-
den Effekte der Frks dennoch signifikant (Dunnett-Test, P < 0,007). Die Daten der Bonitur nach
einer Woche kénnen der Anlage 30 enthnommen werden.
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4.4.3 Blattsegmenttests mit Standardsubstanzen

Einzelanwendung: Die Bgh-Effekte Rheum-typischer Polyphenolstandards aus den
Gruppen der Procyanidine, Catechine und Stilbene sind in Abb. 33 dargestellit.
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Abb. 33: Gersten-Blattsegmenttests mit Polyphenolstandards in Einzelanwendung. Blumeria graminis
f.sp. hordei (Bgh)-Befall von Gerstenblattern (‘Lawina’) zwei Wochen nach der Mehltauinfektion
im Blattsegmenttest mit prainfektionell applizierten Polyphenolstandards (125 ppm; n = 30,
SEM; PRO = Procyanidin, C = Catechin, EC = Epicatechin, EGC = Epigallocatechin,
ECG = Epicatechingallat, EGCG = Epigallocatechingallat, THSG = 3,4,5-Trihydroxystilben-3-O-
B-D-glucosid/-glucopyranosid [Piceid], PIC = Piceatannol, RHA = Rhaponticin,
RES = Resveratrol, DRHA = Desoxyrhaponticin). Signifikante Unterschiede im Befallsgrad
gegentiber der Kontrolle (K; dest. Wasser) sind mit Sternchen markiert (P < 0,050).

Die Abb. 33 verdeutlicht, dass die Bgh-hemmenden Effekte aller reprasentativen
Standards signifikant waren (Dunnett-Test, P < 0,001). Aus jeder Gruppe erzielte mindestens
eine Substanz eine Hemmung des Pathogens von Uber 90 % (z.B. ECG, RES). Unter den
Procyanidinen wies PRO B2 die vergleichsweise schwachste Wirkung gegenuber Bgh auf, die
sich zudem signifikant von der des PRO C1 und der des Epicatechins unterschied (Tukey-
Test, P < 0,028). Die Bgh-Effekte des Catechins, des Epigallocatechins und des Epigallo-
catechingallats wichen statistisch ebenfalls von dem des Epicatechins ab (Tukey-Test,
P < 0,001), welches in der Konzentrationsstufe 125 ppm den unter den Polyphenolstandards
besten Bgh-Effekt zeigte. Bei der gegentber Bgh schwachsten (Stilben-)Verbindung handelte
es sich um THSG. Einzelbetrachtungen der getesteten Polyphenolstandards in Anwendungs-
konzentrationen von 500 ppm bis 32 ppm sind der Anlage 31 zu entnehmen.

Kombinationsanwendung: Zur Klarung der Fragestellung potentiell synergistischer
Bgh-Effekte von Rheum-Polyphenolen wurden neben den Tests mit den Standardsubstanzen
in Einzelanwendung auch solche in Kombination durchgefiihrt. Hierfir wurden Lésungen aus
je einem reprasentativen Flavan-3-ol und einer Stilben-Verbindung in unterschiedlichsten
Mischungsverhaltnissen angesetzt und gegen die Standardiésungen, die separat appliziert
wurden, im Gersten-BST auf ihren Bgh-Effekt hin geprift. Die Abb. 34 zeigt eine solche
Synergismusstudie am Beispiel der Kombinationsanwendung von ECG und RES. 10 d nach
der Testanlage war der Bgh-hemmende Effekt beider Einzelpraparate, insbesondere der des
ECG, in der geringsten Dosierung (8 ppm) verhaltnismaRig schwach und im Vergleich zu den
Ubrigen Dosierungen (Dunnett-Test, P <0,001) nicht signifikant. Statistisch traf dies auch auf
die 16 ppm-Konzentration der ECG-LAsung zu. In Kombination konnte die Wirksamkeit der
Einzelstandards deutlich verbessert werden, welche sich lediglich im Falle des
8+16 ppm-Mischungsverhaltnisses nicht signifikant von der Kontrolle unterschied, sonst aber
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schon (Dunnett-Test, P < 0,001). Dieselben Aussagen konnte auch nach 20 d getroffen wer-
den (siehe Anlage 32).
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Abb. 34: Gersten-Blattsegmenttests mit Polyphenolstandards in Kombinationsanwendung.
Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh)-Wirkungsgrad in Gerstenblattern (‘Lawina’) 10 d nach der
Mehltauinfektion im Blattsegmenttest mit den prainfektionell applizierten Polyphenolstandards
Epicatechingallat (ECG) und Resveratrol (RES) in Einzel- und Kombinationsanwendungen
(n = 15, SD). Signifikante Unterschiede im Wirkungsgrad gegeniiber der Kontrolle (dest.
Wasser) sind mit Sternchen markiert (P < 0,050).

Wahrend die Einzelstandards in der Hemmung von Bgh Schwachen aufwiesen, zeig-
ten bestimmte Mischungsverhéltnisse eine Wirksamkeit, die Uber die einfache Wirkungssum-
mierung hinausging. In Tab. 19 sind die beobachteten (im BST bonitierten) und nach
CoLBY (1967) berechneten Wirkungsgrade gegentiber Bgh bei der kombinierten Anwendung
der Standardsubstanzen ECG und RES im Gersten-BST aufgegliedert. Ubrige Kalkulationen
finden sich in Anlage 33.

Tab. 19: In den Gersten-Blattsegmenttests mit den Polyphenolstandards Epicatechingallat und

Resveratrol in Kombinationsanwendung beobachtete und nach der Colby-Formel berechnete
Wirkungsgrade gegeniiber Gerstenmehltau.

ECG+RES 32 16 8 32 16 16 8 63 32 16 8
[ppm] +32 | #16 | +8 | +16 | +8 | +32 | +16 | +16 | +8 | +63 | +32

‘[’;0‘15"“"““‘“ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 95 | 100 | 100 | 100 | 100

WGberechnet
[%]
Anmerkungen: ECG = Epicatechingallat, RES = Resveratrol, WG = Wirkungsgrad;

groRte Unterschiede bei hoherem RES-Anteil und geringen Einsatzkonzentrationen

98 93 70 97 89 95 80 97 95 94 86

Synergismusstudien (Gersten-BSTs) wurden auch mit den polyphenolischen Verbin-
dungen RHA und PRO B2 durchgefihrt. Bei statistischer Betrachtung der 8 ppm-Dosierungen
in den Einzel- und Kombinationsanwendungen konnte mittels Dunnett-Test nachgewiesen
werden, dass sich der nicht signifikante Bgh-hemmende Effekt des PRO B2 nach 10 d (8 ppm:
P =0,063) durch die 1:1-Kombination mit RHA signifikant verbessern lie3 (P < 0,001) und nach
der Colby-Formel (siehe Kap. 3.2.4.1) ein synergistischer Effekt vorlag (81 % beobachteter vs.
70 % berechneter Bgh-Wirkungsgrad), da die antifungale Wirkung der Wirkstoffkombination
groRer als die Summe der Effekte der einzeln applizierten Aktivsubstanzen war. Die betreffen-
den Daten (inkl. der 20 d-Werte) sind der Anlage 34 (und Anlage 33) zu entnehmen.
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4.5 Histochemische Studien zur Wirksamkeit von
Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’-Extrakten im Pathosystem
Gerste — Gerstenmehltau

Im Rahmen der dem Sekundarscreening zugehorigen histochemischen Studien
konnte die in den Gersten-BSTs festgestellte Hemmung der Bgh-Infektion mittels Farbetech-
niken und Mikroskopie naher untersucht werden. Untersuchungsmaterial waren die EtOAc-
Phasen des GT02 E12 (Vergleichsuntersuchungen) und des GT10 E14 (inkl. Frks und Rein-
substanzen).

4.5.1 Nachweis direkter antifungaler Effekte

Unter Nutzung resistenter Mutanten der Sommergersten (SG)-Linie ‘Ingrid’ als Posi-
tivkontrollen (mlo5, Mla12, Mig21), liel’ sich bei allen drei Mutanten 48 h nach der Infektion
(engl. hours after infection [HAI]) mit Bgh eine im Vergleich zu ihrem anfalligen Wildtyp (WT)
Mlo signifikant reduzierte Konidienkeimrate feststellen (Dunnett-Test, P < 0,001; Abb. 35 A).
Untereinander zeigten die Ingrid-Mutanten keine signifikanten Wirksamkeitsunterschiede
(Holm-Sidak-Test, P = 0,783). Die Bgh-Keimrate war nach prainfektioneller Behandlung sus-
zeptibler Pflanzen der SG-Sorte ‘Lawina’ mit dem Extrakt des GT10 E14 in ahnlicher Art be-
eintrachtigt (500-125 ppm: Dunnett-Test, P < 0,001). Wie aus Abb. 35 A ersichtlich, lag die
Zahl an appressorienbildenden Konidien dosisabhangig auch 24 HAI und 72 HAI z.T. signifi-
kant niedriger als im Falle der unbehandelten Kontrolle (500+250/500 ppm: Dunnett-Test,
P < 0,005).
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Abb. 35: Antifungale Effekte des Genotyp 10-Extraktes auf die Konidienkeim- und Haustorienformations-
rate von Mehltau in Gerstenpflanzen. A, B) Konidienkeimrate (A) und Haustorienformationsrate
(B) von Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) 24-72 h nach der Infektion (engl. hours after
infection [HAI]) von Gerstenpflanzen der resistenten Linie ‘Ingrid’ (unbehandelt [dest. Wasser])
bzw. anfilligen Sorte ‘Lawina’ (unbehandelt / priinfektionell behandelt [Genotyp {GT} 10 Ernte-
jahr 2014 Ethylacetat-Phase]) (n = 10-15*100 Interaktionstypen, A: SD, B: SEM). Signifikante
Unterschiede in den Bgh-Keimraten und -Haustorienraten gegeniiber der jeweiligen Kontrolle
(WT = Wildtyp) sind mit Sternchen markiert (P < 0,050).
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Bei erfolgreicher Penetration seitens der Bgh-Konidien war detektierbar, dass diese
quantitativ haufiger direkt tGber die Zellwand in die pflanzliche Zelle eindrangen. Weniger haufig
erfolgte dies antiklinisch durch den Zwischenzellraum und im Mittel selten Uber die Spalt-
offnungen (siehe Anlage 35 [und Anlage 36]). Die Abb. 35 B bezieht sich auf die nach der
Besiedlung des Pflanzengewebes folgende Ausbildung von Haustorien. Diese wurden im Ver-
gleich zu den unbehandelten Kontrollen und bzgl. aller Dosierungen nur im Falle der
GT10 E14-Behandlungen 48 HAI mit signifikant niedrigeren Raten gebildet (Dunnett-Test,
P < 0,040). Zudem wiesen die Kontrollblatter quantitativ mehr voll entwickelte Haustorien-
formationen auf, wahrend diese bei den extraktbeeinflussten Blattproben eher als
cytoplasmatische Verdichtungen in Erscheinung traten (Vorstufe; 250 ppm). Bei Ingrid aul3erte
sich ein vergleichsweise signifikant reduzierender Effekt auf die Haustorienrate (und die
Sekundarhyphenrate) nur im Falle der penetrationsresistenten Mutante mlo5 (Dunnett-Test,
P = 0,017 [0,002]). Bezuglich der Extraktbehandlungen konnten die elongierten sekundaren
Hyphen (ESHs) betreffend zu keinem Probenahmezeitpunkt differenzierenden Aussagen ge-
tatigt werden (siehe Anlage 37 [und Anlage 38]).

Struktur-Wirkungs-Beziehungen: Bei gesonderter Betrachtung der Blattproben, die
mit den GT10 E14-Frks 2 und 5 behandelt wurden, war feststellbar, dass bereits 24 HAI etliche
der nicht gekeimten Konidien zersetzt bis aufgeldost erschienen, insbesondere infolge der
Frk 2-Behandlung. Hinsichtlich der Frk 5-Applikation waren Konidien auffindbar, die lediglich
primare Keimschlauche aufwiesen (48+72 HAI). 24 HAI und 48 HAI reduzierten die Frks 2 und
5 sowie deren Hauptkomponenten in Form der Standardsubstanzen ECG und RES die Bgh-
Konidienkeimraten signifikant (Dunnett-Test, P < 0,020; Abb. 36 A), sodass keine Wirksam-
keitsunterschiede zwischen Flavan-3-olen und Stilbenen ausgemacht werden konnten. In den
ECG- und Frk 5-behandelten Blattsegmenten wurde 48 HAI auch die Formation der
Haustorien signifikant gehemmt (Dunnett-Test, P < 0,030; Abb. 36 B).
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Abb. 36: Antifungale Effekte von Genotyp 10-Fraktionen und Polyphenolstandards auf die Konidienkeim-
und Haustorienformationsrate von Mehltau in Gerstenpflanzen. A, B) Konidienkeimrate (A) und
Haustorienformationsrate (B) von Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) 24-72 h nach der
Infektion (engl. hours after infection [HAI]) von Gerstenpflanzen der anfélligen Sorte ‘Lawina’
(unbehandelt [dest. Wasser] / prainfektionell behandelt [Genotyp 10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-
Phase-Fraktionen {Frks} 2 und 5 {250 ppm} sowie Standardsubstanzen Epicatechingallat {ECG}
und Resveratrol {RES; 125 ppm}] (n = 10-15*100 Interaktionstypen, A: SD, B: SEM). Signifikante
Unterschiede in den Bgh-Keimraten und -Haustorienraten gegeniiber der Kontrolle sind mit
Sternchen markiert (P < 0,050).

Entsprechend konnten infolge der Behandlungen mit den GT10 E14-Frks und Rein-
substanzen 24 HAI im Mittel praktisch keine elongierten (ESHs) ausgemacht werden
(n = 10*100 Interaktionstypen). 48 HAI wichen die ESH-Raten nach der prainfektionellen
Applikation beider Frks bereits signifikant vom Kontrollwert ab (Dunnett-Test, P < 0,036;
n = 15*100 Interaktionstypen). 72 HAI war der entsprechende Unterschied auch im Hinblick
auf ECG gegeben (Dunnett-Test, P < 0,008; n = 10*100 Interaktionstypen). Untereinander
zeigten die Praparate meist keine signifikanten Wirksamkeitsunterschiede (Holm-Sidak-
Test/Dunn-Test/Tukey-Test, P = 0,051) (siehe Anlagen 39, 40).

4.5.2 Nachweis induzierter Abwehrreaktionen

Ein weiterer Forschungsschwerpunkt betraf die im Rahmen der inkompatiblen
Interaktion induzierten und potentiell durch die Rheum-Wurzelextrakte induzierten Abwehr-
mechanismen der Modellpflanze Gerste. Die hierzu zahlenden postinfektionellen Papillen-
formationen und die hypersensitive Reaktion (HR) konnten mittels der histochemischen Un-
tersuchungen nicht mit vollstandiger statistischer Signifikanz verifiziert werden (Einzelwerte
und sonstige Daten siehe Anlagen 41-44), aber Trends aufzeigen. Die Abb. 37 zeigt die Raten
effektiver Papillenformationen infolge der Behandlungen mit den GT10 E14-Frks und Rein-
substanzen. Die Zahl an effektiven Papillen war 24 HAI bis 72 HAI stets hoher als die in der
zugehdorigen Kontrolle, bedingt durch die Behandlungen mit den Frks und ECG 48 HAI und mit
Ausnahme von Frk 5 72 HAI signifikant hoher (Dunnett-Test, P < 0,029). Untereinander zeigten
die Praparate uberwiegend keine signifikanten Wirksamkeitsunterschiede (48 HAI: Holm-
Sidak-Test, P = 0,151, aulRer bzgl. Frk 2/5 vs. RES [P = 0,014/0,030]; 72 HAI: Holm-Sidak-
Test, P = 0,381).

81



Ergebnisse

I
[

*

S
o
*

)
(4,
——
*
*
*
——*

w
o

)
[8)]
—1—

N
o

Bgh-Papillenformationsrate
[in % gekeimter Konidien]

Frk 2
ECG
ECG
Frk 5
ECG

c v o o
Kontrolle |EREH
RES [IMme———-

Kontrolle |[EE———

Frk 5
RES
Frk 2
Frk 2
Frk 5
RES

Kontrolle

24 HAI 48 HAI 72 HAI

Abb. 37: Effekte von Genotyp 10-Fraktionen und Polyphenolstandards auf die Papillenformationsrate in
Mehltau-infizierten Gerstenpflanzen. Papillenformationsrate gegeniiber Blumeria graminis
f.sp. hordei (Bgh) 24-72 h nach der Infektion (engl. hours after infection [HAI]) von Gersten-
pflanzen der anfélligen Sorte ‘Lawina’ (unbehandelt [dest. Wasser] / prainfektionell behandelt
[Genotyp 10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase-Fraktionen {Frks} 2 und 5 {250 ppm} sowie
Standardsubstanzen Epicatechingallat {ECG} und Resveratrol {RES; 125 ppm}]

(n = 5*100 Interaktionstypen, SEM). Signifikante Unterschiede in der Papillenformationsraten
gegeniiber der Kontrolle sind mit Sternchen markiert (P < 0,050).

Die Zahl an ineffektiven Papillen, welche ein Haustorium nach sich zogen (Abb. 38),
lag nach prainfektioneller Applikation der 500 ppm- und 250 ppm-Dosierungen des GT10 E14-
Gesamtextraktes 48 HAI signifikant niedriger als die in der zugehdérigen Kontrolle (Holm-Sidak-
Test vs. Kontrolle, P < 0,040; n = 5100 Interaktionstypen). 48 HAI war der Unterschied in der
Anzahl ineffektiver Papillen auch bei der penetrationsresistenten Mutante mlo5 bzw. der
Mutante Mig21 und ihrem anfalligen WT signifikant (Dunnett-Test/Holm-Sidak-Test vs.
Kontrolle, P = 0,013/0,028; n = 5*100 Interaktionstypen). Hinsichtlich der GT10 E14-Frks und
Reinsubstanzen konnten 24 HAI und 48 HAI ebensolche, aber nicht signifikante Unterschiede
ausgemacht werden (n = 5*100 Interaktionstypen) (siehe Anlage 45 [und Anlage 46]). 72 HAI
unterschieden sich die Raten ineffektiver Papillenformationen infolge der Stilben-
Behandlungen (Frk 5, RES) signifikant von der Kontrolle (Dunnett-Test, P < 0,022;
n = 5*100 Interaktionstypen). Zudem konnten in den Frk 5-behandelten Blattproben infolge der
ineffektiven Papillen lediglich cytoplasmatische Verdichtungen verzeichnet werden.
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Abb. 38: Ineffektive Papillen in einem reprasentativen, prainfektionell Genotyp 10 Erntejahr 2014 Ethyl-
acetat-Phase-Fraktion 5-behandelten (250 ppm) Gerstenblatt der anfélligen Sorte ‘Lawina’ 72 h
nach der Infektion mit Gerstenmehltau (1000-fache VergréBerung).

82



Ergebnisse

Trotz der teils unzureichenden statistischen Absicherung konnte der verifizierte Bgh-
Effekt zum Zeitpunkt der Haustorienbildung bestatigt werden.

Die ahnlich denen der HR-Quantifizierung ausgefallenen Untersuchungsergebnisse der
Nitroblautetrazoliumchlorid-angefarbten Proben sind aufgrund ihrer fehlenden Aussagekraft
der Anlage 47 zu entnehmen. Die Wirkstoffe des GT10 E14-Extraktes schienen im Vergleich
zur dest. Wasser-behandelten Kontrolle keinen signifikant abweichenden Einfluss auf die Ak-
kumulation von Superoxid zu nehmen.

4.5.3 Vergleichsuntersuchungen mit dem Gesamtextrakt aus
Rheum officinale ,,Genotyp 02

Die Vergleichsversuche mit der EtOAc-Phase des GT02 E12 (500-125 ppm) ergaben
im Wesentlichen die gleichen Resultate wie die mit dem GT10 E14-Extrakt:

= signifikant reduzierte Bgh-Keimrate mit leichter Schwache (nicht signifikantem Effekt) des GT02 E12-Extraktes
bei 125 ppm-Anwendungskonzentration 24 HAI (n = 8*50 Interaktionstypen, SEM < 8,52; 24 HAI: Dunnett-
Test, P < 0,013; 48 HAI: Dunnett-Test, P < 0,020; 72 HAI: Holm-Sidak-Test vs. Kontrolle, P < 0,041),

= zudem haufige Ausbildung von nur primaren Keimschlauchen, insbesondere bei 500 ppm-Anwendungs-
konzentration,

= signifikant reduzierte Bgh-Haustorienformationsrate mit leichter Schwache (nicht signifikantem Effekt) des
GT02 E12-Extraktes bei 250 ppm-Anwendungskonzentration 72 HAI (n = 4-8*50 Interaktionstypen,
SEM < 5,79; 24 HAI: Holm-Sidak-Test vs. Kontrolle, P < 0,025; 48 HAI: Dunnett-Test, P < 0,019; 72 HAI:
Dunnett-Test, P < 0,002),

= signifikant reduzierte ESH-Rate 72 HAI mit leichter Schwéche (nicht signifikantem Effekt) des GT02 E12-
Extraktes bei 125 ppm-Anwendungskonzentration (n = 4-8*50 Interaktionstypen, SEM < 3,73; 72 HAI:
Dunnett-Test, P < 0,028),

= nicht signifikant erhéhte Rate an effektiven Papillenformationen 24 und 72 HAI (24 HAI: 12 % [von gekeimt]
vs. 16-28 %, P = 0,241; 48 HAI: 15 % vs. 8-17 %, P = 0,575; 72 HAI: 15 % vs. 23-27 %, P = 0,268;
n = 4*50 Interaktionstypen, SEM < 8,28/7,00/6,33),

» nicht signifikant reduzierte Rate an ineffektiven Papillenformationen 24 HAI bis 72 HAI (24 HAI: 16 % [von
gekeimt] vs. 2-7 %, P = 0,206; 48 HAI: 15 % vs. 5-12 %, P = 0,284; 72 HAI: 18 % vs. 9-17 %, P = 0,122;
n = 4*50 Interaktionstypen, SEM < 5,32/5,69/4,00),

= ahnliche oder reduzierte HR-Rate (24 HAI: 9 % [von gekeimt] vs. 5-11 %, P = 0,708; 48 HAI: 13 % vs. 2-8 %,
P =0,214; 72 HAI: 16 % vs. 0-12 %, Dunnett-Test, P < 0,001-0,497 mit signifikantem Unterschied zu
GT02 E12 500 ppm; n = 4*50 Interaktionstypen, SEM < 6,08/5,55/3,23).

Alle Einzelwerte der Vergleichsversuche mit dem GT02 E12-Extrakt kdnnen den
Anlagen 48 bis 53 entnommen werden.

4.6 Einfluss von Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’-Extrakten auf den
antioxidativen Status von Gerste

Anhand der spektralphotometrischen Messungen der Aktivitaten oder Gehalte
enzymatischer und nicht-enzymatischer Antioxidantien des pflanzlichen antioxidativen
Schutzsystems wurde eine mogliche Beeinflussung des antioxidativen Status von Gerste
(Sorte Lawina) bei der postinfektionellen Detoxifizierung von reaktiven Sauerstoffspezies
durch prainfektionelle Behandlungen geprift. Applikationsmaterial waren die EtOAc-Phase
des GT10 E14 (1000, 500 ppm) und die stilbenhaltige GT10 E14-Frk 5 (500 ppm).

4.6.1 Aktivitaten der enzymatischen Antioxidantien

Bei den betrachteten enzymatischen Antioxidantien handelte es sich um
Katalase (CAT), Dehydroascorbatreduktase (DHAR), Ascorbatperoxidase (APX), Glutathion-
reduktase (GR) und Monodehydroascorbatreduktase (MDHAR). Relevante Ergebnisse sind in
Abb. 39 dargestellt. Zur Beschreibung der Ergebnisse werden die Zeitpunkte in
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Stunden (24 HAI, 48 HAI) bzw. Tagen nach der Inokulation (engl. days after inoculation
[7 DAI]) hinsichtlich der Daten der erregerfreien Pflanzen mit 24 und 48 h nach der Behandlung

(engl. hours after treatment [HAT]) sowie 7 d nach der Behandlung (engl. days after treatment
[DAT]) angegeben.

CAT-Aktivitat
in erregerfreien und Bgh-infizierten Gerstenpflanzen

FE o

Zeit [h/d nach der Behandlung/Infektion]

BKontrolle OGT10 1000 ppm ©GT10500 ppm OFrk5

APX-Aktivitat c GR-Aktivitat

*

®

2

o

?

< HAT HAI | HAT HAI | DAT DAl o HAT HAI | HAT HAI | DAT DAl

g 24 48 7 § 24 48 7

= Zeit [h/d nach der Behandlung/Infektion] Zeit [h/d nach der Behandlung/Infektion]
@mKontrolle OGT10 1000 ppm @ Kontrolle OGT10 1000 ppm
BGT10 500 ppm OFrk 5 BGT10 500 ppm OFrk 5

Abb. 39: Effekte von Genotyp 10-Extrakten auf die Aktivitat enzymatischer Antioxidantien.
A-C) Aktivitat der enzymatischen Antioxidantien Katalase (CAT; A), Ascorbatperoxidase (APX;
B) und Glutathionreduktase (GR; C) in mit dest. Wasser (Kontrolle), dem Genotyp (GT) 10
Erntejahr 2014 (E14)-Extrakt und der GT10 E14-Fraktion (Frk) 5 (500 ppm) prainfektionell
behandelten Gerstenblattern (‘Lawina’) 24 h bis 7 d nach der Teilinfektion (engl. hours/days
after infection [HAI/DAI]) mit Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh; n 2 13/7/10, SEM;
H202 = Wasserstoffperoxid, FM = Frischmasse, NADPH = Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat). Signifikante Unterschiede in der Aktivitit der Bgh-infizierten Gruppe (HAI/DAI)
gegeniiber der erregerfreien Gruppe (HAT/DAT = engl. hours/days after treatment

[Stunden/Tage nach der Behandlung]) sind mit Sternchen markiert (t-Test/Mann-Whitney-
Rangsummentest, P < 0,044).

Die Infektion mit Bgh flhrte in den Kontrollpflanzen nur 48 HAI zu einem gréReren
Anstieg der CAT-Aktivitat im Vergleich zu erregerfreien Pflanzen (Mann-Whitney-Rangsum-
mentest, P < 0,001; Abb. 39 A). Zu diesem Zeitpunkt war die CAT-Aktivitat in den extrakt-
behandelten Pflanzen nur bei 1000 ppm GT10 leicht erhdht (t-Test, P = 0,012), aber signifikant
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geringer als in der Kontrolle (Mann-Whitney-Rangsummentest, P=0,011). In den erregerfreien
Pflanzen war die CAT-Aktivitat nach der Vorbehandlung mit den Extrakten zu allen Zeitpunkten
héher als in den Kontrollpflanzen, im Falle der geringeren GT10-Dosierung und der Frk 5
48 HAT sowie bei allen Extrakten 7 DAT sogar signifikant (Dunnett-Test/Dunn-Test vs.
Kontrolle, P < 0,037).

Bei den Ascorbatredoxstatus regulierenden Enzymen DHAR und MDHAR traten zu keinem
Probezeitpunkt nennenswerte signifikante Unterschiede zwischen nicht inokulierten und Bgh-
infizierten Kontroll- und Extrakt-behandelten Pflanzen auf, auch nicht im Vergleich der vorbe-
handelten Pflanzen mit der Kontrolle (siehe Anlage 54).

Die APX-Aktivitat in den Kontrollpflanzen wurde durch Bgh 24 HAI und 48 HAI signifikant er-
hoht (t-Test, P < 0,002; Abb. 39 B). In den extraktbehandelten Pflanzen war v.a. 48 HAI eine
postinfektionell erhdhte APX-Aktivitat zu verzeichnen, die aber nicht signifikant war. 7 DAI
konnten behandlungsbedingt jedoch héhere APX-Aktivitaten als in der Kontrolle gemessen
werden (Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,043).

Die Infektion mit Bgh flihrte bzgl. der GR-Aktivitat in den Kontrollpflanzen 48 HAI und 7 DAI zu
signifikanten Anstiegen (t-Test, P < 0,004; Abb. 39 C). In den extraktbehandelten Pflanzen war
die GR-Aktivitat insbesondere 48 HAI postinfektionell erhéht, aber nur bei 1000 ppm GT10
signifikant (t-Test, P = 0,044) und geringer als in der Kontrolle. In den erregerfreien Pflanzen
war die GR-Aktivitdt nach der Vorbehandlung mit den Extrakten 48 HAT erhoht, aber nicht
signifikant hoher als in den Kontrollpflanzen.

4.6.2 Gehalte der nicht-enzymatischen Antioxidantien

Bei den berucksichtigten nicht-enzymatischen Antioxidantien handelte es sich um
Ascorbat bzw. Glutathion (gemessen als reduziertes und oxidiertes Ascorbat [AsA / DAsA]
bzw. Glutathion [GSH / GSSG]). Relevante Ergebnisse sind in Abb. 40 dargestellt. Die Mess-
werte des Gesamt-Ascorbats und des totales Glutathions sind der Anlage 55 zu entnehmen.
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Abb. 40: Effekte von Genotyp 10-Extrakten auf den Gehalt nicht-enzymatischer Antioxidantien.
A-D) Gehalte der nicht-enzymatischen Antioxidantien Ascorbat als reduziertes (AsA; A) und
oxidiertes (DAsA; B) Ascorbat sowie Glutathion als reduziertes (GSH; C) und oxidiertes (GSSG;
D) Glutathion in mit dest. Wasser (Kontrolle), dem Genotyp (GT) 10 Erntejahr 2014 (E14)-Extrakt
und der GT10 E14-Frakion (Frk) 5 (500 ppm) prainfektionell behandelten Gerstenblattern
(‘Lawina’) 24 h bis 7 d nach der Teilinfektion (engl. hours/days after infection [HAI/DAI]) mit
Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh; n 2 12/4/7/8, SEM; FM = Frischmasse). Signifikante Unter-
schiede im Gehalt der Bgh-infizierten Gruppe (HAI/DAI) gegeniiber der erregerfreien Gruppe
(HAT/DAT = engl. hours/days after treatment [Stunden/Tage nach der Behandlung]) sind mit
Sternchen markiert (t-Test/Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,044).

Die Inokulation mit Bgh flhrte in den Kontrollpflanzen zu einem Anstieg an AsA
48 HAI und 7 DAI (48 HAI: t-Test, P = 0,014; Abb. 40 A). In den GT10-behandelten Pflanzen
(1000 ppm) war 24 HAI und 48 HAI ein postinfektioneller Anstieg im AsA-Gehalt zu verzeich-
nen, der jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant war. 48 HAI war der postinfektionelle AsA-
Gehalt in den GT10-behandelten Pflanzen (1000 ppm) zudem um 0,02 pmol pro g FM geringer
als in den Kontrollpflanzen. In den erregerfreien Pflanzen lag der Gehalt an AsA aber 48 HAT
und 7 DAT um mindestens 0,24 pmol pro g FM hdher (GT10 500 ppm, Frk 5 48 HAT: Dunnett-
Test, P < 0,026; alle Behandlungsgruppen 7 DAT: Dunnett-Test, P < 0,002). Ein ahnliches
Ergebnis konnte in den erregerfreien Pflanzen jedoch auch hinsichtlich des Gehalts an DAsA
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ermittelt werden (GT10 500 ppm, Frk 5 24 HAT: Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,007;
Abb. 40 B).

Der DAsA-Gehalt wurde in den Kontrollpflanzen durch die Bgh-Infektion nur 7 DAI signifikant
erhdht (Mann-Whitney-Rangsummentest, P = 0,022). Zu diesem Zeitpunkt war der postinfek-
tionelle DAsA-Gehalt auch in den extraktbehandelten Pflanzen (GT10 1000+500 ppm) erhéht,
aber nicht signifikant. Der Gesamtascorbatgehalt wurde postinfektionell nur in den Kontroll-
pflanzen zu allen Zeitpunkten erhéht (48 HAI: t-Test, P = 0,004). In den extraktbehandelten
Pflanzen lag fast ausschlieRlich ein postinfektionell reduzierter Gesamtascorbatgehalt vor
(GT10 500 ppm, Frk 5 48 HAI: Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,001;
GT10 1000+500 ppm, Frk 5 7 DAI: t-Test/Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,020). Zudem
war im Vergleich zur Kontrolle eine applikationsbedingte Reduktion im postinfektionellen
Gesamtascorbatgehalt erkennbar (GT10 500 ppm 24 HAI: Dunn-Test vs. Kontrolle, P = 0,007;
GT10 500 ppm, Frk 5 48 HAI: Dunnett-Test, P < 0,004).

Die Inokulation mit Bgh fihrte 48 HAl und 7 DAI auch zu einem leichten, aber nicht signifikan-
ten Anstieg an GSH in den Kontrollpflanzen (Abb. 40 C). In den extraktbehandelten Pflanzen
war zu allen Zeitpunkten ein postinfektioneller Anstieg im GSH-Gehalt zu verzeichnen (Aus-
nahme: GT10 500 ppm 7 DAI), der jedoch nur bei der héheren Konzentration des GT10-
Gesamtextraktes (1000 ppm) 24 HAI signifikant erhéht war (t-Test, P < 0,001; vs. Kontrolle:
t-Test, P = 0,020). Im Vergleich zur Kontrolle hatte die Extrakt-Behandlung (bis auf
GT10 1000 ppm 24 HAI) weder in den erregerfreien noch Bgh-infizierten Pflanzen einen er-
kennbaren Einfluss auf den GSH-Gehalt. Der Gehalt an GSSG lag in den nicht infizierten und
infizierten Kontrollpflanzen in einer ahnlichen GroRenordnung (Abb. 40 D). Wenn der postin-
fektionelle GSSG-Gehalt in den extraktbehandelten Pflanzen (GT10 1000+500 ppm) 24 HAI
auch signifikant anstieg (t-Test, P < 0,044), fielen insgesamt betrachtet die GSSG-Gehalte in
den erregerfreien und Bgh-infizierten Pflanzen auch hier sehr ahnlich aus. Im Vergleich zur
Kontrolle war der GSSG-Gehalt in den infizierten Pflanzen nicht erkennbar reduziert. In den
erregerfreien Pflanzen senkte die Applikation der Extrakte den GSSG-Gehalt dagegen teil-
weise signifikant (GT10 1000+500 ppm 48 HAT: Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,042;
GT10 1000 ppm, Frk 5 7 DAT: Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,003). Der Gesamtglutathion-
gehalt wurde postinfektionell nur in den Pflanzen zu allen Zeitpunkten erhéht, die mit der hohen
GT10-Dosierung vorbehandelt wurden (24 HAI: t-Test, P < 0,001). Eine applikationsbedingte
Reduktion im postinfektionellen Gesamtglutathiongehalt war nicht erkennbar. Daflr war der
Gesamtglutathiongehalt in den erregerfreien Pflanzen durch die Vorbehandlung mit den
Extrakten 24 HAT signifikant reduziert (Dunnett-Test, P < 0,014).

4.6.3 Vergleichsuntersuchungen mit dem Gesamtextrakt aus
Rheum officinale ,,Genotyp 02“

In Vergleichsversuchen mit der EtOAc-Phase des GT02 E12 (1000 ppm; n = 3/5) flhrte die Infektion mit
Bgh in den Kontrollpflanzen ebenfalls nur 48 HAI zu einem Anstieg der CAT-Aktivitat im Vergleich zu erregerfreien
Pflanzen, der jedoch nicht signifikant war. In den extraktbehandelten Pflanzen war zu diesem Zeitpunkt die CAT-
Aktivitat auch hier signifikant erhéht (t-Test, P = 0,037), aber, wie auch beim GT10-Extrakt, signifikant geringer als
in der Kontrolle (t-Test, P = 0,015). In den erregerfreien Pflanzen war die CAT-Aktivitadt nach der Vorbehandlung
mit dem GTO02-Extrakte nur 24 HAT signifikant hdher als in den Kontrollpflanzen (t-Test, P = 0,017).

Im Unterschied zur GT10-Versuchsreihe war die DHAR-Aktivitat infolge der Bgh-Infektion in den Kontrollpflanzen
48 HAI zwar signifikant erhéht (t-Test, P = 0,044), in den extraktbehandelten Pflanzen zu diesem Zeitpunkt aber
stark erniedrigt und signifikant geringer als in der Kontrolle (t-Test, P < 0,001). Die MDHAR-AKktivitat war infolge der
Bgh-Infektion in den Kontrollpflanzen 7 DAI signifikant (t-Test, P < 0,001) und in den extraktbehandelten Pflanzen
24 HAI signifikant (t-Test, P = 0,008) erhéht. Damit traten hinsichtlich dieser beiden Enzyme auch beim GT02-
Extrakt keine relevanten Unterschiede auf.
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Die APX-Aktivitat in den Kontrollpflanzen wurde durch Bgh nicht 24 HAI und 48 HAI, wie beim GT10-Extrakt, son-
dern nur 7 DAI signifikant erhéht (Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,001). In den extraktbehandelten Pflanzen
war dagegen zu allen Zeitpunkten eine postinfektionell erhéhte APX-Aktivitat zu verzeichnen, die 48 HAI und 7 DAI
sogar signifikant war (t-Test, P < 0,007). Im Vergleich zur Kontrolle wurde die APX durch den GT02-Extrakt aber
nur 48 HAI etwas starker aktiviert (infizierte Pflanzen).

Im Unterschied zur GT10-Versuchsreihe traten bei dem Enzym GR zu keinem Probezeitpunkt nennenswerte sig-
nifikante Unterschiede zwischen nicht inokulierten und Bgh-infizierten Kontroll- und GT02-behandelten Pflanzen
auf, auch nicht im Vergleich der vorbehandelten Pflanzen mit der Kontrolle (siehe Anlage 56).

Im zeitlichen Verlauf war insgesamt betrachtet kein auffallend abweichender Verlauf in den Enzymaktivitaten zwi-
schen den Kontrollen und dem extraktbehandelten Blattmaterial zu verzeichnen.

Der AsA-Gehalt stieg in den Kontrollpflanzen nach der Bgh-Infektion kontinuierlich an (48 HAI, 7 DAI: t-Test,
P <0,028). In den GT02-behandelten Pflanzen war dies 24 HAIl und 48 HAI ahnlich. Zu diesen beiden Zeitpunkten
war der postinfektionelle Gehalt an AsA im Vergleich zur Kontrolle erhéht. In den erregerfreien Pflanzen war der
AsA-Gehalt im Vergleich zur Kontrolle zu allen Zeitpunkten erhoht (7 DAT: t-Test, P = 0,005). Die DAsA-
Konzentration konnte wegen grofitenteils negativen Datensatzen nicht bewertet werden. Der postinfektionelle
Gesamtascorbatgehalt war in den Kontrollpflanzen 24 HAI und 48 HAI und in den extraktbehandelten Pflanzen zu
allen Zeitpunkten reduziert, lag in den behandelten Pflanzen aber 24 HAI und 7 DAI héher als in der Kontrolle
(7 DAI: t-Test, P = 0,044). In den nicht infizierten Pflanzen flhrte die Vorbehandlung mit den Extrakten 24 HAT und
48 HAT zu einem geringeren Gesamtascorbatgehalt.

Der GSH-Gehalt stieg in den Kontrollpflanzen nach der Bgh-Infektion 24 HAI und 7 DAl an (7 DAI: t-Test,
P =0,010). In den GT02-behandelten Pflanzen war dies zu allen Zeitpunkten der Fall, wobei der Gehalt an GSH
nur 24 HAI héher als in der Kontrolle lag. Hinsichtlich des postinfektionellen GSSG-Gehalts war in den Kontroll-
pflanzen 48 HAI und 7 DAI ein Anstieg zu verzeichnen, der in den GT02-behandelten Pflanzen 48 HAI zwar auch
messbar war, 7 DAl aber abnahm und zu diesem Zeitpunkt niedriger lag als in der Kontrolle (t-Test, P = 0,036). Der
postinfektionelle Gesamtglutathiongehalt war in den Kontrollpflanzen zu allen Zeitpunkten (7 DAI: t-Test, P = 0,002)
und in den extraktbehandelten Pflanzen 24 HAI und 48 HAI erhéht. Zudem lag er in den behandelten Pflanzen
24 HAI und 48 HAI hoher als in der Kontrolle. In den nicht infizierten Pflanzen fiihrte die Vorbehandlung mit den
Extrakten zu allen Zeitpunkten zu einem hdheren Gesamtglutathiongehalt (siehe Anlage 57).

4.7 Ableitung resistenzinduzierender Effekte von Rheum rhabarbarum
‘The Sutton’-Extrakten im Pathosystem Arabidopsis thaliana —
Erysiphe cruciferarum (Mutantenscreening)

Im Folgenden werden die Bonitur- und Konidienzahlungs-bezogenen Ergebnisse des
Mutantenscreenings dargestellt und erlautert. Das Screening wurde mit Arabidopsis thaliana-
Mutanten durchgefuhrt, die in der Akkumulation von bzw. in der Reaktion auf Schllssel-
regulatoren abwehrrelevanter Signalwege beeintrachtigt sind. So konnte zwischen direkten
antifungalen und resistenzinduzierenden, d.h. lokal erworbene Resistenz (engl. local acquired
resistance [LAR])- oder systemisch erworbene Resistenz (engl. systemic acquired resistance
[SAR])-induzierenden Effekten von Rheum-Wurzelextrakten am Beispiel des GT10 E14 unter-
schieden werden. Nach der prainfektionellen Behandlung der Pflanzen mit der EtOAc-Phase
des GT10 E14 (0,5 %) wurden die Blatter mit Mehltaukonidien (Erysiphe cruciferarum [E.c.])
infiziert und der Arabidopsis-BST nach einer definierten Inkubationsdauer ausgewertet. Die
Kontrollgruppen bildeten dest. Wasser-behandelte Pflanzen und der Arabidopsis-WT Col-8.

Ergebnisse von Vorversuchen mit dem Extrakt des GT02 E12 (Befallsbonitur ganzer Pflanzen,
Konidienauszahlung ganzer Blatter) kbnnen der Anlage 58 entnommen werden. Zu erwdhnen
ist, dass die betreffenden Resultate fir die Methodenetablierung, wie sie im Material und
Methoden-Teil beschrieben ist, malRgebend waren.

Allgemein konnte Uber alle Versuche hinweg beobachtet werden, dass das Pilzmycel auf den
mit dem GT10-Extrakt behandelten Col-8-Blattern meist nur aus einzelnen Konidientragern
statt einem dichten Geflecht aus ESHs bestand (Abb. 41). Demensprechend héher war auch
der Grinanteil der Blatter.
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Abb. 41: Wasserbehandelte (I.) und extraktbehandelte (r.; Genotyp 10) Arabidopsis-Blatter
des Wildtyps Col-8 nach der Infektion mit Erysiphe cruciferarum (6,7-fache VergroRerung).

4.71 Screening Phytoalexin-defizienter Mutanten

Mit pad4-1 und pad2-1 befanden sich zwei Phytoalexin-defiziente Arabidopsis-
Mutanten im Test, deren Versuchsergebnisse unterschiedlich ausfielen.

Bei pad4-1 lie sich aufgrund hemmender Effekte des GT10-Extraktes auf das Mycel-
wachstum und die Konidienabschnirung von E.c. beim WT und der Mutante kein Hinweis auf
eine Camalexin-abhangige Wirkung der Extraktprobe feststellen (PAD4: Lipase-ahnliches
Protein mit Bedeutung in der Camalexinbiosynthese und der Salicylsaure [engl. salicylic acid
{SA}]- bzw. R-Gen-vermittelten Abwehr [GLAZEBROOK et al., 1997; ZHOU et al.,, 1998;
ZHU et al., 2011]). Die betreffenden Daten sind der Anlage 59 zu entnehmen.

Die Versuche mit der sowohl Indol-Glucosinolat (iGS)- als auch Camalexin- sowie SA-
defizienten Mutante pad2-1 (FERRARI et al., 2003; PARISY et al., 2006; WANG Y et al., 2013)
lieferten dagegen Hinweise auf eine Camalexinabhangigkeit (Abb. 42).
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Abb. 42: Effekte des Genotyp 10-Extraktes auf den Mehltaubefall der Camalexin-defizienten Arabidopsis-
Mutante pad2-1. A) Intensitat des Befalls von Arabidopsis-Blattern des Wildtyps Col-8 und der
Mutante pad2-1 7-8 d nach der Infektion mit Erysiphe cruciferarum im Blattsegmenttest mit der
prainfektionell applizierten Ethylacetat-Phase (0,5 %) des Genotyps (GT) 10 Erntejahr 2014
(vier unabh. Versuche, n 2 57, SEM). B) Zahl an Konidien von E. cruciferarum auf den
zugehorigen Blattausschnitten (Bf; n = 64, SEM). Signifikante Unterschiede im Befallsgrad
gegeniiber der jeweiligen Kontrolle (H20 = dest. Wasser) sind mit Sternchen markiert
(P < 0,050).

Wie aus Abb. 42 A ersichtlich, unterschied sich die Befallsintensitat der behandelten
pad2-1-Blatter (J 81 %) mit P = 0,304 nicht signifikant von der zugehdrigen Kontrolle
(9 88 %), die Befallsintensitaten der behandelten Blatter des WT und der Mutante mit
P < 0,001 jedoch signifikant (Dunn-Test). Hinsichtlich der Konidienauszahlung (Abb. 42 B)
lieferten die statistischen Analysen (Dunn-Test/Tukey-Test) mit P = 0,093/0,073

(pad2-1 unbehandelt vs. behandelt) und P = 0,701/0,397 (pad2-1 unb. vs. Col-8 unb.) die glei-
chen Resultate.
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Aus diesem Grund wurde mit der Mutante pad2-1 zudem ein Screening mit den GT10 E14
(EtOAc-Phase)-Frks 2 und 5 (je 0,1 %) sowie den entsprechend ihrer jeweiligen Haupt-
substanzen gewahlten Standards ECG und RES (je 0,1 %) durchgeflhrt (Abb. 43).
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Abb. 43: Effekte von Genotyp 10-Fraktionen und Polyphenolstandards auf den Mehltaubefall der
Camalexin-defizienten Arabidopsis-Mutante pad2-1. A) Intensitéit des Befalls von Arabidopsis-
Bléttern des Wildtyps Col-8 und der Mutante pad2-1 8-9 d nach der Infektion mit
Erysiphe cruciferarum im Blattsegmenttest mit den prainfektionell applizierten Genotyp 10-
Fraktionen (Frks) 2 und 5 (0,1 %) sowie den Standardsubstanzen Epicatechingallat (ECG) und
Resveratrol (RES; 0,1 %; n 2 13, SEM). B) Zahl an Konidien von E. cruciferarum auf den
zugehorigen Blattausschnitten (Bf; n 2 15 in Doppelbestimmung, SEM). Signifikante Unter-
schiede im Befallsgrad gegeniiber der jeweiligen Kontrolle sind mit Sternchen markiert
(P < 0,050). C) Die zugehorigen Bilder zeigen das gesunde Mycel mit dichtem Netzwerk
sekundarer Hyphen auf unbehandelten (H20 = dest. Wasser) und Stilben-behandelten (Frk 5,
RES) Blattern (pad2-1) sowie das weniger intensive und nicht vitale Pilzwachstum auf
Flavan-3-ol-behandelten (Frk 2, ECG) Blattern (6,7-10-fache VergréRerung).

Hinsichtlich Abb. 43 A (und C) fiel auf, dass die Frk 5 und die Standardsubstanz RES,
d.h. die Stilben-Verbindungen, die Mehltauinfektion bei pad2-1 nur schwach hemmen konnten
bzw. beinahe unwirksam waren (Dunn-Test, P = 1,000), wahrend dies bei Col-8 nicht der Fall
war (P < 0,002). Die RES-behandelten pad2-1-Blatter unterschieden sich in ihrer Befalls-
intensitat auch von den behandelten Col-8- (P < 0,009) sowie den mit Frk 2 und ECG
Flavan-3-ol-behandelten pad2-1-Blattern signifikant (P < 0,001), jedoch nicht von den Frk 5-
behandelten pad2-1-Blattern (P = 1,000). Hinsichtlich der Konidienauszahlung (Abb. 43 B)
fielen die Ergebnisse ahnlich aus, wenn auch die Konidienanzahl auf den Frk 2-behandelten
pad2-1-Blattern keinen signifikanten Unterschied zur zugehoérigen Kontrollgruppe zeigte
(P=0,160).
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Wie am Beispiel der iGS-Mutante MYB51 (WANG Y et al., 2013) nachgewiesen wer-
den konnte (drei unabh. Versuche, n = 45), gab es jedoch keine Hinweise auf eine iGS-abhan-
gige Wirkung des GT10-Extraktes im Hinblick auf das Transkriptionsfaktorgen MYB51, wel-
ches positiv regulierend in die iGS-Biosynthese und die biotische Abwehr eingebunden ist
(GIGOLASHVILI et al., 2007). Einzelwerte und Statistikdaten sind der Anlage 60 zu entnehmen.

4.7.2 Screening Ethylen-defizienter Mutanten

Mit der Mutante ein2-1 war ein Ethylen (ET)-insensitiver Vertreter im Screening, des-
sen vier unabhangige Versuche (n = 62) in der zusammengefassten Datenauswertung und im
Vergleich zum Vorversuch letztlich keine Hinweise auf eine ET-abhangige Wirksamkeit des
GT10-Extraktes ergaben (siehe Anlage 61). Dies resultierte aus dem Unterschied zwischen
der Befallsintensitat der extrakt- und wasserbehandelten ein2-1-Blatter, der nur in zwei der
vier Versuche nicht signifikant war (Tukey-Test, P = 0,265/0,142).

4.7.3 Screening Jasmonsaure-defizienter Mutanten

Ebenfalls in das Screening integriert waren mit jar7-1 und eds8 Vertreter
Jasmonsaure (engl. jasmonic acid [JA])-resistenter (induzierte systemische Resistenz
[engl. induced systemic resistance {ISR}]-beeintrachtigter) Mutanten. Wahrend das
.Jjasmonate resistant 1“-Gen (JAR7) eine JA-Aminosauresynthetese kodiert, die JA durch die
Konjugation zu JA-Isoleucin und damit ihrer signalaktiveren Form aktiviert
(TURNER et al, 2002; STAswIiCK und TIRYAKI, 2004), wurde fur die Gene
.enhanced disease susceptibility 8“ (EDS8) und EIN2 eine Beeinflussung des ET- und JA-
Signalwegs nachgewiesen (GLAZEBROOK et al., 2003). In Tab. 20 sind die Daten der statisti-
schen Auswertung der durch die Befallsbonitur und Konidienauszéhlung erhaltenen Werte fir
diese Mutanten zusammengefasst. Die Studien umfassten insgesamt je vier unabhangige Ver-
suche.
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Tab. 20: Befallsbonitur- und Konidienauszahlungs-bezogene Daten des Screenings der Jasmonsaure-
defizienten Arabidopsis-Mutanten jar1-1 und eds8.

Mutante Befallsbonitur Konidienauszidhlung
jar1-1: n =60 n =60

Befalls- Dunn-Test, p P< Konidien- Dunn-Test, p P<
intensitat P < 0,050 0,050 anzahl P < 0,050 0,050
J 88 vs. Col-8_H20 vs. 43T vs. 15T Col-8_H20 vs.

35 % Col-8 GT10 | <0001 Yes Konidien/0,5cm2 |  Col-8_GT10 0,003 | Yes
67 vs. jar1-1_H20 vs. DB 43T vs. 9T jar1-1_Hz20 vs.

19 % jar1-1 GT10 | <0001 | Yes |\ nidien/0.5cm? | jart-1 GT10 | <001 | Yes
& 88 vs. Col-8_H20 vs. D 43T vs. 43T Col-8_H20 vs.

67 % jar1-1_H.0 0,001 Yes | Konidien/0,5cm? | jari-1_Hz0 0,095 | No
J 35 vs. Col-8 _GT10 vs. 15T vs. 9T Col-8 _GT10 vs.

19 % jart1_gT10 | 0036 Yes | konidien/0.5cm? | jar1-1_GT10 | 9037 | Yes
Mutante Befallsbonitur Konidienauszidhlung
eds8: n =54 n =064

Befalls- Dunn-Test, p P< Konidien- Tukey-Test, p P<
intensitat P < 0,050 0,050 anzahl P < 0,050 0,050
& 88 vs. Col-8_H20 vs. @ 93T vs. 23T Col-8_H20 vs.

42 % Col-8 GT10 | <0001 | Yes | \onidien0,5cm? | Col-g GT1o | <9001 | Yes
@60 vs. eds8_H20 vs. @ 18T vs. 29T eds8_H20 vs.

39 % edsg GT10 | 0001 Yes | konidien/0,5cm? | edsg GT10 | 2070 | No
J 88 vs. Col-8_H20 vs. @ 93T vs. 18T Col-8_H20 vs.

60 % eds8_H20 <0001 Yes | konidien/0,5cm? eds8_H20 <0001 | Yes
D42 vs. Col-8_GT10 vs. @ 23T vs. 29T Col-8_GT10 vs.

39 % eds8_GT10 1,000 No | onidien/0,5cm? | edsg gT10 | 0999 | No
Anmerkungen: vs. = versus, Col-8 = Arabidopsis-Wildtyp, H20 = dest. Wasser, GT = Genotyp

(GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,5 %), T = Tausend

Die Tab. 20 zeigt hinsichtlich der Mutante jar1-1 signifikante Unterschiede in der
Befallsintensitat wasserbehandelter und extraktbehandelter Col-8- sowie jar7-1-Blatter auf.
Mittels der Konidienauszahlung konnte das Ergebnis bestatigt werden. Dies deutete auf eine
nicht JA-abhangigen Wirksamkeit des getesteten Rheum-Wurzelextraktes hin. Die Ergebnisse
ahnelten denen der Versuche mit der Mutante eds8, wobei hinsichtlich der Konidien-
auszahlung (eds8_H>0 vs. eds8_GT10) ein abweichendes Resultat vorlag.

Da bereits die ein2-1-Ergebnisse different ausfielen und nach GLAZEBROOK et al. (2003) auch
eine Beeinflussung des ET-Signalwegs vorliegt, wurde mit der JA-insensitiven Mutante eds8
(PETERSEN et al., 2000; BRODERSEN et al., 2006; WANG Y et al., 2013), wie bereits mit der
Mutante pad2-1, zudem ein Versuch mit den GT10-Frks 2 und 5 sowie den Standard-
substanzen ECG und RES durchgefuhrt (Abb. 44).
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Abb. 44: Effekte von Genotyp 10-Fraktionen und Polyphenolstandards auf den Mehltaubefall der
Jasmonsaure-defizienten Arabidopsis-Mutante eds8. A) Intensitat des Befalls von Arabidopsis-
Blattern des Wildtyps Col-8 und der Mutante eds8 7-8 d nach der Infektion mit
Erysiphe cruciferarum im Blattsegmenttest mit den prainfektionell applizierten Genotyp 10-
Fraktionen (Frks) 2 und 5 (0,1 %) sowie den Standardsubstanzen Epicatechingallat (ECG) und
Resveratrol (RES; 0,1 %; n 2 12, SEM). B) Zahl an Konidien von E. cruciferarum auf den
zugehorigen Blattausschnitten (Bf; n 2 14 in Doppelbestimmung, SEM). Signifikante Unter-
schiede im Befallsgrad gegeniiber der jeweiligen Kontrolle (H20 = dest. Wasser) sind mit
Sternchen markiert (P < 0,050).

Die Behandlung der Pflanzen mit Flavan-3-olen hatte, zumindest bei Frk 2, sowohl
bei Col-8 als auch eds8 signifikant hemmende Effekte auf die Befallsintensitat (Dunn-Test,
P <0,024; Abb. 44 A). Dies war hinsichtlich der stilbenhaltigen Frk 5 und RES, im Unterschied
zum WT (P = <0,001), nicht gegeben (P = 1,000). Die Befallsintensitaten der Frk 5- und RES-
behandelten eds8-Blatter unterschieden sich zudem signifikant von denen der Frk 2- und
ECG-behandelten Blattproben (P < 0,043), untereinander aber nicht (P = 1,000). Auch dies
stellte einen Unterschied zum WT dar (P = 1,000). Die Beobachtungen konnten jedoch nicht
auf die Anzahl der abgeschwemmten Konidien Ubertragen werden, da aufgrund von hohen
Standardabweichungen weder bei Col-8 noch bei eds8 signifikante Unterschiede ermittelt wer-
den konnten (Abb. 44 B). Obwohl die Werte auch hier ber dem Kontrollwert lagen, wich die
auf den Frk 5- und RES-behandelten Blattern ermittelte Konidienzahl lediglich von der auf den
Frk 2-behandelten Blattproben signifikant ab (P < 0,001).

4.7.4 Screening Salicylsaure-defizienter Mutanten

SA-deziente Mutanten flossen ebenfalls in das Screening ein. Die Tab. 21 gibt zu-
nachst einen Uberblick (iber die betreffenden Versuche mit den Mutanten npr1-1 und npr1-3
sowie eds5-1 (je drei bis vier unabh. Versuche).

Arabidopsis-Mutanten vom Typ npr1 sind bzgl. der Expression von SA-, 2,6-Dichlorisonikotin-
saure- und Pathogen-responsiven Genen defizient (CAO et al., 1994).
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Tab. 21: Befallsbonitur- und Konidienauszahlungs-bezogene Daten des Screenings der Salicylsaure-
defizienten Arabidopsis-Mutanten npr1-1, npr1-3 sowie eds5-1.

Mutante Befallsbonitur Konidienauszidhlung
npri-1: n =46 n=48
Befalls- Dunn-Test, p P< Konidien- Tukey-Test, p P<
intensitat P < 0,050 0,050 anzahl P < 0,050 0,050
89 vs. Col-8_H20 vs. @ 53T vs. 17T Col-8_H20 vs,
34 % Col-g GT10 | <0001 | Yes |\ nidien/0,5cm? | Col-8 GT10 | <0001 | Yes
& 82 vs. npr1-1_Hz0 vs. @ 78T vs. 18T npr1-1_Hz0 vs,
40 % npri-1 GT10 | <0001 | Yes | onidien/0,5cm? | npr1-7 GT10 | %001 | Yes
@ 89 vs. Col-8 H20 vs. @ 53T vs. 78T Col-8_H20 vs,
82 % nori-1 H0 | 1000 No | onidien/0,5cm? |  npri-1 Ho | 0998 | No
34 vs. Col-8 _GT10 vs. B 17T vs. 18T Col-8 _GT10 vs,
40 % npri-1_ gT10 | 1000 No | konidien/0,5cm? | npri-1_gT10 | %997 | No
Mutante Befallsbonitur Konidienauszidhlung
npr1-3: n =60 n =64
Befalls- Dunn-Test, p P< Konidien- Tukey-Test, p P<
intensitat P < 0,050 0,050 anzahl P < 0,050 0,050
@ 88 vs. Col-8 H20 vs. @ 43T vs. 15T Col-8_H20 vs,
35 % Col-8 GT10 | <0001 | Yes | \onidien0,5cm? | Col-g GT10 | <9001 | Yes
@ 80 vs. npr1-3_Hz20 vs. @ 105T vs. 22T | npri1-3_H20 vs,
54 % npr1-3 GT10 | <0001 | Yes | onidien/0,5cm? | npr1-3 GT10 | <001 | Yes
J 88 vs. Col-8_H20 vs. D 43T vs. 105T Col-8_H:20 vs,
80 % npr1-3_H20 1,000 No Konidien/0,5cm? npr1-3_H20 0,132 No
@ 35 vs. Col-8 _GT10 vs. @ 15T vs. 22T Col-8 _GT10 vs,
54 % npri-3 GT10 | 0009 | Yes 1 onidienso,5em? | npri-3 gT10 | 0727 | No
Mutante Befallsbonitur Konidienauszidhlung
eds5-1: n=61 n =64
Befalls- Dunn-Test, p P< Konidien- Tukey-Test, p P<
intensitat P < 0,050 0,050 anzahl P < 0,050 0,050
89 vs. Col-8_H20 vs. 97T vs. 23T Col-8_H20 vs.
32 % Col-8 GT10 | <0001 | Yes |\ nidien/0,5cm? | Col-8 GT10 | <0001 | Yes
87 vs. eds5-1_H20 vs. @ 199T vs 103T | eds5-1_H20 vs.
71 % eds5-1 GT10 | <0001 | Yes 1\ nidien/0,5cm? | edss-1 GT10 | 0722 | No
89 vs. Col-8_H20 vs. D 97T vs. 199T Col-8_H20 vs.
87 % eds5-1 H,0 | 1000 No | Konidien/0,5cm? | eds51 H,0 | 0032 | Yes
32 vs. Col-8 _GT10 vs. @ 23T vs. 103T | Col-8_GT10 vs.
71 % edss-1 GT10 | <0001 | Yes |\ nidien/o,5cm? | eds5-1 gT1o | <0001 | Yes
Anmerkungen: vs. = versus, Col-8 = Arabidopsis-Wildtyp, H20 = dest. Wasser, GT = Genotyp

(GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,5 %), T = Tausend

Bezlglich der SA-gesteuerten Abwehrwege der betreffenden Mutanten npr7-1 und

npr1-3 lagen keine abhangigen Wirkungen des GT10-Extraktes vor. Die signifikante Abwei-
chung in der Befallsintensitat behandelter Col-8- und npr1-3-Blatter war auf den um knapp
20 % hoheren Befall der behandelten npr1-3-Blatter zurlckfuhrbar.
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Einen Unterschied zu den oben aufgefuhrten Daten, lieferten die Versuche mit der Mutante
eds5-1 (Abb. 45).
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Abb. 45: Effekte des Genotyp 10-Extraktes auf den Mehltaubefall der Salicylsdure-defizienten
Arabidopsis-Mutante eds5-1. A) Intensitat des Befalls von Arabidopsis-Blattern des Wildtyps
Col-8 und der Mutante eds5-7 7-8 d nach der Infektion mit Erysiphe cruciferarum im
Blattsegmenttest mit der prainfektionell applizierten Ethylacetat-Phase (0,5 %) des Genotyps
(GT) 10 Erntejahr 2014 (vier unabh. Versuche, n 2 61, SEM). B) Zahl an Konidien von
E. cruciferarum auf den zugehorigen Blattausschnitten (Bf; n = 64, SEM). Signifikante Unter-
schiede im Befallsgrad gegeniiber der jeweiligen Kontrolle (H20 = dest. Wasser) sind mit
Sternchen markiert (P < 0,050).

Die Arabidopsis-Mutante eds5-1 ist dafiir bekannt, postinfektionell nur geringe SA-
Mengen und PR1 Transkripte zu akkumulieren, was in einer hohen Anfélligkeit gegenuber
Pathogenen resultiert. Das betroffene Protein zahlt zur ,MATE (Multi-antimicrobial extrusion
protein) Transporter Family“ (NAWRATH et al., 2002; FERRARI et al., 2003). Bei der SA-
defizienten Mutante war die Befallsintensitat der extraktbehandelten Blatter im Vergleich zu
denen des WT signifikant erhdht (Dunn-Test, P < 0,001; Abb. 45 A). Hinsichtlich der Auszah-
lung wich die Anzahl der Konidien auf den behandelten eds5-1-Blattern nicht signifikant von
der Konidienanzahl auf den Kontrollblattern ab (Abb. 45 B). Dieses Resultat konnte im Rah-
men der Bonitur aufgrund eines signifikanten Unterschieds zwar nicht ermittelt werden, stellte
aber mit einer Befallsdifferenz von nur 16 % gegenuber der zugehdrigen Kontrolle und dem
infolge der Mehltauinfektion nahezu abgestorbenen Blattmaterial eine nur geringfligige Abwei-
chung dar.

Auf Grundlage der eds5-71-Resultate wurde eine spezifische SA-abhangige Wirkung des
GT10-Gesamtextraktes vermutet. Folglich wurde das Screening mit den Frks und Rein-
substanzen auch am Beispiel dieser Mutante durchgefihrt (Abb. 46).
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Abb. 46: Effekte von Genotyp 10-Fraktionen und Polyphenolstandards auf den Mehltaubefall der
Salicylsdure-defizienten Arabidopsis-Mutante eds5-1. A) Intensitit des Befalls von Arabidopsis-
Blattern des Wildtyps Col-8 und der Mutante eds5-7 7-9 d nach der Infektion mit
Erysiphe cruciferarum im Blattsegmenttest mit den prainfektionell applizierten Genotyp 10-
Fraktionen (Frks) 2 und 5 (0,1 %) sowie den Standardsubstanzen Epicatechingallat (ECG) und
Resveratrol (RES; 0,1 %; drei unabh. Versuche, n 2 46, SEM). B) Zahl an Konidien von
E. cruciferarum auf den zugehorigen Blattausschnitten (Bf; n 2 47 in Doppelbestimmung, SEM).
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der jeweiligen Kontrolle (H20 = dest.
Wasser) sind mit Sternchen markiert (P < 0,050).

Hinsichtlich der Boniturdaten lagen im Falle von Col-8 signifikante Abweichungen in
der Befallsintensitat der Behandlungsgruppen gegeniber der Kontrolle vor. Dies war auch
bzgl. der Befallsintensitat der Frk 2- und ECG-behandelten eds5-1-Blatter gegeben (Dunn-
Test, P < 0,001), jedoch nicht bzgl. der Frk 5- und RES-Behandlungen (Abb. 46 A). Unter
gesonderter Betrachtung von Frk 5 und RES bewirkten diese bei eds5-1 signifikant von den
Frk 2- und ECG-Behandlungsgruppen abweichende Befallsintensitaten (P < 0,001). Unter-
einander lag kein signifikanter Befallsunterschied vor. Nach der Auszahlung der Konidien-
dichte pro Blattausschnitt konnte der visuelle Eindruck (Abb. 47) mit wenigen Ausnahmen be-
statigt werden (Abb. 46 B).
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eds5-1: H,0 GT10 Frk 2 ECG Frk 5 RES

Abb. 47: Effekte von Genotyp 10-Extrakten und Polyphenolstandards auf den Mehltaubefall der
Salicylsdure-defizienten Arabidopsis-Mutante eds5-1 (Bildmaterial). Intensitat des Befalls von
Arabidopsis-Bléattern des Wildtyps Col-8 und der Mutante eds5-1 7-9 d nach der Infektion mit
Erysiphe cruciferarum im Blattsegmenttest mit der prainfektionell applizierten Ethylacetat-
Phase (0,5 %) des Genotyps (GT) 10 Erntejahr 2014 und den préinfektionell applizierten GT10-
Fraktionen (Frks) 2 und 5 (0,1 %) sowie den Standardsubstanzen Epicatechingallat (ECG) und
Resveratrol (RES; 0,1 %). Die Bilder zeigen das gesunde Mycel mit dichtem Netzwerk
sekundiarer Hyphen auf unbehandelten (H20 = dest. Wasser), GT10-behandelten (eds5-71) und
Stilben-behandelten (Frk 5, RES) Blattern (eds5-1) sowie das weniger intensive und nicht vitale
Pilzwachstum auf Flavan-3-ol-behandelten (Frk 2, ECG) Blattern (6,3-fache VergréRerung).

4.8 Einfluss des Gesamtextraktes aus Rheum rhabarbarum
‘The Sutton’ auf die Transkriptabundanz abwehrrelevanter Gene
im Modellsystem Arabidopsis thaliana

4.8.1 Postapplikative Transkriptabundanzanalysen

Die mittels DNA-Chip-Technologie (DNA-Microarray) durchgefihrten Analysen des
Arabidopsis-Transkriptoms bezogen sich auf alle bekannten Protein-kodierenden Gene.
Untersucht wurde, ob ein behandlungsbedingter Priming-Effekt vorliegt. Die Behandlung der
Pflanzen (Col-8) erfolgte mit der EtOAc-Phase des GT10 E14 (0,1 %). Die Blattmischproben
wurden 3, 6 sowie 9 h nach der Applikation (engl. hours after treatment [HAT]) entnommen
und nach der mRNA-Isolation und cDNA-Synthese seitens des Kompetenzzentrums Fluores-
zente Bioanalytik (KFB; Universitat Regensburg) analysiert (Affymetrix Microarray Hybridisie-
rung). Als Kontrolle dienten Blattproben, die unmittelbar vor der Spriihapplikation gewonnen
wurden.

In den zwei unabhangigen Versuchen zeigten zahlreiche Gene mit eindeutiger Beziehung zu
Pathogen-Resistenz-Mechanismen erhdhte Transkriptabundanzen. Diese wurden immer
dann als signifikant eingestuft, wenn die betreffende n-fache Transkription (,fold change®) bei
= Faktor 2,00 lag. Der Wiederholungsversuch zeigte allgemein weniger aktivierte Gene mit
insgesamt geringeren Erhéhungen, sodass eine kombinierte Auswertung aufgrund der oftmals
nicht identischen Gene erschwert war. Es konnte jedoch ein dhnlicher Trend beobachtet wer-
den. Zum Vergleich des 1. Tests und 2. Tests sind die Daten der Wiederholung, wenn nicht
anders angegeben, daher in Klammern gesetzt. Zudem orientiert sich die Bezeichnung aller
im Folgenden angegebenen Gene an der Gen-Beschreibung des AraGene 1.0 ST Arrays von
Affymetrix.

Ausgehend von den Sonden fur 28.501 Gene, die sich auf dem Array befanden, zeigten
1264(438) dieser Gene signifikante Transkriptabundanzunterschiede zu einem der
drei Probenahmezeitpunkte (v.a. 6/9 HAT). Zu den Zeitpunkten 3 HAT und 6 HAT waren
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81(21) Gene, bei 3 HAT und 9 HAT 76(64) Gene sowie 6 HAT und 9 HAT 410(46) Gene
entsprechend aktiviert. 277(176) Gene zeigten zu allen der drei Probenahmezeitpunkte signi-
fikant erhdhte Transkriptabundanzen. Insgesamt betrachtet lag die Erhéhung max. bei Faktor
55,31(11,87). Hohe Transkriptabundanzen von Faktor 17(7) bis 30(11) zu allen
drei Zeitpunkten konnten im Falle des ,late embryogenesis abundant hydroxyproline-rich
glycoprotein“-Gens gefunden werden (,Gene Symbol“: YLS9, ,GO Biological Process Term®:
u.a. respiratory burst’; 1. Test). Im Wiederholungsversuch handelte es sich dabei um
Glutathion-S-Transferase 6- (,Gene Symbol“: GSTF6, ,GO Biological Process Term“: u.a. Re-
aktion auf oxidativen Stress) und Glutathion-S-Transferase 7/11-kodierende Gene
(,Gene Symbol“: GSTF7, ,GO Biological Process Term®: u.a. inkompatible Interaktion). Die
hdchste Transkriptabundanz zum Zeitpunkt 3 HAT wies mit einem Faktor von 26,67 das
~germin-like protein subfamily 3 member 3“-Gen auf (,Gene Symbol“: GER3, ,GO Biological
Process Term®: u.a. Abwehrreaktion). Bei 9 HAT (und 6 HAT) war dies mit
Faktor 55,31 bzw. 25,28 ein Dihydroflavonol-4-Reduktase-kodierendes Gen (,Gene Symbol*:
DFR, ,GO Biological Process Term“: u.a. Flavonoidbiosynthese; 1. Test). Das ,pathogenesis-
related protein 1“-kodierende Gen PR1, welches u.a. mit der postinfektionellen Biosynthese
von SA, dem SA-vermittelten Signalweg und der SAR verbunden ist, stand unter den aktivier-
ten Genen des Wiederholungsversuchs zum Zeitpunkt 3 HAT mit Faktor 6,94 an
siebenter Stelle (9 HAT 4. Stelle 8,95-fache Transkription: Tyrosin-Aminotransferase 3
[.Gene Symbol“: TAT3, ,GO Biological Process Term*: u.a. Signaltransduktion]). Unter Be-
rucksichtigung der hohen Transkriptanzahl wurde festgelegt, die Betrachtung auf solche Gene
zu beschranken, deren Transkriptabundanzen zu mindestens zwei der drei Zeitpunkte signifi-
kant erhdht waren. Dieses Kriterium umfasste 844(307) Gene.

Unter den betrachteten Genen fanden sich solche, die der inkompatiblen Interaktion im Zu-
sammenhang mit der Akkumulation von Wasserstoffperoxid (H2O3; ,,oxidative burst®) zugeord-
net werden konnten. Des Weiteren waren SAR-assoziierte Gene aktiviert, welche u.a. flr in
die Biosynthese der SA eingebundene Proteine kodieren. Die Abb. 48 fasst ausgewahlte ab-
wehrrelevante Gene mit signifikant erhéhten Transkriptabundanzen des 1. und 2. Tests zu-
sammen. Diese konnten mit teilweiser Assoziation zu Mitogen-aktivierten Proteinkinase-
Kaskaden und WRKY-Transkriptionsfaktoren dem Phenylpropanoidstoffwechselweg, der Bio-
synthese von SA (Signaltransduktion, SAR) und im allgemeinen der inkompatiblen Interaktion
zugeordnet werden (siehe Anlage 62).

98



Ergebnisse

O3 HAT @6 HAT m9 HAT

ABC transporter G family member 40
beta-1,3-glucanase 3

chitinase class IV

chlorophyllase 1

class | heat shock protein |&
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
enhanced disease susceptibility 5
glutathione S-transferase 6
glutathione S-transferase 7/11 &
glutathione S-transferase phi 12 ' ; :

heat shock protein 70

late embryogenesis abundant hydroxyproline-rich glycoprotein

lectin-like protein _
leucine-rich receptor-like protein kinase %
MLO-like protein H
monodehydroascorbate reductase (NADH) :
nudix hydrolase 6 I ————
O-methyltransferase family protein | —
pathogenesis-related protein 1  |—
pathogenesis-related protein 5
protein NIM1-INTERACTING 1
putative WRKY transcription factor 38
putative WRKY transcription factor 51
receptor like protein 39
receptor like protein 41 =
receptor-like protein kinase 1 | ——
Rossmann-fold NAD(P)-binding domain-containing protein !
short-chain dehydrogenase reductase 3a —
sulfotransferase 2A  |m===a
Target of Myb protein 1
Toll-Interleukin-Resistance domain-containing protein
transcription factor MYB75
tyrosine aminotransferase 3 |&
VQ motif-containing protein |
VQ motif-containing protein |
WRKY DNA-binding protein 18 |
WRKY DNA-binding protein 30 |
WRKY DNA-binding protein 54 |te—
WRKY transcription factor 6 |

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00
n-fache Transkription vs. Kontrolle

Abb. 48: Postapplikative Effekte des Genotyp 10-Extraktes auf die Transkriptabundanz abwehrrelevanter
Gene in Arabidopsis (DNA-Microarray-Analysen). N-fache Transkription ausgewahlter abwehr-
relevanter Gene 3, 6 und 9 h nach der Behandlung (engl. hours after treatment [HAT]) von
Arabidopsis-Pflanzen des Wildtyps Col-8 mit dem Genotyp 10 Erntejahr 2014-Extrakt
(Ethylacetat-Phase 0,1 %) im Vergleich zu (vs.) unbehandelten Kontrollen (Mittelwerte von zwei
biologischen Replikaten).

4.8.1.1 Transkripte der Kategorie ,,oxidative burst*

Neben 111(78) Genen mit einer Erhéhung von bis zu Faktor 30(9), die durch
Verwundung oder Chitinbausteine aktiviert werden (Kodierung fur z.B. Chitinasen [Chitinkata-
bolismus]), konnten 18(26) Gene mit bis zu 8(11)-fach erhéhten Transkriptabundanzen der
Kategorie ,oxidative burst“ zugeordnet werden. Bei diesen handelte es sich z.B. um MLO- und
Lektin-ahnliche Proteine-kodierende Gene, das H.O.-reaktive ,heat shock protein 90.1“-Gen
(HSP90.1) und das ,protein accelerated cell death 6“-Gen (ACD6). 63(33) weitere, mit der
Regulation des H>O,-Metabolismus verbundene Gentranskripte zeigten eine Erhéhung von bis
zu Faktor 30(8).

13 Gene mit Verbindungen zur HR und der Regulation des Programmierten Zelltods
(,GO Biological Process Term“) zeigten signifikant erhdhte Transkriptabundanzen mit einem
Faktor von im Mittel max. 6 in beiden Experimenten. Die héchsten Transkriptabundanzen
konnten hierbei zum Zeitpunkt 9 HAT beobachtet werden. Zudem wiesen Gene mit bis zu
sechsfach erhohter Transkription bei 3 HAT sowie einem Faktor von 22 bis 38 bei 6 HAT und
9 HAT einen direkten Zusammenhang mit der Zellwandverstarkung auf (Ligninmetabolismus,
Kallosedeposition), wie z.B. ,Rossmann-fold NAD(P)-binding domain-containing protein“-
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kodierende Gene. Hinsichtlich des zweiten Replikats konnten diese, verbunden mit kleinerer
faktorieller Erhéhung von bis zu 5, nur in geringerer Anzahl gefunden werden.

4.8.1.2 Transkripte der Kategorie ,,SAR*

Bei spezieller Betrachtung der SAR-verbundenen Gene zeigte sich, dass
107(76) dieser Gene mit einem Faktor von etwa 2(2) bis 30(9) zu mindestens zwei der
drei Zeitpunkte signifikant hochreguliert waren. Hinsichtlich der Bewertung der SA-korrelierten
Pathogenese-zugehdrigen (engl. pathogenesis-related [PR]) Gene unter besonderer Berilick-
sichtigung von PR1, PR2 und PR5 (Tab. 22) wurden infolge der ausschlielRlichen Extraktbe-
handlung praktisch alle dieser Gene mit bis zu fiinffacher Abundanz signifikant aktiviert.
Bezuglich PR1 war dies zumindest bei 3 HAT, insbesondere im Wiederholungsversuch, und
in letzterem bei 9 HAT zu beobachten. PR2 und PR5 zeigten erhdhte Transkriptabundanzen
zu allen drei Zeitpunkten (v.a. 9 HAT). Andere (LTP5, PR-1-LIKE, PRB1, AT2G15325,
AT1G78780 usw.) und putative PR Gene wiesen keine nennenswerten Veranderungen der
Transkriptabundanzen auf.

Tab. 22: Postapplikative Effekte des Genotyp 10-Extraktes auf die Transkriptabundanz von PR1, PR2
und PR5 in Arabidopsis (DNA-Microarray-Analysen).

Gen-Beschreibung Gen-Symbol Akzessions-Nr. | Aktivierung (n-fache Transkription)
1 3 HAT 2,02-fach

(1 3 und 9 HAT, bis 6,94-fach 3 HAT)
1 3 bis 9 HAT, bis 5,84-fach 9 HAT

pathogenesis-related protein 1* (PRT) NM_127025

beta-1,3-glucanase 3 (BG3) NM_115584 (1 3 bis 9 HAT 2,14-fach)
pathogenesis-related protein 5 (PR5) NM_106161 (TT33bkl)?399HHé—;rT’ bkl)iss75’520 1' f?acsh93HHirT)
thaumatin-like protein 3 (TLP-3) NM_106160 1 3 bis 9 HAT, bis 4,05-fach 9 HAT
Anmerkungen: N-fache Transkription von Pathogenese-zugehérigen Protein-kodierenden Genen

3, 6 und 9 h nach der Behandlung (engl. hours after treatment [HAT]) von Arabidopsis-
Pflanzen des Wildtyps Col-8 mit dem Genotyp 10 Erntejahr 2014-Extrakt (Ethylacetat-
Phase 0,1 %) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (1.+2. Test; DNA-Microarray-
Analysen). Die Werte des Wiederholungsversuchs sind ggf. in Klammern gesetzt.
*pathogenesis-related protein 1 (PRB1, NM_127021): keine signifikante Aktivierung

In Verbindung mit JA und/oder ET (ISR-Bezug) stehende sowie Phytoalexin-verbun-
dene Gene (Camalexin / iGS) waren zwar zu mindestens zwei Zeitpunkten ebenfalls signifi-
kant, aber in geringerer Zahl hochreguliert (je 31 Transkripte mit bis zu 30[8]-facher Abundanz
/ 2[3] Transkripte mit bis zu 4[7]-facher Abundanz).

4.8.1.3 Transkripte der Kategorien Signaltransduktion, MAP-Kinase-
Weg und Phenylpropanoidmetabolismus

Von Genen mit Einbindung in die Signaltransduktion, welche in Antwort auf bzw.
in Abhangigkeit von SA-, JA- und ET-Stimuli exprimiert werden (z.B. WRKY-
Transkriptionsfaktoren, TIR-NBS-LRR-Proteine [,toll interleukin 1 receptor®-, ,nucleotide-
binding site“- und ,leucine-rich repeat‘-Domanen]), waren 36(30) Transkripte hochreguliert.
Von diesen zeigte das ,leucine-rich receptor-like protein kinase“-Gen LRR XI-23 mit einem
Faktor von 2(2) bis 3(2) einen direkten Bezug zum Transmembranprotein-Rezeptor-Tyrosin-
kinase-Signalweg. Das ,TIR-NBS-LRR class disease resistance protein“-Gen AT1G17600
wies mit einer etwa dreifach erhéhten Transkriptabundanz einen direkten Bezug zur SA (Bio-
synthese, Signalisierung) und SAR auf (1. Test).
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9(10) Gentranskripte (putativ) WRKY DNA-bindender Proteine bzw. Transkriptionsfaktoren
waren mit einem Faktor von bis zu 7(8) signifikant hochreguliert, insbesondere zu den Zeit-
punkten 6 HAT und 9 HAT (2. Test: 3-9 HAT).

Von Genen, die am MAP-Kinase-Weg beteiligt sind, zeigten 33(39) Transkripte signifikant er-
hohte Werte von bis zu Faktor 30(8) zum Zeitpunkt 6 HAT bzw. 9 HAT. Die Aktivierung des
»,mitogen-activated protein kinase 3“-Gens MPK3 wurde im gewahlten Probenahmezeitraum
kaum beeinflusst. Im Wiederholungsversuch lag bei 9 HAT jedoch eine um etwa zweifach sig-
nifikant erhdhte Transkriptabundanz vor. Transkripte von Serin- und Threonin-verbundenen
Genen, welche die Phosphorylierung der Kinasen vermitteln (u.a. Serin/Threonin-Protein-
kinasen; insgesamt je 8), zeigten Erhéhungen von bis zu Faktor 15(5) bei 9 HAT.

Ein anderer beeinflusster Stoffwechselweg war der Phenylpropanoidmetabolismus
(11[1] Transkripte mit bis zu 17[2]-facher Abundanz, v.a. bei 6 und 9 HAT; z.B. das
Phenylalaninammoniumlyase 1-kodierende Gen PAL7). Mit diesem Metabolismus sind
Proteine verknupft, die in die Biosynthese von Flavonoiden (29[7] Transkripte bis Faktor 55[5]),
Anthocyaninen (27[4] Transkripte bis Faktor 55[5]) und Zimtsduren (2 Transkripte bis
Faktor 7) involviert sind.

48.1.4 Transkriptabundanzanalyse der Pathogenese-zugehorigen
Gene PR1, PR2 und PR5

Um eine Beeinflussung der Transkriptabundanz infolge der wasserbasierten
Sprihapplikation ausschlie®en und speziell die Transkriptabundanzen der PR Gene PR1, PR2
sowie PR5 mittels qRT-PCR untersuchen zu kénnen, wurde, wie bei den DNA-Microarray-
Analysen, Blattmaterial unmittelbar vor (0 H) sowie 3, 6 und 9 HAT mit dest. Wasser bzw. dem
GT10-Extrakt gewonnen und entsprechend aufgearbeitet. Als Positivkontrolle dienten SA-
behandelte Blattproben. Die Ergebnisse dieser gRT-PCR-Analyse sind in Abb. 49 dargestellt.
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Abb. 49: Postapplikative Effekte des Genotyp 10-Extraktes auf die Transkriptabundanz von PR1, PR2
und PR5 in Arabidopsis (QRT-PCR-Analyse). Transkriptabundanz (relative Quantifizierung [RQ])
der Pathogenese-zugehorigen (PR) Protein-kodierenden Gene PR1, PR2 und PR53,6 und 9 h
nach der Behandlung (engl. hours after treatment [HAT]) von Arabidopsis-Pflanzen des Wild-
typs Col-8 mit dest. Wasser, dem Genotyp (GT) 10 Erntejahr 2014-Extrakt (Ethylacetat-Phase
0,1 %) bzw. Salicylsdure (engl. salicylic acid [SA]; 0,02 %) im Vergleich zu unbehandelten
Proben zum Zeitpunkt 0 h (H; n 2 3, SD). Signifikante Unterschiede in der Transkriptabundanz
gegeniiber der Kontrolle (0 H) sind mit Sternchen markiert (Dunnett-Test/Dunn-Test versus
Kontrolle, P < 0,027).

Wie aus dem Diagramm und der Datentabelle ersichtlich ist, waren die Transkript-
abundanzen aller betrachteten PR Gene in den extraktbehandelten Blattern zu den Zeit-
punkten 3 HAT und 9 HAT signifikant erhéht (Dunn-Test vs. Kontrolle [0 H], P < 0,022). Bei
PR1 unterschieden sich die betreffenden Werte auch signifikant positiv von den zugehérigen
Wasser-Datensatzen (t-Test/Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,012), bei PR2 und PR5
nur zum Zeitpunkt 9 HAT (t-Test, P < 0,001). Die wasserzugehdorigen relativen Quantifizierungs
(RQ)-Werte der Transkriptabundanzen blieben meist unter oder nahe 2 und lagen bei max.
3,57 (PR5 6 HAT). Die SA-Applikation bewirkte zu allen Zeitpunkten vergleichsweise stark
erhdhte Transkriptabundanzen der PR Gene, welche auch zum Zeitpunkt 6 HAT signifikant
positiv von der unbehandelten Kontrollgruppe abwichen (Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,022).
Dies war bzgl. aller PR Gene mit P < 0,022 zudem bei 9 HAT und bzgl. PR5 auch 3 HAT der
Fall (P = 0,027).

4.8.2 Postinfektionelle Transkriptabundanzanalysen der Pathogenese-
zugehorigen Gene PR1, PR2 und PR5

Diese Analysen wurden mit der qRT-PCR-Technik durchgeflihrt. Sie bezogen sich
ebenfalls auf die PR Gene PR1, PR2 und PR5. Untersuchungsmaterial war auch hier die
EtOAc-Phase des GT10 E14 in einer Konzentration von 0,1 %. Als Positivkontrolle dienten
erneut SA-behandelte Arabidopsis-Pflanzen (Col-8). Die Probenahmen der Blattproben be-
gannen 48 HAT und erfolgten im weiteren Verlauf 8, 12, 16, 20 und 24 HAI mit E.c.. Die
Ergebnisse wurden aus den Daten von zwei unabhangigen Versuchen zusammengestellt. Die
Daten eines dritten biologischen Replikates mit einer abweichenden Inokulationsmethode
(Spruhverfahren, 80.000 Konidien / ml Inokulum) mussten aufgrund von Ausreilern ausge-
schlossen werden (siehe Anlagen 63, 64). In den beiden Wiederholungsversuchen wurde eine
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ahnliche Inukationsmethode angewandt (Uberpinselung / Druckluftiibertragung der Konidien).
Die Transkriptabundanzen der PR Protein-kodierenden PR71, PR2 und PR5 Gene sind in
Abb. 50 aufgezeigt, wobei die Ergebnisdaten im jeweiligen Vergleich zu den Werten der aus-
schliellich wasserbehandelten Col-8-Pflanzen aufgefiihrt sind.
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Abb. 50: Postinfektionelle Effekte des Genotyp 10-Extraktes auf die Transkriptabundanz von PR1, PR2
und PR5 in Arabidopsis (QRT-PCR-Analysen). Transkriptabundanz (relative Quantifizierung
[RQ]) der Pathogenese-zugehorigen (PR) Protein-kodierenden Gene PR1, PR2 und PR548 h
nach der Behandlung (engl. hours after treatment [HAT]) von Arabidopsis-Pflanzen des Wild-
typs Col-8 mit dest. Wasser, dem Genotyp (GT) 10 Erntejahr 2014-Extrakt (Ethylacetat-Phase
0,1 %) bzw. Salicylsdure (engl. salicylic acid [SA]; 0,02 %) sowie 8-24 h nach der Infektion
(engl. hours after infection [HAI]) der Pflanzen mit Erysiphe cruciferarum zum Zeitpunkt 48 HAT
(n 2 6, SEM). Signifikante Unterschiede in der Transkriptabundanz gegeniiber der Kontrolle
(48 HAT) sind mit Sternchen markiert (Mann-Whitney-Rangsummentest/t-Test, P < 0,030).

Unter Extrakteinfluss waren die Transkriptabundanzen aller PR Gene zu bestimmten
Zeitpunkten nach der Mehltauinfektion schwach bis starker erhoht. Insbesondere 8 HAI und
16 HAI lagen im Vergleich mit den Werten der GT10-Gruppe 48 HAT sowie den zugehorigen
Wasser-Werten signifikante Abweichungen vor (Tab. 23).

Tab. 23: Statistikdaten der postinfektionellen Transkriptabundanzanalysen.

PR Gen vs. 48 HAT vs. Wasser

PR1 GT10 16 HAI vs. GT10 48 HAT: GT10 8/16/20 HAI vs. H20 8/16/20 HAI:
Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,001 Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,001

PR2 GT10 8 und 16 HAI vs. GT10 48 HAT: GT10 8/16 HAI vs. H20 8/16 HAI:
Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,001 Mann-Whitney-Rangsumment./t-Test, P < 0,007

PR3 GT10 8 und 16 HAI vs. GT10 48 HAT: GT10 16 HAI vs. H20 16 HAL:
Mann-Whitney-Rangsummentest, P < 0,005 Mann-Whitney-Rangsummentest, P = 0,040

Anmerkungen: PR = engl. pathogenesis-related (Pathogenese-zugehdrig), vs. = versus,

HAT/HAI = engl. hours after treatment/infection (Stunden nach der Behandlung/Infektion),
GT = Genotyp (GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,1 %), H20 = dest. Wasser

Wahrend die Transkriptabundanzen der PR1 und PR2 Gene, ungeachtet der Ausrei-
Rer bei 12 HAI, mit der Zeit abnahmen, war die Transkriptabundanz des PR5 Gens zum Zeit-
punkt 16 HAI am héchsten und im Vergleich zu den beiden anderen PR Genen auch 20 HAI
noch erhdht, dies jedoch nicht signifikant. Zum Zeitpunkt 48 HAT konnte bei allen PR Genen
statistisch keinerlei Abweichung zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden.
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Die Transkriptabundanzen der SA-Gruppe Ubertrafen die GT10-induzierten Transkript-
abundanzen der PR Gene zu fast allen Probenahmezeitpunkten. Dies war v.a. bei PR5, jedoch
nicht bei PR1 der Fall. Ein Vergleich der Analysen der infizierten Blattproben mit denen von
parallel durchgefuhrten Versuchsreihen behandelter, aber nicht infizierter Proben ist der
Anlage 65 zu entnehmen.

4.9 Einfluss des Gesamtextraktes aus Rheum rhabarbarum
‘The Sutton’ auf die postapplikative MPK3-Aktivierung
im Modellsystem Arabidopsis thaliana

Die Phosphorylierung Mitogen-aktivierter Proteinkinase 3 (MPK3) nach der Behand-
lung von Arabidopsis-Pflanzen (Col-8-Blattmaterial) mit dem GT10 E14-Extrakt (EtOAc-
Phase; 0,1/0,5 %) wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht (,early response®).

Die definierte MPK3-Bande liegt mit einem Molekulargewicht der MPK3 von ~ 43 kDa unter-
halb der 50 kDa-Referenzbande des Markers. Zur Auswertung wurde die Signalstarke (Inten-
sitat) der definierten Bande (Norm. Vol. [Int]) betrachtet. Da fir die Analyse der MPK3 kein
Arabidopsis-spezifischer Antikérper vorhanden war, musste das Signal bei 43 kDa zunachst
verifiziert werden. Hier wurde ausgenutzt, dass der verwendete Antikdrper nur das doppelt
phosphorylierte Protein erkennt. Signalintensive Proben wurden mit Phophatase versetzt und
anschlief’end gegen die entsprechenden Proben ohne Phosphatasezusatz per Western Blot
analysiert (Abb. 51). Die Reduktion der Signalstarken um 95 % bis 99 % im Vergleich zu den
Ausgangsproben zeigte deutlich, dass der Antikorper ein doppelt phosphoryliertes Protein auf
der zu erwartenden Hohe erkennt. Da die korrespondierenden Proben ohne Phosphatase
ebenfalls flr 1 h bei 37 °C inkubiert wurden, konnte ein Signalverlust aufgrund von Protein-
degradierung ausgeschlossen werden.

+ Phosphatase + Phosphatase + Phosphatase
Marker 2 min 2 m|n 30 min 30 min 120 min 120 min
] L |
GT100,5% GT100,1 % BTH

Abb. 51: Immundetektion der MPK3-Aktivierung in Genotyp 10-behandelten Arabidopsis-Blattern
(Verifizierung). Imnmundetektion der Mitogen-aktivierte Proteinkinase 3 (MPK3)-Aktivierung in
Arabidopsis-Col-8-Blattproben 2-120 min nach der Behandlung der Pflanzen mit 0,5 % und
0,1 % Genotyp (GT) 10 Erntejahr 2014-Extrakt (Ethylacetat-Phase) sowie 100 uM Benzothiadiazol
(BTH; Western Blot). Die je rechte Bande zeigt die zugehérige Probe mit Phosphatasezusatz.

Nachdem das Signal verifiziert wurde, wurden die unterschiedlich behandelten Pro-
ben mittels Western Blot analysiert. Die auf den MPK3-Wert vor der Behandlung (Kontrolle)
normierten Signalstarken der MPK3-Banden sind als Zeitreihen der MPK3-Signalentwicklung
in Abb. 52 dargestellt.
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Abb. 52: Immundetektion der MPK3-Aktivierung in Genotyp 10-behandelten Arabidopsis-Blattern
(Analysen). A, B) Inmundetektion der Mitogen-aktivierte Proteinkinase 3 (MPK3)-Aktivierung in
Arabidopsis-Col-8-Blattproben 2-120 min nach der Behandlung der Pflanzen mit dest. Wasser,
0,1 % und 0,5 % Genotyp (GT) 10 Erntejahr 2014-Extrakt (Ethylacetat-Phase) sowie
100 uM Benzothiadiazol (BTH; n = 3, SEM; Western Blots).

Aus Abb. 52 ist ersichtlich, dass die Aktivierung der MPK3 in den mit 0,5 % GT10-
Extrakt und Benzothiadiazol (BTH) behandelten Proben einen ahnlichen Verlauf nahm. Bei
beiden Prufgliedern stieg die Signalintensitat 2 min nach Behandlungsbeginn um das etwa
zweifache an. Die jeweils h6chsten Bandenintensitaten waren mit einem etwa dreifach starke-
ren Signal nach 5 min und mit einem etwa zwei- (GT10) bis vierfach (BTH) starkeren Signal
nach 30 min zu beobachten. Die Zeitreihe der MPK3-Signalentwicklung nach der Applikation
des 0,1 %igen GT10-Extraktes ahnelte ab Zeitpunkt 5 min dem Verlauf infolge der Behandlung
mit dest. Wasser (siehe Abb. 52). Bei dem geringer konzentrierten Extrakt stieg die Signal-
intensitat bereits 2 min nach der Behandlung um das etwa dreifache an und war damit zu
diesem Zeitpunkt am hdochsten. Nach einem Abfall schienen ab Zeitpunkt 30 min die
Phosphorylierungsprozesse auch in den wasserbehandelten Pflanzen erneut induziert zu wer-
den. Bei den Wasserproben fielen die Signalstarken vergleichsweise hoch aus. Die diesbe-
ziglichen Werte lagen teils Uber denen der Extraktproben oder der Positivkontrolle BTH
(v.a. nach 60 und 120 min). Bei keinem Prifglied konnten hinsichtlich der MPKS3-
Bandenintensitat signifikante Unterschiede zur Kontrolle festgestellt werden. Die im Diagramm
der Abb. 52 dargestellten Standardfehler verdeutlichen die starke Streuung zwischen den
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drei biologischen Replikaten. Insgesamt fiel auf, dass die Bandenintensitaten auch zwischen
technischen Replikaten teils hohe Abweichungen zeigten.

410 Antifungale Wirksamkeit von Extrakten im Freiland

4.10.1 Freilandversuche mit dem Rohextrakt aus Rheum officinale
,»Genotyp 02“

Versuchsjahr 2012: In der Vegetationsperiode des Versuchsjahrs 2012 wurde mit
der EtOAc-Phase des GT02 E12 erstmals einer der betrachteten Rheum-Wurzelextrakte unter
Freilandbedingungen getestet. Die Testung in SG erfolgte in Kombination mit zwei verschie-
denen Adjuvantien. Die Aufwandmenge des GTO02-Extraktes (750 g/ha) wurde der Wirkstoff-
konzentration des Fenpropimorphs (Aktivsubstanz des Fungizids Corbel®) angepasst
(2 1,0 I/ha formuliertes Produkt). Die Bonitur der Infektion mit Bgh erfolgte auf den Blattetagen
F-3 (3. Blatt unter Fahnenblatt [F]) und F-4 (34 Blatter / Prifglied und Replikat), da der Befall
im Wesentlichen auf diese beschrankt war. Die dennoch praktizierte Befallsbonitierung der
Blattetagen F-2 sowie F-1 (separat) kann den Anlagen 66 und 67 entnommen werden. Der
Freilandversuch in Winterweizen (WW) konnte aufgrund des ausbleibenden Braunrostbefalls
der Kontrollparzellen nicht ausgewertet werden.

Im zeitigen Frihjahr 2012 war im SG-Bestand ein gut entwickelter Bgh-Befall zu verzeichnen,
der jedoch aufgrund einer ausgedehnten Trockenperiode von Mitte Mai an hauptsachlich auf
die weiter unten gelegenen Blattetagen F-3 und F-4 beschrankt blieb. Wie aus Abb. 53 A er-
sichtlich, konnte zum Boniturtermin auf den unbehandelten Kontrollblattern ein Bgh-Befall von
im Mittel 42 % evaluiert werden. Verglichen hierzu fiel der Befall der mit dem GTO02-Extrakt
behandelten Blatter mit @ 4 % deutlich geringer aus. Die zudosierten Adjuvantien PREV-AM®
(800 ml/ha) bzw. HASTEN™ (600 ml/ha) verursachten dabei keine Differenzierung im Bgh-
Effekt. Die beiden Vergleichsfungizide mit den Wirkstoffen Fenpropimorph (Corbel®) und
Metrafenon (Flexity®; 150 g/ha) agierten mit einem resultierenden Bgh-Befall von @ 3 % ahn-
lich positiv.
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Abb. 53: Freilandversuche mit dem Rohextrakt aus Rheum officinale ,,Genotyp 02*.
A, B) Gerstenmehltau- (A) sowie Weizenmehltau- und Weizenraunrost- (B) Befall in Sommer-
gerste (‘Lawina’)- und Winterweizen (WW; ‘Pamier’)-Parzellen (Blattetagen F-3+F-4 [n = 136] /
F-2 [n 2 44] / F [n = 100]; SEM) von Freilandversuchen der Versuchsjahre 2012 (A) und 2013 (B).
Die Kontrollparzellen (K) blieben unbehandelt. Der zweite Kontrollbalken wurde, da Befall und
SEM etwa gleich lagen, aus dem Mittelwert der Mehltau- und Braunrostdaten (WW) erstellt.
Die Behandlung der Pflanzen erfolgte mit GT02a (750 g/ha Genotyp [GT] 02 Erntejahr 2012 [E12]
Ethylacetat [EtOAc]-Phase + 800 ml/ha PREV-AM®), GT02b (750 g/ha GT02 E12 EtOAc-Phase +
600 ml/ha HASTEN™, C® (750 g/ha Fungizid Corbel®) und F® (150 g/ha Fungizid Flexity®; A)
sowie GT02 (750/375 g/ha GT02 E12 EtOAc-Phase) und A® (250 g/ha Fungizid Amistar®; B).
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der jeweiligen Kontrolle sind mit
Sternchen markiert (Dunnett-Test/Dunn-Test versus [vs.] Kontrolle, P < 0,001). Unter den
Priparaten zeigten GT02b und F® (Tukey-Test, P = 0,008) sowie GT02 375 g/ha und A® vs.
Weizenbraunrost (Tukey-Test, P = 0,030) signifikante Wirksamkeitsunterschiede.

Versuchsjahr 2013: Im Versuchsjahr 2013 wurde der GT02-Extrakt in zwei verschie-
denen Konzentrationen (750/375 g/ha) in WW getestet. Das chemische Vergleichsprodukt war
Amistar® (250 g/| Azoxystrobin). Beziglich Bgt, dem Weizenmehltau, wurden pro Priifglied und
Replikat 11 bis 29 Blatter der Blattetage F-2 herangezogen. Hinsichtlich des
Weizenbraunrostes (Puccinia triticina) handelte es sich um je 25 Fahnenblatter (Blattetage F)
und bei Septoria tritici um je 13 bis 29 Blatter der Blattetagen F bis F-2. Da im Bestand des
zugehorigen Kleinparzellenversuchs in SG witterungsbedingt kein Bgh-Aufkommen zu ver-
zeichnen war, entfiel die entsprechende Bonitur.

Im Feldversuch 2013 (Abb. 53 B) hemmten die GT02-Praparate den Befall mit Bgt dosisab-
hangig um durchschnittlich 64 % bis 86 %. Mit einer Hemmung der Bgt-Infektion um @ 71 %
lag das gleichermafen gegen Mehltau- wie auch Rostkrankheiten wirkende Fungizid Amistar®
in einem vergleichbaren Bereich. Zu berucksichtigen ist jedoch die geringere Einsatz-
konzentration des Vergleichsmittels. Infolge der Behandlung mit dem GTO02-Extrakt konnte
hinsichtlich des Braunrostes ein durchschnittlicher Befall von 1 % bis 3 % verzeichnet werden.

Da S. tritici weder bzgl. der Rheum-Wurzelextrakte noch des Amistar® eine Zielindikation ist,
sei im Hinblick auf den antifungalen Effekt des GT02-Extraktes auf S. fritici auf die Anlagen 68
bis 70 verwiesen.

4.10.2 Freilandversuche mit dem Rohextrakt aus Rheum rhabarbarum
‘The Sutton’
Die EtOAc-Phase des GT10 E12 wurde in zwei Konzentrationen erstmalig im
Versuchsjahr 2014 getestet. Wie im Material und Methoden-Teil erwahnt, erfolgte die in WW

durchgefuhrte zweite Spritzung mit dem 30 %ig formulierten Dispersionskonzentrat der EtOAc-
Phase des GT10 E12 (DC30). Die mit 1000 g/ha hoch angelegte Dosierung des
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GT10-Praparats diente der Prufung auf potentielle Phytotoxizitat. Die eigentliche Ziel-
konzentration betrug 500 g/ha. Vergleichsprodukt in WW war das synthetische Fungizid
Capalo® (1,2 I/ha / 405 g/ha), ein Kombipraparat aus den drei Wirkstoffen Epoxiconazol
(62,5 g/l), Fenpropimorph (200,0 g/I) und Metrafenon (75,0 g/l). Da auch in 2014 aufgrund der
Wetterverhaltnisse kein Gerstenmehltau auftrat, beschrankte sich die Bonitierung auf Rost-
krankheiten in Weizen. Diese erfolgte nach dem Erscheinen von Gelbrospusteln und zu einem
spateren Zeitpunkt im Hinblick auf die Infektion mit P. triticina. Im Rahmen der ersten Evaluie-
rung wurden pro Priifglied und Replikat 50 Blatter der Blattetage F, zum zweiten Boniturtermin
je 25 Fahnenblatter genutzt.

Der Befall der Weizenblatter mit Gelbrost (P. striiformis) war trotz einer starken Variation in
den Boniturwerten der Kontrollparzellen hoch genug, um eine sichere Bewertung der geteste-
ten Praparate vornehmen zu kénnen (Abb. 54 A, C). Der Gelbrosteffekt der GT10-Praparate
war dosisunabhangig und ahnelte mit @ 3 % Befall dem Pflanzenschutz-Topstandard Capalo®
(9 1 % Befall). Phytotoxische Nebenwirkungen konnten ausgeschlossen werden. Durch den
spater dominant durchwachsenden Braunrostbefall war jedoch keine Dauerwirkung des GT10-
Extraktes zu beobachten (Abb. 54 B).
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Abb. 54: Freilandversuch mit dem Rohextrakt aus Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’.
A, B) Weizengelbrost- (A) und Weizenraunrost- (B) Befall in Winterweizen (‘Pamier’)-Parzellen
(Blattetage F [n =200 / 100]; SEM) eines Freilandversuchs des Versuchsjahrs 2014.
Die Kontrollparzellen (K) blieben unbehandelt. Die Behandlung der Pflanzen erfolgte mit GT10
(1000/500 g/ha Genotyp [GT] 10 Erntejahr 2012 [E12] Ethylacetat [EtOAc]-Phase /
DC30 [= 30 %ig formuliertes Dispersionskonzentrat des GT10 E12 EtOAc-Phase]) und
Cap® (405 g/ha Fungizid Capalo®; A, B). Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der
jeweiligen Kontrolle sind mit Sternchen markiert (Dunnett-Test, P < 0,001). Unter den Praparaten
zeigten GT10 1000/500 g/ha und Cap® versus Weizengelbrost/Weizenbraunrost (Tukey-Test,
P < 0,038) signifikante Wirksamkeitsunterschiede. C) Die A-zugehorigen Bilder zeigen den
Gelbrostbefall der Weizenblatter exemplarisch.

4.10.3 Freilandversuche mit dem formulierten Extrakt aus
Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’

Das DC30 wurde in ausschlieBlicher Applikation auch in den Versuchsjahren 2015
bis 2017 getestet.

Versuchsjahre 2015 und 2017: Die klimatischen Verhaltnisse in 2015 wie auch die
in 2017 verhinderten erneut eine Mehltauevaluierung in SG (bis zur Abtrocknung kein Mehl-
tauaufkommen). Die Testung in WW erfolgte in drei verschiedenen Konzentrationen sowie in
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Kombination mit Corbel®. Um die Effekte des DC30 besser ausmachen zu kénnen, wurde das
Corbel® in beiden Jahren (2015: 0,250 I/ha, 2017: 0,125 I/ha) unterdosiert appliziert (Ubliche
Einsatzkonzentration = 1,0 I/ha). Die 2015er-Bonitierung erfolgte auf Blattetage F. Um die
Bonitur von Artefakten aufgrund einer relativ starken Abtrocknung zu vermeiden, wurden aus
dem vierten Replikat je nur 100 Fahnenblatter evaluiert (anderenfalls 200 Blatter / Prifglied
und Replikat). Die 2017er-Bonitierung erfolgte ebenfalls auf F, wobei sich die Evaluierung spe-
ziell auf die Uredosporenlager des Weizenbraunrostes bezog und hierfir je 50 Blatter heran-
gezogen wurden. Da die Boniturwerte des vierten Replikats evtl. spritzfehlerbedingte Unstim-
migkeiten aufwiesen, sind in der Auswertung nur drei Replikate bertcksichtigt worden
(n =150).

2015 demonstrierten mikroskopische Betrachtungen der abaxialen Weizenblattsporen die An-
wesenheit dunkler Teleutosporen (Wintersporenlager des Weizenbraunrosts; z.B. z.T. auf
Prufglied ,DC30 200 g/ha“) sowie zusatzlich haufiger Sporenlager von Uredosporen (Sommer-
sporen des Weizenbraunrosts). Auch in 2017 waren v.a. die braunlichen Uredosporenlager
auf der Blattoberflache auffallig, welche bei entsprechendem Befall in einer spateren Phase
durchwuchsen und auf der Blattunterseite, das Blattgewebe nekrotisierend, Teleutosporen-
lager in Form von schwarzen Pusteln ausbildeten (Abb. 55 C). Des Weiteren konnten Pflan-
zenkrankheiten wie Spelzenbraune (nur 2015), Getreidehahnchen und S. ftritici beobachtet
werden.

Die Abb. 55 (A, B) stellt die Braunrosteffekte des DC30 in individueller Anwendung sowie in
Kombination mit Corbel® beider Versuchsjahre dar.
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Abb. 55: Freilandversuche mit dem formulierten Extrakt aus Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’ in
Winterweizen. A, B) Weizenraunrostbefall in Winterweizen (‘Pamier’ / ‘Julie E’)-Parzellen
(Blattetage F [n =700 / 150]; SEM) von Freilandversuchen der Versuchsjahre 2015 (A) und
2017 (B). Die Kontrollparzellen (K) blieben unbehandelt. Die Behandlung der Pflanzen erfolgte
mit C® (188 g/ha Fungizid Corbel®), DC30 (200-800 g/ha 30 %ig formuliertes Dispersions-
konzentrat des Genotyps 10 Erntejahr 2012 Ethylacetat-Phase) und C®+DC30 (188 g/ha Fungizid
Corbel®in Kombination mit 200/400 g/ha DC30; A) sowie C® (94 g/ha), DC30 (200-800 g/ha) und
C®+DC30 (94 g/ha in Kombination mit 200/400 g/ha; B). Signifikante Unterschiede im Befallsgrad
gegeniiber der jeweiligen Kontrolle sind mit Sternchen markiert (Dunnett-Test, P < 0,045).

Unter den Priparaten zeigten C® und C®+DC30 188/94+200/400 g/ha (Tukey-Test, P < 0,001)
signifikante Wirksamkeitsunterschiede. C) Die zugehorigen Bilder zeigen Uredo- und Teleuto-
sporen des Weizenbraunrostes (400-fache VergréBerung; I.), einen abgewehrten Besiedlungs-
versuch infolge C®+DC30 94+200 g/ha (Boniturstufe 0; 20-fache VergroBerung; m.) und einen
Uredosporenlager-umgebenden hellen Hof (Nahrstoffzufluss) infolge DC30 800 g/ha (20-fache
VergroBerung; r.).

Versuchsjahr 2015: Die Blattproben von Weizenpflanzen, die mit der mittleren Einzel-
dosierung des DC30 behandelt wurden, zeigten nur kleine Braunrostpusteln, welche im Par-
zellenbestand nicht so starke Schaden setzten (J 20 % Befall) wie im Falle der Kontrolle
(@ 46 % Befall). Hinsichtlich der Kontrollparzellen waren durch den Rostbefall
etwa 70 % der Blatter abgetrocknet. Auf den Weizenblattern der mit 800 g/ha DC30 behandel-
ten Pflanzen waren die Pusteln zwar teilweise prasent, die Sporenlager aber scheinbar bereits
abgestorben (Boniturstufe 3; @ 13 % Befall). Die Plastizitat, Form und Verteilung der Braun-
rostpusteln (bzgl. der Einzelanwendungen unruhiger) wurden auch bei der Wirksamkeitsbe-
wertung der kombinierten Praparate beriicksichtigt. Infolge der kombinierten Applikationen mit
der niedrigsten sowie mittleren Dosierung des DC30 konnte der Braunrosteffekt des Corbel®
(9 11 % Befall) signifikant gesteigert werden (Tukey-Test, P < 0,001; Abb. 55 A). Dies ging
u.a. mit flacheren Lasionsstellen einher. Die betreffenden Blattproben zeigten zudem eine
schwacher ausgepragte Infektion mit S. tritici.

Versuchsjahr _2017: Der 2015er-Versuch konnte in 2017 reproduziert werden
(Abb. 55 B). Trotz des vergleichsweise hoheren Befalls der Corbel®-behandelten Weizen-
pflanzen (@ 42 % Befall) und der Septoria-Uberlagerungen, zeigten deren Bléatter eine durch
das Mittel eingeschrankte Sporulation und ein tieferes Grin. Der deutlich bessere Braunrost-
effekt des DC30 in der 800 g/ha-Dosierung (d 20 % Befall) darf jedoch unter Berlicksichtigung
der praxisuniblichen Einsatzkonzentration des Corbel® nicht Uberinterpretiert werden.
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Auf den Blattproben der kombiniert applizierten Praparate war, wenn Uberhaupt, ein Septoria-
Befall oder hdchstens ein Braunrost-Anfangsstadium (Boniturstufe 10; @ 18-20 % Befall) mit
pustelumgebenden griinen Hofen/Inseln beobachtbar (siehe Kap. 2.1.3).

Versuchsjahr 2016: Neben 2012 bildete das Versuchsjahr 2016 tber alle Freiland-
versuche hinweg die einzige Vegetationsperiode mit glinstigen Bedingungen fiir Bgh. Das eva-
luierbare Ergebnis dieses Kleinparzellenversuchs mit 1000 und 500 g/ha DC30 in SG
(100 Blatter / Prifglied und Replikat; Blattetagen F-1, F-2) ist in Abb. 56 dargestellt. Die
Gerstenblatter der mit dem Vergleichsmittel Flexity® behandelten Versuchsparzellen konnten
nicht bonitiert werden.
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Abb. 56: Freilandversuch mit dem formulierten Extrakt aus Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’ in
Sommergerste. A) Gerstenmehltau (Bgh)-Befall in Sommergerste (‘Steffi’)-Parzellen
(Blattetagen F-1/ F-2 [n 2 189]; SEM) eines Freilandversuchs des Versuchsjahrs 2016.

Die Kontrollparzellen (K) blieben unbehandelt. Die Behandlung der Pflanzen erfolgte mit DC30
(1000/500 g/ha 30 %ig formuliertes Dispersionskonzentrat des Genotyps 10 Erntejahr 2012
Ethylacetat-Phase). Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der jeweiligen
Kontrolle sind mit Sternchen markiert (Dunn-Test versus Kontrolle, P < 0,001).

Unter den Praparaten zeigten DC30 1000 g/ha und DC30 500 g/ha (F-1 / F-2) signifikante
Wirksamkeitsunterschiede (Dunn-Test, P < 0,006). B) Die zugehoérigen Bilder zeigen den Bgh-
Befall der Gerstenblitter exemplarisch.

Unter Berucksichtigung der Bgh-Effekte auf der ertragsbeeinflussenden Blattetage
F-1 zeigte das Freilandergebnis des Versuchsjahrs 2016 ein gutes Resultat, wenn gleich die
Wirkung auf F-2 bei der geringeren Dosierung des DC30 starker nachlie®. Wahrend die mit
500 g/ha DC30 behandelten Gerstenblatter vitaler bzw. wichsiger erschienen als die Kontroll-
blatter (3,3-31,5 % Bgh-Befall), wiesen die Blattproben der mit 1000 g/ha DC30 behandelten
Gerstenpflanzen eine tiefgriine, gesunde Blattfarbung auf (@ 99,4 %ige Bgh-Hemmung;
Abb. 56 B). Die Bgh-Symptome waren bei beiden Dosierungen signifikant reduziert.
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5 Diskussion

Der Schutz unserer Kulturpflanzen vor Pflanzenkrankheiten bzw. -schadlingen durch
Pflanzenschutzmittel (PSM) ist unter soziobkonomischen Aspekten unabdingbar. Neben der
Reduzierung von Ernteverlusten und der damit einhergehenden Absicherung der Agrarpro-
duktion kann dadurch auch die Qualitat der Agrarerzeugnisse sowie eine hdhere Flacheneffi-
zienz bei gleichzeitig geringerem Flachenbedarf garantiert werden. Dies wiederum kommt (mit
Einschrankungen) der Biodiversitat und dem Naturschutz entgegen (OERKE, 2006;
BMBF, 2010; BMEL, 2017). Pilze stellen unter den phytopathogenen Mikroorganismen die
bedeutendste Gruppe dar, was nicht zuletzt an ihren hohen Reproduktionsraten und ihrer
Uberdauerungsfahigkeit an z.B. Pflanzenresten liegt. Die durch phytopathogene Pilze verur-
sachten jahrlichen Ertragsverluste von global etwa 15 % (bzgl. der acht wichtigsten Nutzpflan-
zen) lagen ohne adaquate Pflanzenschutzmallhahmen mindestens doppelt so hoch
(OERKE, 2006; HALLMANN et al., 2007). Die Rechtsgrundlage fiir den Einsatz zugelassener
bzw. genehmigter chemischer PSM ist das ,Gesetz zum Schutz der Kulturpflanzen®
(Pflanzenschutzgesetz [PfISchG]). Um Mensch und Umwelt nicht zu gefahrden, sollen diese
entsprechend der Bestimmungen sachkundig angewandt werden (Aufwandmenge, Gewas-
serabstand, Wartezeit, Bienenschutz, Anwenderschutz etc.) (WINTER, 2002). Auch bei Mal3-
nahmen nicht-chemischer Art sind Nutzen und Risiken zu beachten. Im 6kologischen Landbau
wird dies durch bevorzugt praventive Pflanzenschutzmalinahmen wie abwechslungsreiche
Fruchtfolgen, der zwingende Nichteinsatz chemisch-synthetischer Mittel und die Reduktion der
Anwendung kupferhaltiger Produkte berlcksichtigt. Die haufigere Anwendung ein und dessel-
ben PSM in eng rotierenden Fruchtfolgesystemen kann bestimmte Phytopathogene férdern,
die wiederum zu Ertragseinbuf3en, Qualitdtsminderungen oder auch Verbraucherrisiken (z.B.
durch Mykotoxine) fihren kénnen. Fir ausgewahlte Kulturen sind nicht-chemische Pflanzen-
schutzverfahren, wie der Einsatz resistenter Sorten, verfiigbar (BMEL, 2017). Dennoch darf
eine diesbezlglich stetige Optimierung und Weiterentwicklung (Zichtungsforschung, Resis-
tenzstrategien als Bestandteil integrierter Pflanzenschutzverfahren) nicht vernachlassigt wer-
den (OERKE, 2006; HALLMANN et al., 2007; BMBF, 2010; BMEL, 2017). Dies ist insbesondere
so wichtig, da die Resistenzen von Sorten, welche nur auf Basis eines bestimmten Resistenz-
gens gegenlber einem abiotischen oder biotischen Faktor widerstandsfahig sind, von den
Schadorganismen an den betreffenden Merkmalsstellen adaptiv iberwunden werden kénnen.
Die in den vergangenen Jahrzehnten festgestellte Zunahme von Resistenzen gegeniiber PSM
ist zudem in der geringer werdenden Anzahl von Wirkstoffen sowie Wirkmechanismen begriin-
det. Die Wissenschaft hat in Zusammenarbeit mit der PSM-produzierenden Industrie und der
Praxis einen maf3gebenden Anteil daran, wirksame Gegenstrategien zu finden. Insgesamt
wichtig ist daher ein Angebot an wirtschaftlich und 6kologisch vertretbaren Mallhahmen mit
ausreichender Wirksamkeit, auch fur 6ékologisch wirtschaftende Betriebe. Neben der Vorbeu-
gung muss die nachhaltige Bekdmpfung der Phytopathogene damit fester strategischer Be-
standteil sein (OERKE, 2006; BMEL, 2017).

Wie beschrieben, enthalten Rhabarberwurzeln ein breites Spektrum polyphenolischer Sub-
stanzen, darunter verschiedenste bioaktive Flavonoide und Stilbene. Das Ziel der vorliegen-
den Arbeit war es, Wurzelextrakte aus Rheum und vergleichsweise Rumex obtusifolius (ver-
schiedene Genotypen [GTs]) auf ihre antifungale Wirksamkeit zu untersuchen. Durch die
Testung von Fraktionen (Frks) des Gesamtextraktes aus Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’
(GT10 Erntejahr 2014 [E14]) war zudem die Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen
mdglich.
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5.1 Ernte, Extraktion und Fraktionierung

Das aufzuarbeitende Wurzelmaterial der einzelnen GTs wurde nach einer Kultivie-
rungsdauer der Pflanzen von drei bis (meist) sechs bzw. im Falle des GT10 E14 nach
acht Jahren gewonnen (ENGELSHOWE, 1985). Die Art der angewandten Aufarbeitung bis zur
Extraktion entsprach in etwa der Gewinnung der Droge des echten chinesischen Rhabarbers
(ca. sechs- bis siebenjahrige Standzeit) (STICHER, 1999) und den Angaben von
DINGERMANN et al. (2004) (siehe Kap. 2.3). Unter Berlicksichtigung der Vegetationsperiode
erfolgten die Ernten in den Monaten Marz bzw. April (GT02 [Rheum officinale], GT24
[R. rhabarbarum], GT29 [R. rhabarbarum], GT30 [Rumex obtusifolius], GT35
[Rheum altaicum]), Oktober bzw. November (GT05 [Rheum officinale differenter Herkunft],
GT10 E12, GT36 EQ9 [R. altaicum]) oder beim GT10 E14 im Juni. Primarstudien von Pflanzen
auf antifungale Aktivitaten ihrer Sekundarmetabolite beginnen oft mit wassrigen oder alkoholi-
schen Rohextrakten (YAZDANI et al., 2011). Fur die im Rahmen dieser Arbeit getesteten Wur-
zelextrakte kam ein funfstufiges Laborverfahren aus Fest-Flussig- und Flissig-
Flissig-Extraktionsschritten (engl. liquid liquid extraction [LLE]) mittels unterschiedlicher,
polarer Losungsmittel zum Einsatz. Am Ende des Prozesses standen je eine Wasser (H20)-
und Ethylacetat (EtOAc)-Phase zur Verfligung, wobei die interessierenden hydrophilen, poly-
phenolischen Inhaltsstoffe des Wurzelmaterials (v.a. Flavan-3-ole, Stilbene) in der EtOAc-
Phase aufkonzentriert waren. Im Rahmen der Ernte und Extraktion fiel auf, dass sich die GTs
sowohl in der Wurzelausbeute als auch in ihren Ausbeuten an polyphenolhaltigen Extrakten
unterschieden. Die im Fruhjahr bzw. Spatherbst geernteten Wurzeln der GTs 05, 29, 35 und
36 E09 zeigten hinsichtlich der unterirdischen Biomasse vergleichsweise wenig Material, was
sich aber nicht zwingend auf die Ausbeute an EtOAc-Phase auswirkte. Die héchste Ausbeute
an EtOAc-Phase lieferte die Extraktion der Wurzeln des GT02, die im Marz 2012 geerntet
wurden. Die Konzentration an Stilbenderivaten in den Wurzeln von Rhabarber scheint sich
nach AAVIKSAAR et al. (2003) wahrend der Vegetationsperiode, mit Ausnahme des
Resveratrols (RES; Anstieg im Oktober), kaum zu verandern. Nach WATzL und
LEITZMANN (1999) wirkt sich die Jahreszeit der Ernte auf den Flavonoidgehalt von Lebensmit-
teln aus. Im August soll z.B. in Kopfsalat der Gehalt an Flavonoiden héher als im Monat April
sein (HERTOG et al., 1992). Der im Vergleich zu den enthaltenen Stilbenkomponenten geringe
Flavan-3-ol-Anteil in der EtOAc-Phase des GT02 (LC-MS-Quantifizierungsdaten) kann diese
Theorie jedoch aufgrund des im November geernteten GT05- und des ebenfalls im Marz ge-
wonnenen GT30-Wurzelmaterials mit ausgesprochen hohen Anteilen an Flavan-3-olen nicht
stitzen. Zudem lag bzgl. der im Juni erfolgten Ernte des GT10 E14-Extraktes die Ausbeute an
EtOAc-Phase mit @ 8,75 % im oberen Mittelfeld und der Anteil an Flavan-3-olen in diesem
Extrakt war gering (11,41 %). Die Betrachtung der unterirdischen Biomasse und nicht der zur
Lebensmittelproduktion genutzten Stangel des Rhabarbers muss bei dem Literaturvergleich
bertcksichtigt werden. Im Vergleich des Inhaltsstoffspektrums der GT10 E12- (Oktober) und
GT10 E14- (Juni) Extrakte fiel aber auf, dass im Falle des GT10 E14-Extraktes die Gehalte an
Catechin und Epicatechingallat (ECG; Flavan-3-ole) beinahe zwei- bis dreimal héher ausfielen,
was die oben genannte Angabe wiederum stitzen wirde. Der RES-Gehalt betrug im
GT10 E14-Extrakt etwa 6 mg/g und war damit, gemaf} AAVIKSAAR et al. (2003), um die Halfte
geringer als im GT10 E12-Extrakt (ca. 12 mg/g). Um definiertere und v.a. abgesicherte Aus-
sagen zur Auswirkung der Kultivierungsbedingungen sowie Erntezeitpunkte auf den Poly-
phenolgehalt von Rhabarberwurzeln treffen zu kénnen, waren jedoch gezielte Untersuchun-
gen in Form von Langzeitversuchen erforderlich.
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Anthrachinonhaltige Extrakte (z.B. Physcion, Rhein) aus Pflanzenarten wie Rheum emodi oder
Rheum officinale werden in der Literatur als starke Antimykotika bzw. fungizide Wirkstoffe be-
schrieben (AGARWAL et al., 2000; YANG et al., 2009). Gemaly einer Entscheidung der
Européaischen Kommission vom 15. Dezember 2008 (Aktenzeichen K(2008) 8133) dirfen
Anthrachinone aufgrund ihrer potentiellen Gefahrdung der Gesundheit von Mensch und Tier
nicht in Anhang | der Richtlinie 91/414/EWG des Rates aufgenommen und in der EU somit
nicht mehr flr den Pflanzenschutz verwendet werden (Widerruf der Zulassungen von PSM mit
diesen Wirkstoffen). Anthrachinone konnten durch LLE-Schritte mit Petrolether weitestgehend
abgetrennt werden, waren in den Gesamtextrakten (EtOAc-Phasen), v.a. im Extrakt des GT05,
und in den Frks des GT10 E14 aber dennoch sowie meist in glucosylierter Form erfassbar. In
den Gesamtextrakten handelte es sich dabei insbesondere um Chrysophanol- und Emodin-
monoglucosid. Wie einleitend erwahnt, bildete Chrysophanol eine der drei gegenulber
Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) aktiven Substanzen, die in einem Wurzelextrakt aus
Rumex crispus identifiziert wurden (CHOI et al, 2004). In einer Studie von
AGARWAL et al. (2000) wurde die antifungale Aktivitat der aus Rhizomen von Rheum emodi
methanolisch extrahierten Anthrachinonderivate Rhein, Physcion, Aloe-Emodin und
Chrysophanol nachgewiesen, u.a. gegenluber  Aspergillus fumigatus und
Candida albicans. GONG et al. (2005) berichteten Uber den maligebenden Anteil von
Anthrachinonderivaten aus Rhabarber an dessen pharmakologischen Wirkungen. In der vor-
liegenden Arbeit machten die Anthrachinone in den untersuchten Extrakten im Mittel lediglich
15,74 % der jeweiligen Gesamtpeakflache aus (LC-MS-Semiquantifizierungsdaten) und waren
mit den geringsten Anteilen in den Bgh-aktiven EtOAc-Phasen der GTs 02 E12 sowie 30 ent-
halten. Infolge der Fraktionierung der EtOAc-Phase des GT10 E14 mittels praparativer HPLC
waren die Anthrachinone vorrangig in den beiden zuletzt gesammelten Frks 9 und 10 aufkon-
zentriert, welche neben den Anthrachinonen keine weiteren Gerbstoffe oder Stilbene enthiel-
ten. In Frk 8 kamen die Anthrachinone in Spuren vor. Die Frks 8 bis 10 erzielten in
Blattsegmenttests (BSTs) gegenuiber Bgh vergleichsweise nur moderate Effekte. Daher kann
ihr Anteil an den Bgh-Effekten der Gesamtextrakte als gering eingeschatzt werden.

5.2 Antifungale Wirksamkeit der Extrakte in den
Mycelwachstumstests und Gersten-Blattsegmenttests

Verschiedenartige Pflanzenextrakte, wie solche aus Reynoutria sachalinensis,
Rumex crispus oder Rheum emodi (Polygonaceae), wurden gegen Echte Mehltaupilze und
andere pilzliche Phytopathogene bereits getestet (HERGER und KLINGAUF, 1990;
KONSTANTINIDOU-DOLTSINIS und SCHMITT, 1998; AGARWAL et al., 2000; KiM et al., 2004). In
in vitro Untersuchungen von HUSSAIN et al. (2010) wurden ausgewahlte methanolische Roh-
extrakte von Medizinalpflanzen aus der Familie der Knéterichgewachse auf ihre anti-
bakteriellen, antifungalen und insektiziden Aktivitaten getestet. Unter den Pflanzenextrakten
fanden sich solche aus Rumex-Spezies (spp.; oberirdische Biomasse / Wurzeln) und
Rheum australe (Rhizom), welche v.a. hemmende Effekte gegeniber Fusarium solani und
Aspergillus niger zeigten. In einer Studie von FARRAG et al. (2013) wurden die antifungalen
Wirkungen unterschiedlicher wassriger Pflanzenextrakte auf die Konidienkeimung und das
Mycelwachstum samenblrtiger Pilze von  Gurkensaaten untersucht (vorrangig
Fusarium oxysporum). Bei den Extrakten handelte es sich u.a. um Pfefferminz-, Rhabarber-,
Knoblauch- und Walnussextrakte, von welchen der Pfefferminzextrakt, dicht gefolgt von
Rheum rhabarbarum, am effektivsten war (in vitro Tests mit Dosierungen von 2 bzw. 3 %;
100 %ige Hemmungen). Ein Extrakt aus dem Rhizom von R. rhabarbarum zeigten in einer
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Studie von WANG et al. (2007) auch signifikant hemmende Effekte gegenutber dem
Falschen Mehltau Phytophthora infestans auf Kartoffelblattern und -keimlingen.

Ein ethanolischer Wurzelextrakt aus Rheum officinale wurde in Form der in China kommer-
zialisierten wassrigen Physcion/Parietin-Formulierung in Gewachshaus- und Freiland-
versuchen auf seine Wirksamkeit gegen Echten Mehltau in Gurken (Podosphaera xanthii) eva-
luiert. Auf Basis des meist Uber 80 %igen Wirkungsgrades wurde das Produkt in China als
effektives Alternativmittel im integrierten und biologischen Pflanzenschutzmanagement gegen
Echten Gurkenmehltau empfohlen (YANG et al., 2009).

Im Unterschied zu derartigen Studien galt es, die potentielle Eignung der Rumiaceae-
Wurzelextrakte bzw. ihrer Wirkstoffe als Pflanzenschutzstrategie fir einen (ergédnzenden) Ein-
satz in fungiziden PSM in Experimenten funktionell zu prifen, die in vitro Labor- bis grof® an-
gelegte Feldversuche mit unterschiedlichen Dosierungen, Frk-Testungen und die chemische
Strukturcharakterisierung der Anthrachinon-reduzierten Extrakte umfassen. Das diesbezlgli-
che Monitoring war in Primar-, Sekundar- sowie Tertidrscreening-Stufen unterteilt. Die
Methoden des Primarscreenings bildeten der in vitro Mycelwachstumstest (MWT) und der
in vivo BST.

5.2.1 Mycelwachstumstests

Der mit den H20- und EtOAc-Phasen der Rheum- und Rumex-Wurzelextrakte durch-
gefihrte MWT wurde fir die Testung gegen nekrotrophe und hemibiotrophe Pilze und
Oomyceten unterschiedlichster Besiedlungsstrategien, Ernahrungsformen oder Entwicklungs-
zyklen (HAMMOND-KOSACK und JONES, 1996) genutzt. Da wachstumshemmende Effekte in
Untersuchungen mit obligat biotrophen Erregern auch auf der Induktion pflanzlicher Resistenz-
mechanismen beruhen koénnen, erlaubte der MWT so die Abgrenzung direkter antifungaler
Aktivitaten. Durch die in das jeweilige Nahrmedium eingearbeiteten Extraktldsungen wurden
nicht alle der getesteten Erreger signifikant, aber hemibiotrophe Pathogene wie Fusarium spp.
(CASTIBLANCO et al., 2017) und nekrotrophe Pilze wie Alternaria brassicicola (hier v.a. durch
den GT10 E12-Extrakt) teils deutlich in ihrem Wachstum gehemmt (EtOAc-Phasen,
1000 ppm).

Gegenuber Fusarium culmorum und F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL race 2) waren die
Extrakte des GT10 beider Erntejahre selbst in geringeren Dosierungen bis 250 ppm bzw.
62,5 ppm (GT10 E12) sehr effektiv, gegeniber Letzterem in 1000 ppm und 500 ppm sogar die
H20-Phasen des GT02 E09 sowie GT10 E14. Die Wirksamkeit der H-O-Phase des GT10 E14
konnte auf ihren vergleichsweise hohen Gehalt an Rhaponticin (RHA) zurtickgefiihrt werden
(41,01 mg/g Extrakt), da die H.O-Phasen im Ubrigen keine nennenswerten Polyphenolgehalte
aufwiesen. Inwiefern sich weitere polyphenolische oder andere Substanzen auf das Mycel-
wachstum von FOL race 2 ausgewirkt haben, kann aufgrund der fehlenden Semi-
quantifizierung der Verbindungen im GT10 E14-Extrakt an dieser Stelle nicht geklart werden.
Fusarium spp., wie F. culmorum oder F. graminearum, welche vorrangig Hafer und Weizen
befallen, zahlen global gesehen zu den gefahrlichsten Krankheitserregern in Getreide. Die
Ertragsverluste von etwa 10 % bis 50 % sind auf eine verringerte Triebkraft des Saatgutes,
Kornzahl pro Ahre und ein vermindertes Tausendkorngewicht zuriickzufiihren (Schadbild:
partielle Weil3- oder Taubahrigkeit). Von ihnen gebildete und fiir den Menschen sowie das Tier
problematische Mykotoxine (z.B. Deoxynivalenol [DON], Zearalenon [ZON]) belasten bei wit-
terungsbedingt langsamer Abreife oder unsachgemaRer Lagerung (Wiederbefeuchtung) das
Erntegut (Konsum-, Futtergetreide) (SCHLOSSER, 1997; HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999;
PRIGGE et al., 2004). Allgemein gilt, dass fur die Bekdmpfung von pilzlichen Erkrankungen in
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Weizen, wie Mehltau und Septoria, etliche PSM zugelassen sind, die wenigsten davon aber
auch gegen Fusarium spp. wirken.

In Mais sind die agrarwirtschaftlichen MalRnahmen aufgrund fehlender Zulassungen auf die
Saatgutbeizung beschrankt. Die Fruchtfolge Weizen nach Mais ist hinsichtlich des verstarkten
Befallsrisikos mit Fusarium kritisch zu sehen.

Alternativen zu chemischen PSM bilden synthetische Pflanzenaktivatoren wie Benzothiadiazol
(BTH). Die Kolonisationsrate von Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici konnte durch
eine BTH-Vorbehandlung von Tomaten ber die BTH-vermittelte induzierte Resistenz (IR) der
Pflanzen nachweislich reduziert werden (BENHAMOU und BELANGER, 1998). Vorbeugende Be-
handlungen von Getreidebestanden mit Pflanzenstarkungsmitteln halten das Befallsniveau fir
langere Zeit unterhalb einer Schadensschwelle (Verstarkung der Papillenbildung, Anstieg von
Salicylsaure [engl. salicylic acid {SA}]). Erfolgt dies erst in spateren Pflanzenentwicklungssta-
dien, ist jedoch mit einer geringeren Wirkung zu rechnen (SCHLOSSER, 1997; HOFFMANN und
SCHMUTTERER, 1999). Ein weiterer Nachteil solcher chemischen Resistenzinduktoren ist ihr
bedingter Energieaufwand fiir die Pflanze, der sich negativ auf deren Ertragsbildung auswirken
kann (z.B. durch die Bereitstellung abwehraktiver Verbindungen). Somit stellen Pflanzenakti-
vatoren agrarékonomisch keine echte Alternative zu Fungiziden dar (SCHLOSSER, 1997;
VAN HULTEN et al., 2006; HALLMANN et al., 2007; WALTERS et al., 2008; CONRATH et al., 2015).
Kurativ wirksame Fungizide bergen jedoch eine hohe Resistenzgefahr und sollten daher nur
begrenzt eingesetzt werden (WINTER, 2002). Unter Beriicksichtigung dieser Uberlegungen
kdénnten Polyphenole von Rheum-Wurzelextrakten eine umweltfreundlichere wie auch poten-
ziell nachhaltigere Erganzung zu synthetischen Fungiziden sein (siehe auch Kap. 5.5 und
Folgende). Die kurative Wirksamkeit von Rheum-Wurzelextrakten in vivo konnte anhand von
Gersten-BSTs mit dem GT29-Extrakt (EtOAc-Phase, 500+50 ppm; n = 13) in Voruntersuchun-
gen belegt werden. 7 d nach der Infektion (engl. days after infection [DAI]) mit Bgh zeigten die
postinfektionell behandelten Blatter (3 DAI) einen Bgh-Befallsgrad von 32 % (500 ppm) bis
43 % (50 ppm), wobei der Befall der Kontrollblatter bei 92 % lag. Die Vorbehandlung von Blat-
tern drei Tage vor der Inokulation bewirkte eine deutlich starkere Bgh-Hemmung (1-20 %
versus [vs.] 100 %). Die kurative Wirkung gegenuber Bgh war gegenuber der protektiven Wirk-
samkeit damit zwar schwacher, aber dennoch signifikant (Dunnett-Test, P < 0,001).

Die Extrakte des GT10 E12 und GT02 E12 sowie v.a. des GT23 (@ 13 % rel. Wachstum)
hemmten auch das Mycelwachstum des hemibiotrophen ,rice blast®Pilzes
Magnaporthe oryzae massiv. Mutmalliche Wirkstoffe im GT23-Extrakt sind die quantitativen
Hauptkomponenten RHA und Desoxyrhaponticin (DRHA) sowie die semiquantitativ bestimm-
ten Substanzen Piceatannolglucopyranosid und Resveratrol-Dihydrodimer. Der durch
M. oryzae verursachte Reisbrenner ist die weltweit relevanteste Krankheit im Reisanbau
(MEHRABI et al., 2009). Nach dem Weizen zahlt der Reis global zu den wichtigsten Grundnah-
rungsmitteln (BMBF, 2010), der ein Drittel der Weltbevélkerung ernahrt (HEAD, 2017). Genauer
zahlt er neben Mais, Sojabohnen, Hirsen und der internationalen Bedeutung von Gerste zu
den ,big five cash crops®, die 75 % der Weltbevolkerung ernahren (MIEDANER, 2014). Auch bei
Reis gilt, dass pflanzenzilichterische MaRnahmen in Form von krankheitsresistenten Kultivaren
innerhalb  weniger  Vegetationsperioden von dem Pilz Uberwunden werden
(FUKUOKA et al., 2009). Daher besteht ein dringender Bedarf an neuen antifungalen Wirkstof-
fen, welcher durch Rhabarber-basierte Mittel mit abgedeckt werden kénnte. Gegenuber Bgh
resistente Gerstenlinien (mlo-vermittelte Resistenz) zeigen eine hohe Anfalligkeit gegeniber
M. oryzae, der auch andere SifRgraser befallt (JAROSCH et al., 1999). Ob Rheum-
Wurzelextrakte den Erreger in Gerste kontrollieren kénnen, ware zu prifen.
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In Obstgewachsen gehdren Pilze ebenfalls zu den schadlichsten Krankheitserregern
(WINTER, 2002). Der Apfel zahlt neben Getreide, Kartoffeln, Raps, der Weinrebe, Hopfen und
Gemdusearten zu den Fungizid-intensiven Kulturen. Im Apfelanbau bedeutet dies eine Anwen-
dungshaufigkeit von Gber 20 Behandlungen pro Saison (HALLMANN et al., 2007). Verglichen
mit anderen pilzlichen Phytopathogenen in Kernobst, erfordert der Apfelschorf-Pilz
Venturia inaequalis den hochsten Bekampfungsaufwand, welcher bei sichtbarem Schorfbefall
gezielte Fungizidbehandlungen mit Spritzabstanden von max. 14 d umfasst (WINTER, 2002;
Cox, 2015). Venturia inaequalis zeigte unter Einwirkung des GT10 E12-Extraktes drastisch
reduzierte Wachstumsraten und eine diesbeztigliche Hemmung von bis zu 100 %. Da teilweise
ausschliel3lich das Impfstiick bewachsen war, ist anzunehmen, dass der Pilz Kontakt zur
Extraktldsung hatte und sich infolgedessen ausschlieBlich aus dem Impfstiickagar heraus
ernahrte. Die meisten europaweit angebauten Apfelsorten sind sowohl gegeniber Schorf als
auch Mehltau (Podosphaera leucotricha) anfallig, sodass chemische Bekampfungsmalnah-
men unabdingbar sind (WINTER, 2002; LESEMANN et al., 2006). ,Teilsystemische Schorf-
fungizide (Triazole) sowie Strobilurine erfassen auch den Mehltau. In Regionen mit Triazol-
Resistenz bei Schorf dirfen schorfwirksame Produkte dieser Gruppe auch nicht gegen Mehl-
tau eingesetzt werden® (WINTER, 2002). Die erforderlichen intensiven Fungizidapplikationen
sind zwangslaufig mit den bekannten dkologischen Problemen verbunden, wie Nebenwirkun-
gen auf andere Lebewesen bzw. Nutzorgansimen (Regenwirmer, Bienen)
(LESPINASSE et al., 2000; WINTER, 2002). Durch die substanziell reduzierten Befallsraten Bgh-
infizierter Blatter im Rahmen der Gersten-BSTs (siehe auch Kap. 5.2.2) und die
100 %ige Hemmung von V. inaequalis im MWT ist eine mogliche Doppelindikation des GT10-
Extraktes im Erwerbsobstbau gegeben, die ansonsten nur durch hoch effiziente synthetische
Fungizide erreicht wird.

Eine weitere Diskussionsgrundlage lieferten auf den Testplatten der MWTs aufgefallene mor-
phologische Besonderheiten (siehe Anlage 71). Zu diesen zahlte eine partielle dunkle (rétliche)
Verfarbung des Nahragars an der Peripherie des Mycelstlicks, die sowohl bei M. oryzae als
auch V. inaequalis nach Behandlung mit hohen Dosen der GT02 E09-, GT10 E12 und E14-
sowie GT23-Extrakte beobachtet wurde. Mogliche Ursache war ein Austritt des Farbstoffs
Melanin, welcher als appressoriales Zellwandpigment u.a. bei der Gattung Magnaporthe be-
kannt ist (BECHINGER et al., 1999) und eine hohe antioxidative Kapazitat aufweist (JACOBSON
und TINNELL, 1993). Es war unter Einwirkung der Rheum-Extrakte offenbar als Folge einer
Zellwandaufldsung in den Nahragar ausgeschieden worden. Hinsichtlich F. culmorum zeigten
Extrakte wie der des GT10 E14 auffdllige morphologische Veranderungen des Mycel-
wachstums. Diese aulierten sich in einer ledrigen, schuppenartigen Auspragung mit ver-
gleichsweise glattem Rand (keine feinen Hyphenauslaufer wie im Falle der Kontrolle / H2O-
Phase). Insbesondere die Beobachtungen der erstgenannten Effekte bedeuten, dass Rheum-
Wurzelextrakte Uber die Eigenschaft verfigen kénnten, pilzliche Zellwande anzugreifen, auf-
zubrechen bzw. aufzulésen (Chitinasewirkung [Zellwandabbau/-lysis]). In den mit den EtOAc-
Phasen der GTs 29 und 35 anfanglich durchgefihrten MWTs gegen den Oomyceten
Phytophthora capsici (Isolat LT1534) konnte beobachtet werden, dass infolge der angenom-
menen Zellwandauflésung endogene Bakterien freigelassen wurden. Hauptkomponenten der
GT29- und GT35-Extrakte waren RHA und DRHA (quantitativ) sowie Piceatannol-
glucopyranosid und Resveratrol-Dihydrodimer (GT35) bzw. Rhapontigenin (GT29) (semi-
quantitativ). Insbesondere die vier erstgenannten Substanzen scheinen eine Rolle bei den be-
obachteten antifungalen Effekten zu spielen, da diese auch die Hauptkomponenten des GT23,
GT10 und GTO02 bildeten. ADRIAN et al. (1997) stellten fest, dass eine bestimmte Konzentration
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exogen applizierten RES einen Aufbruch der Konidienzellwand von Botrytis cinerea mit an-
schlielendem Austritt der Zellbestandteile verursachte.

Wenngleich dieses Ergebnis mit den gepriften Rheum-Extrakten nicht bestatigt werden
konnte, liegen doch Hinweise auf ein entsprechendes zellwandauflésendes Potential gegen-
Uber den oben angegebenen Phytopathogenen vor.

5.2.2 Gersten-Blattsegmenttests

Die BSTs, welche weitgehend im Pathosystem Hordeum vulgare (anfallige
Sommergersten [SG]-Sorte ‘Lawina’) — Blumeria graminis f.sp. hordei (Gerstenmehltau, Rasse
A6; Bgh) durchgefiihrt wurden, ermdéglichten die Evaluierung des antifungalen Potentials
selektierter Gesamtextrakte (EtOAc-Phasen) gegenliber obligat biotrophen pilzlichen Patho-
genen. Hierbei wurden unbehandelte (dest. H,O) Blatter mit Mehltaukonidien infiziert und bis
zu einer deutlichen Mycelbedeckung inkubiert (ca. 90 %). Die Befallsrate wurde mit derjenigen
von Blattsegmenten verglichen, die eine prainfektionelle Extraktbehandlung erfuhren. Die Bgh-
hemmenden Effekte der hierfir ausgewahlten Extraktproben (GT02, GT05, GT10, GT24,
GT29, GT30, GT35) waren, wenngleich die Wirkungen bei geringeren Dosierungen meist ab-
fielen, signifikant (500-63 ppm). Bei Anwendungskonzentrationen von 250 ppm sowie 125 ppm
konnte der GT10 E12 das pilzliche Mycelwachstum um durchschnittlich 100 % hemmen und
bildete damit den gegenuber Bgh nachweislich effektivsten Extrakt. Dies ist unter Bertcksich-
tigung der durch Getreidemehltau verursachten Ertragsverluste von bis zu 30 % (siehe
Kap. 2.1.1) hervorzuheben. Den entscheidenden Unterschied zu den beiden anderen
R. rhabarbarum-GTs 24 und 29 kénnten die im GT10 E12-Extrakt quantitativ hheren Gehalte
an RHA, DRHA sowie RES verursacht haben, welche bzgl. des GT10 E14-Extraktes mit
schlechterer Bgh-Wirkung ebenfalls geringer ausfielen (um ca. die Halfte). Basierend auf den
Mittelwerten der jeweiligen Wachstumsraten erwies sich der GT10 E12-Extrakt, mit groRem
Abstand, auch in den MWTs als effektivster Extrakt (d 15 % rel. Wachstum), wahrend die
Charge der spater geernteten Wurzeln (GT10 E14) auch hier schwachere Effekte zeigte (z.B.
geg. V. inaequalis). Die nur im GT10 E14-Extrakt gegebenen Anteile an den galloylierten Sub-
stanzen Piceatannolgalloylglucopyranosid und Rhaponticingallat durften sich durch die nach-
gewiesene antifungale Wirkung von Gallussaure nicht nachteilig ausgewirkt haben (Dix, 1979;
NGUYEN et al., 2013). Der betreffende Extrakt wies jedoch semiquantitativ hdhere Gehalte an
glucosylierten Komponenten auf (Trihydroxystilbenglucosid, Piceatannolglucopyranosid,
Piceatannolcumarylglucosid). Glucosylierungsprozesse kénnen in anfalligen bzw. resistenten
Sorten unterschiedliche Reaktionen auslésen. Dies wurde am Beispiel RES und dem
Falschen Mehltau in Reben verdeutlicht (PEZET et al., 2004b). Wahrend in den anfalligen Kul-
tivaren infolge der Infektion RES zu seinem Glucosid Piceid umgewandelt wurde, produzierten
die resistenten Sorten neben dem RES als Synthesepool zudem ¢- und &-Viniferin (Oxidati-
onsprodukte des RES). In einer Studie von BAIDEZ et al. (2006) zeigten die glykosylierten Ver-
bindungen von polyphenolischen Substanzen aus Wurzeln und Stangeln des Olivenbaums
eine geringere toxische Wirkung gegentiber Oomyceten und Pilzen als deren Aglykone. Dem-
zufolge konnte die geringere Wirksamkeit des GT10 E14-Extraktes (einschlie3lich der unzu-
reichenden Hypersensitivitatsreaktions [HR]-Bildung) auf dessen héheren Gehalt an glucosy-
lierten Verbindungen zurickgefihrt werden. Wahrend die GT05- und GT30-Extrakte in den
MWTs ein Wirkspektrum von nur 38 % aufwiesen, d.h. lediglich gegenuber drei von
acht Pathogenen ausreichend effektiv waren (< 50 % rel. Wachstum), zeigten sie gegeniber
Bgh dosierungsabhangig gute Wirkungen. Die von allen anderen Extrakten abweichende Ver-
teilung der Flavan-3-ole (quantitativ dominierend) sowie Stilbene in den GT05- und GT30-
Extrakten schien zwar Einfluss auf die Breitenwirksamkeit sowie Effektivitat
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(9D 58 bzw. 49 % rel. Wachstum) gegen nekrotrophe und hemibiotrophe Pathogene, aber nicht
auf die Wirksamkeit gegentiber dem biotrophen Gerstenmehltaupilz zu nehmen.

Zudem zeigten beide Extrakte eine gute Teilhemmung gegenuber dem Falschen Mehltaupilz
P. capsici (v.a. geg. Isolat LT1534) auf. Neben quantitativ vernachlassigbar geringen Stilben-
gehalten wurde im Extrakt des GT05 ein Piceatannolglucopyranosid mit den semiquantitativ
héchsten Peakfklacheneinheiten (engl. peak area units [PAU]) identifiziert, welches im Ver-
gleich zu den Extrakten der GTs 02, 10, 24, 29 und 35 jedoch geringer konzentriert vorlag. Der
Extrakt des GT30 wies dagegen kein zusétzlich identifizierbares Stilben auf. Daher kbnnen die
hemmenden Effekte der GT05- und GT30-Extrakte auf Bgh ausschlief3lich durch ihren
Flavan-3-ol-Gehalt (v.a. Catechin [ca. 206/126 mg/g] und zu einem geringeren Anteil ECG)
erklart werden. Dem Catechin wird insbesondere eine antibakterielle Aktivitdt zugeschrieben
(CHAKRABORTY und CHAKRABORTI, 2010). Catechin zeigte aber z.B. auch gegenlber
B. cinerea einen reduzierenden Effekt auf die Keimschlauchlange, wahrend die Keimungsrate
in der betreffenden in vitro Studie durch Gallussaure reduziert wurde (TAO et al., 2010). In
einer Studie von HIRASAWA und TAKADA (2004) hemmte Epicatechingallat (ECG) die Uberle-
bensrate von Candida albicans-Zellen ahnlich dem Catechin, jedoch nicht so schnell wie
Epigallocatechingallat. Einen Wirkanteil an den Bgh-Effekten der GT05- und GT30-Extrakte
kénnten daher auch die semiquantitativ bestimmten galloylierten Substanzen gehabt haben
(monogalloyliertes Procyanidin-Dimer; GT30: Epicatechingallat-Dimer, GT05: Gallussaure,
Monogalloylglucose). Zudem enthielt der GT30-Extrakt die meisten unbekannten Massen, de-
ren Substanzen einen mafRgeblichen Einfluss gehabt haben kdnnten. In den breitenwirksamen
und Bgh-aktiven Wurzelextrakten des GT02 und des GT10 je beider Erntejahre wie auch in
allen Ubrigen Extrakten dominierte der Stilbengehalt (quantitativ.: @ 312 mg/g Stilbene vs.
@ 8 mg/g Flavan-3-ole, semiquantitativ: 56-87 % der Gesamtpeakflache). Die Inhaltsstoff-
spektren der GT02- und GT10-Extrakte unterschieden sich dabei nur unwesentlich voneinan-
der (Hauptkomponenten: RHA und DHRA [71-273 mg/g], 3,4‘,5-Trihydroxystilben-3-O-3-D-
glucosid/-glucopyranosid [THSG] bzw. Piceid [insb. im GTO02-Extrakt], RES [insb. im
GT10 E12-Extrakt]). Auffallig war der Gehalt an RHA im R. officinale-Extrakt des GT02, der
gemal der Pharmakopdedefinition in der Droge der Medizinalrhabarberarten R. palmatum und
R. officinale wegen seiner dstrogenen Wirkung nicht nachweisbar enthalten sein darf
(ENGELSHOWE, 1985; STICHER, 1999). Der Wert der Reinheitsprifung wird seitens des
Deutschen Arzneibuchs 1996 aber kritisch betrachtet, da auch in R. palmatum Stilbenderivate
isoliert werden konnten (STICHER, 1999). Der hohe RHA- und sonstige Gehalt an Stilben-
derivaten im  GT10-Extrakt (Speiserhabarber) entspricht den Literaturangaben
(DINGERMANN et al., 2004). Unter Berlcksichtigung der semiquantitativen LC-MS-Auswertung
enthielten die GT02- und GT10-Extrakte ebenfalls dieselben Hauptkomponenten: das
Piceatannolglucopyranosid (v.a. im GTO02-Extrakt) und ein Trihydroxystilbenglucosid. Das
antifungale Potential der Stilbene ist umfassend beschrieben (HART, 1981; WOODWARD und
PEARCE, 1988; HAIN et al., 1993; PEZET et al., 2004a; ALBERT et al., 2011; KUMAR und
NAMBISAN, 2014) (siehe auch Kap. 2.2.2). Die Stilbene Piceatannol und RES wurden im Kern-
holz von Robinien, in denen das altere Kernholz eine hdhere Resistenz gegeniber pilzlicher
Faulnis zeigt, neben dem Flavonoid Dihydrorobinetin als die dort deutlich héher konzentrierten
Inhaltsstoffe identifiziert (SERGENT et al., 2014). Das postinfektionell unspezifisch akkumulierte
RES, dessen Oxidationsprodukte antifungal aktiver sind (LANGCAKE und PRYCE, 1976), indu-
zierte in einer Studie von POCIECHA et al. (2014) den Phenolmetabolismus in mehltau-
anfalligem Weizen. Hier wurden erhéhte Phenylalaninammoniumlyase (PAL)- und B-D-
Glucosidase-Aktivitaten detektiert. Durch exogen appliziertes RES konnte der pilzbedingte
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Blattschadigungsgrad reduziert werden. Dieser Effekt wurde der antioxidativen und abwehrre-
gulatorischen Kapazitdt des RES zugeordnet (Hemmung der Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies [engl. reactive oxygen species {ROS}]). Neben den Stilbenen sind aber
auch Flavonoide, darunter insbesondere die (methylierten) Isoflavonoide, flir antimikrobielle
Kapazitaten bekannt (HARBORNE und WiLLIAMS, 2000; ORHAN et al, 2010;
KANWAL et al., 2010).

Das abweichende Inhaltsstoffspektrum des Wurzelmaterials aus dem GTO05, der wie der GT02
die Rheum-Art R. officinale bildet, kénnte daran liegen, dass eine grof3e Bastardisierungsten-
denz der botanisch oder morphologisch-anatomisch ohnehin bereits schwer differenzierbaren
Rheum-Arten besteht (ENGELSHOWE, 1985; HANSEL, 1999). Verunreinigungen von
R. palmatum und R. officinale (Rhei radix, Rhabarberwurzel) durch Rhapontik-Rhabarber von
R. rhaponticum und gelegentlich auch durch R. rhabarbarum kommen vor (SCHIER, 1999). Das
im GT05-Extrakt gefundene Gallotannin Monogalloylglucose spricht jedoch fur seine Zugeho-
rigkeit zu den Medizinalrhabarberarten (STICHER, 1999; DINGERMANN et al., 2004).

Auf der Grundlage der Uberzeugenden Mehltauwirkung der Extrakte des GT05 und GT30 mit
hohen Flavan-3-ol-Gehalten sowie der Stilben-dominierten GT02- und GT10-Gesamtextrakte
wurde angenommen, dass Komponenten verschiedener Polyphenolgruppen an der protekiti-
ven Wirkung gegentiber Bgh maligeblich beteiligt sind und mdglicherweise zu einer synergis-
tischen Wirkung fuihren kénnten. Die antimikrobielle Aktivitat von Extrakten und fraktionierten
Inhaltsstoffen aus Rheum wurde erst kirzlich durch PHAM et al. (2017) getestet. Untersu-
chungsmaterial war das Rhizom des Rheum tanguticum, welches extrahiert und fraktioniert
gegen funf von sieben phytopathogenen Pilzen wirksam war (in vivo), darunter M. oryzae und
Bgh. Die chromatographisch aufgetrennten Frks der aktiven Extrakte enthielten neben
vier Stilbenen drei Anthrachinone, von denen Physcion sowie Chrysophanol gegenuber Bgh
signifikant effektiv waren und Rhapontigenin wie auch Desoxyrhapontigenin antibakteriell
Uberzeugten. In den mittels praparativer HPLC erzeugten 10 Frks des GT10 E14
(EtOAc-Phase) konnten die im Gesamtextrakt enthaltenen Substanzen entsprechend aufkon-
zentriert und eine Einteilung in vorrangig Flavan-3-ol- sowie Stilben-haltige Frks vorgenommen
werden. Dies ermdglichte die Ableitung gezielterer Struktur-Wirkungs-Beziehungen. Wie sich
anhand der LC-MS-Analytik ergab, enthielten die zu Beginn eluierenden Frks 1 und 2 insbe-
sondere Flavan-3-ole (Frk 1 v.a. Catechin, aber auch Procyanidine; semiquantitativ: insb.
Epicatechingallat-Dimer, monogalloyliertes Procyanidin-Dimer und Di-O-galloylglucose), die
Frks 3 bis 8 vorrangig Stilbene, wobei Frk 8, wenn auch nur in Spuren, zudem Anthrachinone
aufwies. Frk 9 und Frk 10 wiederum enthielten hauptsachlich Anthrachinone. Die mit den
GT10-Frks 1 bis 10 durchgefiihrten Gersten-BSTs lielRen an den signifikanten Bestwirkungen
der Frk 2 und Frk 5 (d 2-3 % vs. 88 % Befall bei der Kontrolle) erkennen, dass an der Bgh-
Wirkung des Gesamtextraktes sowohl Verbindungen der Flavan-3-ol-Gruppe (Frk 2-Haupt-
komponente: ECG) als auch Stilbenkomponenten (Frk 5-Hauptkomponente: RES, semi-
quantitativ: Rhaponticingallat) beteiligt sind. Inwieweit das in Frk 2 zusatzlich identifizierte
Trihydroxystilbenglucosid mit tber 2,7 Millionen PAU Einfluss nahm, kann aufgrund der nur
semiquantitativen Auswertung nicht geklart werden. Der THSG-Standard war in Einzelanwen-
dung aber die schwachste (Stilben-)Verbindung gegenuber Bgh. Bgh-aktiv, jedoch weniger
effektiv als die Frks 2 und 5, war auch die Frk 7 mit dem vergleichsweise héchsten Polyphenol-
gehalt (ca. 927 mg/g Frk). Die Konzentration an Polyphenolen allein hat somit keine mafRge-
bende Auswirkung, wenngleich sich der in Frk 6 festgestellte Mangel an Polyphenolen
(ca. 2 mg/g Frk) durch die vergleichsweise schwachste Bgh-Wirkung aul3erte. Die in der Frk 7
und Frk 4 aufkonzentrierten Hauptinhaltsstoffe des GT10-Gesamtextraktes DRHA bzw. RHA
scheinen nicht ausschlielich flir dessen Bgh-Effekt verantwortlich zu sein. Die Annahme der
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polyphenolgruppenbezogenen Mehrkomponentenwirksamkeit konnte durch die Gersten-
BSTs mit Rheum-typischen Standardsubstanzen bestatigt werden. Hier zeigten alle Vertreter
der unterschiedlichen Polyphenolgruppen (Flavan-3-ol- und Stilben-Standards der MS-
Quantifizierung) signifikant hemmende Effekte gegen den Mehltaupilz. Aus jeder Gruppe er-
Zielte mindestens eine Substanz eine Hemmung des Pathogens von Uber 90 % (z.B. ECG,
RES).

Die multikomponentenbedingte antifungale Wirksamkeit des GT10-Extraktes I&sst daher ein
geringeres Risiko fur Pathogenresistenzen in der landwirtschaftlichen Praxis vermuten.

Ein R. rhabarbarum-Extrakt konnte in einer Studie von DAGOSTIN et al. (2011)
Plasmopara viticola-Infektionen in Reben unter Gewachshausbedingungen auf einem hohen
Level kontrollieren. In Untersuchungen der Hochschule Geisenheim zeigten ausgewahlte
Extrakte des Rhabarbersortiments der Hochschule Anhalt in in vivo Tests (Gewachshausver-
suchen) eine ansprechende Wirkung gegeniber dem Falschen Mehltau der Weinrebe
P. viticola an Rebstecklingen der Sorte Riesling. Wahrend beim GT29-Extrakt
(R. rhabarbarum) eine klare Dosis-Wirkungs-Beziehung erkennbar war, erwies sich der Extrakt
des GT35 (R. altaicum) als die bessere Wirkstoffkombination mit sehr guten Effekten bis hin
zur niedrigsten Konzentration (1000-250 ppm, protektiv; Blattbonitur, n = 20). Bis auf die nied-
rigste Dosierung des GT29-Extraktes Ubertrafen die Mehltaueffekte der Rheum-
Wurzelextrakte sogar die des Kontaktfungizids Folpan® 80 WDG. Diese stellen insofern rele-
vante Ergebnisse dar, als dass P. viticola, wie andere Vertreter auch, durch eine zeitnah er-
worbene Resistenz gegeniber systemischen Fungizidwirkstoffen gekennzeichnet ist
(HALLMANN et al., 2007). Gegen Oidium (Echter Mehltau in Reben) werden im dkologischen
Weinbau als kostenglinstige Alternative zu anorganischen Schwefelpraparaten zunehmend
KHCOs- und K,COgs-Praparate eingesetzt (z.B. VitiSan®, Armicarb®), welche auch im Obstbau
sowie in landwirtschaftlichen Kulturen gegen Mehltau empfohlen werden. In Kooperation mit
der Hochschule Geisenheim deuten erste Freilandversuche an Oidium in Reben darauf hin,
dass auch Rheum-Extrakte eine Alternative fur die Bekdmpfung von Echtem Mehltau in Reben
darstellen kénnten. Im Rahmen des biologischen Pflanzenschutzes ware daher eine Mischung
von KHCO3- und K2COs-Praparaten mit Rheum-Extrakten denkbar. Die Bedeutung von In-
haltsstoffen mehrerer Polyphenolgruppen fir die antimikrobielle Aktivitat des GT10-
Gesamtextraktes lie sich im Rahmen einer dissertationsbegleiteten Masterbeit von
SOMMERMANN (2015) auch am Beispiel des Falschen Mehltaupilzes P. capsici in Tomaten
nachweisen (BSTs). Hier erwiesen sich gegenliber dem P. capsici-lsolat LT263 insbesondere
die Flavan-3-ol-dominierte Frk 1 wie auch die Stilben-Frk 5 als wirksam. Die Ergebnisse kor-
relierten mit hohen Gehalten an galloylierten (z.B. ECG) und hydroxylierten Verbindungen (v.a.
RES in Frk 5). Wie anhand der Gersten-BSTs gezeigt, enthielten die gegenliber Bgh aktiven
Frks des GT10 E14-Extraktes sowohl galloylierte (ECG in Frk 2; Epicatechingallat-Dimer in
Frk 1) und hydroxylierte (Catechin, Procyanidin [PRO] B1 in Frk 1) Flavan-3-ole als auch
hydroxylierte (RES in Frk 5), glucosylierte (RHA, DRHA in Frk 4 bzw. 7; Trihydroxystilben-
glucosid in Frk 2) und galloylierte (Rhaponticingallat in Frk 5) Stilbene.

Die Vorteile von Roh- bzw. Gesamtextrakten liegen in ihren additiven oder synergistischen
Effekten sowie, verbunden mit einem geringeren Resistenzrisiko, in ihrem erweiterten anti-
mikrobiellen Wirkspektrum begriindet (YAzZDANI et al., 2011). Durch diese Eigenschaften sind
auch moderne Fungizide gekennzeichnet, die meist nur durch Wirkstoffkombinationen mit un-
terschiedlichen Wirkmechanismen zur Minderung der Resistenzgefahr beitragen
(HALLMANN et al., 2007). Wahrend das weite antimikrobielle Wirkspektrum mittels der MWTs
fur die Mehrheit der Rumiaceae-Wurzelextrakte bestatigt werden konnte, waren durch die
kombinierte Anwendung der Rheum-typischen Reinsubstanzen in den Gersten-BSTs zudem
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synergistische Effekte von Verbindungen verschiedener Polyphenolgruppen nachweisbar.
Hierfir wurden Ldsungen aus je einem reprasentativen Flavan-3-ol und einer Stilben-
komponente in unterschiedlichsten Mischungsverhaltnissen angesetzt und gegen die Stan-
dardlésungen, die separat appliziert wurden, auf ihren Bgh-Effekt hin geprift. Am Beispiel der
Kombinationen ECG und RES sowie PRO B2 und RHA konnte nachgewiesen werden, dass
die (in den niedrigsten Dosierungen) verhaltnismaRig schwachen, nicht signifikanten Bgh-
hemmenden Wirkungen des z.B. im GT10 E14-Extrakt quantitativ gering vertretenen ECG und
des nur marginal enthaltenen PRO B2 (mit schwachster Wirkung in Einzelanwendung [siehe
Kap. 4.4.3]) durch die Kombinationsanwendungen mit den Stilbenen Uber eine additive Wir-
kung hinaus gesteigert werden kdnnen.

Auf der Stufe des Sekundarscreenings wurden die Effekte auserwahlte Extraktproben, die sich
im Primarscreening als besonders wirksam erwiesen hatten, anhand spezieller Testsysteme
im Detail untersucht. Bei den Extraktproben handelte es sich um die fir diese Zwecke neu
aufgearbeitete Charge des GT10 (GT10 E14, EtOAc-Phase) einschlieRlich seiner reprasenta-
tiven Frks 2 (Flavan-3-ol-haltig) und 5 (Stilben-haltig) sowie deren Hauptkomponenten ECG
und RES in Form der Standardsubstanzen.

5.3 Histochemische Studien zur Wirksamkeit von
Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’-Extrakten im Pathosystem
Gerste — Gerstenmehltau

Im Rahmen des Sekundarscreenings wurden im Pathosystem H. vulgare (Lawina) —
B. graminis f.sp. hordei (Bgh) histochemische Studien durchgefiihrt. Die Studien ergaben,
dass der prainfektionell applizierte GT10 E14-Extrakt (EtOAc-Phase) die Bgh-Konidienkeim-
rate mit der Folge einer signifikant erniedrigten Haustorienformationsrate dosisabhangig sig-
nifikant reduzierte (48 h nach der Infektion [engl. hours after infection {HAI}]). In Vergleichsun-
tersuchungen mit dem GT02 E12-Extrakt konnten ahnliche Beobachtungen gemacht werden.
In histochemischen Studien, die Teil einer Dissertations-begleiteten Bachelorarbeit von
MEISSNER (2013) waren, galt dies auch fir den GT05-Extrakt (250, 125[, 31,25] ppm). Dies
deutet stark darauf hin, dass der geringe Bgh-Befall der Gerstenblatter im Rahmen der BSTs
u.a. das Resultat einer verminderten Nahrstoffaufnahme Uber die Haustorien war. Bei erfolg-
reicher Appressoriumbildung seitens der Bgh-Konidien war zu beobachten, dass diese quan-
titativ haufiger direkt tGber die Zellwand in die pflanzliche Zelle eindrangen. Dies entspricht der
Literaturangabe von HALLMANN et al. (2007). Wie bereits anhand der Gersten-BSTs nachge-
wiesen, scheinen fur die inhibierenden Wirkungen des GT10-Gesamtextraktes zum Zeitpunkt
der Bgh-Keimung und -Haustorienetablierung signifikant sowohl Komponenten aus der
Gruppe der Flavan-3-ole (am Bsp. der Frk 2, ECG) als auch aus der Gruppe der Stilbene (am
Bsp. der Frk 5, RES) verantwortlich zu sein.

In der Gerste-Bgh-Interaktion kénnen nach erfolgreicher Ausbildung des appressorialen
Keimschlauchs eine Reihe von Interaktionstypen identifiziert werden. Hierzu gehdéren die Bil-
dung ineffektiver Wirtspapillen, denen eine erfolgreiche Penetration folgt, wie auch die Forma-
tion effektiver Papillen (CHOWDHURY et al., 2014). Papillenformationen und die HR sind mit der
Akkumulation von Wasserstoffperoxid (H20-) assoziiert (HUCKELHOVEN et al., 1999). Die durch
die Rheum-Extrakte induzierten Abwehrreaktionen der Modellpflanze konnten durch entspre-
chend detektierte H2O.-Akkumulationsorte zwar nicht mit vollstandiger statistischer Signifikanz
evaluiert werden (auch nicht im Falle des GT05-Extraktes), aber dennoch Trends aufzeigen.
Diese betreffen insbesondere die bei bis zu 250 ppm GT10 E14-Extrakt signifikant geringere
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Anzahl der infolge von ineffektiven Papillen entwickelten Haustorienformationen sowie die
durch Frk 2 und Frk 5 48 HAI signifikant erhéhten Raten an effektiven Papillen.

Die Ergebnisse zu den mit resistenten ‘Ingrid’-Mutanten als Positivkontrolle durchgefihrten
histochemischen Studien (Haustorien-Daten) missen relativiert werden, da zumindest bei der
mlo5-Mutante die Auspragung von effektiven Papillenformationen gegentiber Bgh nahezu
100 % hatte betragen missen (HUCKELHOVEN und KOGEL, 1998; HOFFMANN und
SCHMUTTERER, 1999). Dariber hinaus konnten Superoxid (O2’)-Akkumulationsorte nicht in sta-
tistisch ausreichender Zahl und Differenz zur Kontrolle ermittelt werden.

Das O, wird bei erfolgreicher Penetration als subzelluldare Reduktion des injizierten
Nitroblautetrazoliumchlorids sichtbar gemacht (TRuUJILLO et al., 2004). In der Studie von
TRUJILLO et al. (2004) konnten bei der Mehrzahl der Interaktionstypen (Haustorienformationen)
entsprechende Akkumulationsorte nahe der Penetrationsstelle ausgemacht werden, wahrend
Zellen mit HR keine O2-Akkumulation aufwiesen.

Unter protektiver Einwirkung v.a. der hohen Dosierung des GT02-Extraktes wie auch der
GT10-Frk 5 zeigten sich vermehrt nur primare, sehr diinn ausgepragte Keimschlauche. Denk-
bar ware, dass die Absorption von Wasser und geldsten Stoffen aus der Wirtszellwand in der
Mehltaukonidie stilbenbedingt beeintrachtigt war. Dies kénnte die Textur des primaren Bgh-
Keimschlauchs mit terminaler Kutikulaanbindung beeinflusst haben (WRIGHT et al., 2000;
EDWARDS, 2002).

54 Einfluss von Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’-Extrakten auf den
antioxidativen Status von Gerste

Im Sekundarscreening wurde auch die Aktivitat enzymatischer und nicht-enzymati-
scher Antioxidantien nach prainfektioneller Applikation des GT02 E12-Extraktes sowie des
GT10 E14-Extraktes und dessen stilbenhaltiger Frk 5 in Bgh-infizierten Gerstenblattern
(Lawina) bestimmt. Ahnliche photometrische Untersuchungen waren im Rahmen der bereits
erwahnten Bachelorarbeit von MEISSNER (2013) mit dem GT02 E09-Extrakt (EtOAc-Phase,
500 ppm) durchgeflihrt worden. In einer Studie von KAHKONEN et al. (1999) zeigten zahlreiche
polyphenolische Pflanzenextrakte (u.a. aus Gemuse und Getreide; Gallussaureaquivalente)
starke antioxidative Effekte.

Das antioxidative System von Pflanzen ist ein zentrales Thema in wissenschaftlichen Unter-
suchungen. Den Aktivitaten von ROS, antioxidativen Enzymen und Antioxidantien bei bioti-
schen sowie abiotischen Stresssituationen wird dabei besonderes Interesse gewidmet (FOYER
und NOCTOR, 2005; BALTRUSCHAT et al., 2008; DIETZ et al., 2016; NOCTOR et al., 2017).
Katalase (CAT) baut zuvor durch die Superoxiddismutase (SOD) aus Superoxid-Anionen ge-
neriertes H202 direkt zu molekularem Sauerstoff und Wasser ab und beugt so einer schadi-
genden Wirkung des H.O. bei UbermaRiger Produktion infolge von Stresssituationen vor
(BUCHANAN et al., 2009). In anfalligen Weizensorten, die mit Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt)
infiziert wurden, zeigte die CAT 24 HAI bis 72 HAI eine deutlich geringere Aktivitat als in resis-
tenten Weizensorten (HAFEZ und ABDELAAL, 2015). PATYKOWSKI und URBANEK (2003) stellten
nach Infektion zweier Tomatensorten mit dem nekrotrophen Pilz B. cinerea nur leichte Aktivi-
tatssteigerungen der CAT fest und schlussfolgerten daraus zwar eine vorhandene, aber nicht
entscheidende Beteiligung dieses Enzyms am Abbau von H>O; nach dem Pathogenbefall. Die
in zwei Johanniskrautsorten ermittelten Enzymaktivitdten der CAT waren von dem Welke-
erreger Colletotrichum cf. gloeosporioides ebenfalls nur in geringem Ausmalf beeinflusst wor-
den (RICHTER et al.,, 2011). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den CAT-
Messungen in Gerstenblattern nach der Applikation von GT10-Extrakten mit insgesamt nur
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leicht veranderten CAT-Aktivitdten. In internen Vergleichsuntersuchungen mit den GT02-
Extrakten konnte jedoch nach 24 h sowohl bei den nicht infizierten als auch infizierten Pflanzen
eine deutliche Erhéhung der CAT-Aktivitat beobachtet werden. Im weiteren Verlauf der Infek-
tion war die CAT-Aktivitat aber nicht mehr auffallig, was daflr spricht, dass es in den Pflanzen
extraktinduziert zu einem schnellen und verstarkten Abbau von H>O, kam. Die Hemmung der
Mehltauentwicklung Uber die CAT-gesteuerte Metabolisierung der ROS scheint bereits nach
24 h derartig nachhaltig gewesen zu sein, dass zum Zeitpunkt der Haustorienbildung (Mess-
zeitpunkt 48 HAI) keine abweichenden Aktivitaten mehr feststellbar waren. Alternativ zur CAT
wird verstarkt aus reaktivem O gebildetes H2O2 von der Pflanzenzelle bekanntlich in erster
Linie Uber den Ascorbat-Glutathion-Zyklus detoxifiziert. H,O, wird hier durch Oxidation von
Ascorbinsaure mit Hilfe der Ascorbatperoxidase (APX) zu H2O reduziert. Das dabei oxidierte
Ascorbat wird anschliefend mit Hilfe von NADH von der Monodehydroascorbatreduktase
(MDHAR) wieder zur reduzierten Form umgewandelt (BUCHANAN et al., 2009). Aus verschie-
denen Untersuchungen geht hervor, dass die Aktivitdten der APX sowie der MDHAR nach
Pathogeninokulation deutlich gesenkt werden. Eine Bgh-induzierte Senkung der APX-Aktivitat
in Gerstenblattern einer resistenten Sorte wurde von VANACKER et al. (1998) beschrieben. Im
Pathosystem Hypericum perforatum — C. cf. gloeosporioides wurden negative Effekte auf die
Aktivitaten der APX und MDHAR beobachtet (RICHTER et al., 2011). In den vorliegenden Un-
tersuchungen wurde ebenfalls eine starke Absenkung der postinfektionellen APX-Aktivitat er-
mittelt, allerdings erst zu einem spaten Zeitpunkt (7 DAI). Mit der Applikation der hohen Dosie-
rung des GT10-Extraktes und der Frk 5 wurde diese pathogeninduzierte Absenkung der APX-
Aktivitdt verhindert. Diese Ergebnisse stimmen auch mit den Beobachtungen von
SPANIC et al. (2017) Uberein, die in einer Fusarium-anfalligen Winterweizen (WW)-Sorte post-
infektionelle antioxidative Enzymaktivitdten als Abwehrreaktion der Pflanzen erst zu einem
spateren Zeitpunkt ermittelten. Die MDHAR- und Dehydroascorbatreduktase (DHAR)-
Aktivitdten scheinen in dem Pathosystem Gerste — Mehltau nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen (VANACKER et al., 1998). Die DHAR katalysiert die Reduktion oxidierter Ascorbinsaure
nach ihrer spontanen Umwandlung in Dehydroascorbat. Da dabei gleichzeitig Glutathion oxi-
diert wird, greift hier der Ascorbat-Kreislauf in den Glutathion-Kreislauf Uber
(BUCHANAN et al., 2009). Bei der Entgiftung von ROS in C. cf. gloeosporioides-infizierten
Johanniskrautpflanzen spielte die DHAR ebenfalls nur eine untergeordnete Rolle
(RICHTER et al., 2011). Die Entgiftung von ROS Uber die Oxidation von reduziertem Glutathion
(GSH) ist fur die Pflanze bei biotischem und abiotischem Stress von grofer Bedeutung. Die
zur Regeneration bendtige Glutathionreduktase (GR) =zeigte nach Befall mit
C. cf. gloeosporioides verringerte Aktivitaten in nicht mykorrhizierten Johanniskrautpflanzen.
Stabilisierte oder gar erhdhte GR-Aktivitadten wurden dagegen in zuvor mykorrhizierten Pflan-
zen gefunden. Damit wurde fur diese Pflanzen der Abbau von stressbedingt auftretenden Ra-
dikalen im Glutathion-Zyklus sichergestellt (RICHTER et al., 2011). In den Wurzeln von Gersten-
pflanzen war die GR-Aktivitdt nach Inokulation mit dem symbiotischen Pilz
Piriformospora indica ebenfalls deutlich erhéht und mit einer erhéhten Widerstandsfahigkeit
gegenuber Mehltau assoziiert (WALLER et al., 2005). Allerdings ist auch belegt, dass als Folge
biotischen Stresses die Aktivitat antioxidativer Enzyme erhdht sein kann. Die Besiedlung von
Maiswurzeln mit Fusarium verticillioides flhrte zu einer erheblichen Steigerung der GR-
Aktivitat. Diese pathogenbedingte Stresssituation wurde nach Inokulation mit P. indica abge-
schwacht (KUMAR et al., 2009). Auch in den vorliegenden Untersuchungen war die GR-Aktivitat
in den infizierten Kontrollblattern zeitpunktabhangig signifikant héher als in den nicht infizierten
Gerstenpflanzen. Die Applikation der hohen GT10-Extraktkonzentration fiihrte dagegen zum
Zeitpunkt 7 DAI zu einer signifikanten Verminderung der GR-Aktivitat in den Bgh-inokulierten
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Pflanzen. Dies kann in diesem Zusammenhang als extraktbedingte Verminderung der Stress-
belastung oder Sensibilisierungsreaktion flir einen spateren Anstieg in der H>O»-Produktion
gesehen werden (VANACKER et al., 1998). Solch eine signifikante Abweichung konnte bei der
Applikation des GT02 E12-Extraktes jedoch nicht beobachtet werden und beim GT02 E09-
Extrakt lag wie bei der Kontrolle eine erhéhte GR-Aktivitat vor.

Ascorbat spielt eine zentrale Rolle beim Abbau von oxidativem Stress in Pflanzen. Ascorbat
hat eine Schutzfunktion gegenulber unterschiedlichen abiotischen Stressfaktoren wie Ozon,
Salz, niedrigen Temperaturen oder Schwermetallen (CONKLIN et al.,, 1996,
ELTAYEB et al., 2007, ZHANG et al., 2011, WU et al., 2015). Mutualistische pilzliche Endophyten
kénnen offensichtlich dazu beitragen, die Detoxifizierung von ROS in Pflanzen zu unterstitzen,
wenn die Pflanzen oxidativem Stress ausgesetzt sind (BALTRUSCHAT et al., 2008;
RODRIGUEZ et al., 2008; HAMILTON und BAUERLE, 2012). In den Untersuchungen mit den GT10-
und GTO02-Extrakten zeigten die Blattextrakte der Kontrollblatter postinfektionell meist signifi-
kant erhéhte Gehalte an reduziertem Ascorbat (AsA), was v.a. unter GT10-Einfluss in der Form
nicht beobachtet wurde. Dies korrespondiert mit den Ergebnissen von VANACKER et al. (1998).
In der betreffenden Studie war der postinfektionelle Gehalt an AsA in den Pflanzen einer Bgh-
anfalligen Gerstenlinie signifikant erhdht, wahrend er in der resistenten Linie kaum beeinflusst
war.

Ein Einfluss der Extrakte des GT10 (1000 ppm) und des GT02 E12 (1000 ppm) auf den
Glutathion-Gehalt war 24 HAI erkennbar. Hier lag der Gehalt an GSH v.a. beim GT10-Extrakt
signifikant héher als in den Bgh-infizierten Kontrollblattern. Beim GT02 E12-Extrakt fiel ein
postinfektionell im Vergleich zur Kontrolle reduzierter Gehalt an oxidiertem Glutathion auf
(7 DAI). Dies spricht daflir, dass die reduzierte und damit in antioxidative Prozesse zentral
eingebundene Form des Glutathions GSH (RAO und REDDY, 2008; GILL und TUTEJA, 2010)
durch die Extrakte starker als in den Kontrollblattern als Pool aufrechterhalten wurde
(BUCHANAN et al., 2009). VANACKER et al. (1998) konnten in anfélligen und resistenten
Gerstenlinien (Mla1/mla1 Allel) nach der Infektion mit Bgh feststellen, dass die Blattepidermis-
zellen der anfalligen Pflanzen gegeniber der resistenten Linie nur vereinzelt eine HR aufwie-
sen und bei beiden Linien die Mehrheit wichtiger Zellreaktionen nach 24 h nahezu abgeschlos-
sen zu sein schien. Die postinfektionelle Zunahme des GSH in der resistenten Linie sprach flr
eine positive Beziehung zwischen der Glutathionakkumulation und Pathogenresistenz.

Entscheidende Effekte der stilbenhaltigen GT10-Frk 5 konnten im Rahmen der Aktivitats-
bestimmungen der Antioxidantien nicht ausgemacht werden, obwohl deren Hauptkomponente
RES bei exogener Applikation, wie in Kap. 5.2.2 beschrieben, die ROS-Produktion basierend
auf seiner regulatorischen Funktion im Stoffwechsel von z.B. antioxidativen Enzymen hemmen
soll (POCIECHA et al., 2014) und Resveratrolderivate als strukturbedingt antioxidativ aktiv be-
schrieben werden (HE und YAN, 2013). LIMMONGKON et al. (2018) veréffentlichten erst kirzlich
ihre Ergebnisse zur antioxidativen Aktivitat von resveratrolhaltigen Wurzelrohextrakten aus
Erdnusskeimlingen.

Abschlie3end lasst sich dennoch festhalten, dass die Bgh-hemmende Wirkung der untersuch-
ten Rheum-Wurzelextrakte mit der Beeinflussung des antioxidativen Status in Gerste einher-
geht und die schadigende Wirkung der Bgh-Infektion auf Gerste durch eine verstarkte Detoxi-
fizierung von ROS durch die Pflanzenextrakte reduziert werden koénnte.
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5.5 Resistenzinduzierende Effekte von Rheum rhabarbarum
‘The Sutton’-Extrakten im Pathosystem Arabidopsis thaliana —
Erysiphe cruciferarum

Um zwischen direkten antifungalen und resistenzinduzierenden Effekten des
GT10 E14-Extraktes (EtOAc-Phase) unterscheiden zu kénnen, wurden IR-Studien im Modell-
system Arabidopsis thaliana praktiziert. Zu den IR-Studien gehérte ein differenzierendes
Mutantenscreening mit Phytoalexin-, Ethylen (ET)-, Jasmonsaure (engl. jasmonic acid [JA])-
und SA-defizienten Arabidopsis-Mutanten im Pathosystem mit Erysiphe cruciferarum (E.c.).
Des Weiteren waren die IR-Studien in mit ausschlief3lich Col-8 (Wildtyp [WT]) durchgefihrte
Transkriptabundanzanalysen und Analysen der MPK3-Aktivierung auf Proteinebene geglie-
dert.

Biologische PSM machen aktuell etwa 1 % des globalen PSM-Marktes aus. Vielfach wird heute
auch die Nutzung pflanzeneigener Abwehrmechanismen wie der IR durch die Applikation von
z.B. pflanzlichen Stoffwechselprodukten wie Milsana® oder die vorbeugende Pflanzenstarkung
hier eingeordnet (HERGER und KLINGAUF, 1990; HALLMANN et al., 2007). Die durch Mikroben
oder Chemikalien induzierbare Resistenz umfasst eine Verstarkung zellularer Abwehrmecha-
nismen und erhoht die Fahigkeit der Wirtspflanze, schnell und robust auf eine Pathogenattacke
zu reagieren (Priming-Effekt) (VAN LOON et al, 1998; CONRATH et al., 2001;
CONRATH et al.; 2002, CONRATH et al., 2006; VAN LOON et al., 2006; CONRATH et al., 2015). Die
Assoziation der IR mit dem pflanzlichen Zell-Priming ist weitreichend bekannt
(KOHLER et al., 2002; BECKERS et al., 2009). Pflanzen, die zur systemisch erworbenen Resis-
tenz (engl. systemic acquired resistance [SAR]) fahig sind, sind in Vorbereitung auf potentielle
Sekundarinfektionen in der Lage, eine erhdhte Abwehrbereitschaft in noch nicht befallenem
Pflanzengewebe zu induzieren. Die postinfektionelle SAR ist u.a. durch die Akkumulation von
SA charakterisiert, welche die Abwehr von vorrangig biotrophen Pathogenen ermdglicht
(DURRANT und DONG, 2004; GRANT und LAMB, 2006; VLOT et al., 2009). VAN LOON und
VAN STRIEN (1999) beschrieben, dass die Expression der SA-korrelierten Pathogenese-zuge-
horigen (engl. pathogenesis-related [PR]) Gene PR1, PR2 und PR5 in Arabidopsis fir Abwehr-
reaktionen gegeniber dem biotrophischen Falschen Mehltaupilz Hyaloperonospora parasitica
erforderlich ist. In einer Studie von HERMS et al. (2002) férderte die Vorbehandlung mit einem
Strobilurinfungizid die Resistenz von Tabak gegeniber dem Tabakmosaikvirus und
Pseudomonas syringae pv. tabaci durch das Priming der pflanzlichen Zellen auf eine schnel-
lere Akkumulation von PR-1 Proteinen.

Im Rahmen des Mutantenscreenings wurden die Arabidopsis-Pflanzen prainfektionell mit
0,5 % GT10-Extrakt behandelt und etwa 7 d nach der Infektion mit dem Mehltaupilz die Befall-
sintensitat von Blattsegmenten bonitiert. Die Evaluierung wurde durch die Auszahlung der
Konidien definierter Blattausschnitte erganzt. Die in der Akkumulation von bzw. in der Reaktion
auf IR-verbundene/n Schliisselregulatoren beeintrachtigten Mutanten erméglichten die Identi-
fizierung der durch den Extrakt beeinflussten postinfektionell abwehrbezogenen Signalwege.
Basierend auf den Versuchen mit der SA-defizienten Mutante eds5-1 (NAWRATH et al., 2002)
konnten Hinweise auf die Induktion der SAR gefunden werden (KOGEL et al., 1998). Indikatio-
nen hierflir waren bereits in Vorversuchen mit dem GT02 E12-Extrakt am Beispiel der SA-
beeintrachtigten npr1-1-Mutante zu beobachten (siehe Anlage 58). Da unter Extrakteinfluss im
Vergleich zu Col-8 auch die Befallsintensitat auf Blattproben der Phytoalexin-defizienten
Mutante pad2-1 signifikant hdher lag, wurde zudem eine Camalexin-abhangige Wirksamkeit
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des getesteten GT10-Extraktes vermutet (GLAZEBROOK und AUSUBEL, 1994). Die postinfektio-
nell durch die Extraktvorbehandlung verstarkte Abwehrbereitschaft der Pflanzen scheint damit
sowohl SA- als auch Phytoalexin-gesteuert zu sein.

Die Arabidopsis-Mutante pad2-1 gehort zu einer Reihe von Camalexin-defizienten Mutanten,
fur welche eine erhéhte Anfalligkeit gegeniber virulenten Pseudomonas syringae-Stammen
und dem Oomyceten Phytophthora brassicae nachgewiesen wurde. In beiden Pathosystemen
war die Anfalligkeit der Mutante jedoch nicht durch den Camalexin-Mangel bedingt. Dies flihrte
in einer Studie von PARISY et al. (2006) zu der Identifikation des PAD2 als y-Glutamylcystein-
synthetase und dem Nachweis, dass das mutierte Gen At4923100, welches die betreffende
Synthetase kodiert, postinfektionell verstarkt exprimiert wird und somit im Rahmen der Krank-
heitsresistenz eine weitere Funktion einnimmt. Die Synthetase katalysiert den ersten Schritt
der GSH-Biosynthese. Da ahnliche Beobachtungen auch mit anderen Pathogenen gemacht
wurden, spricht dies fur eine generelle Rolle (PARISY et al., 2006; SCHLAEPPI et al., 2008). Die
mutationsbedingt blockierte Wirkung des GT10-Extraktes und die damit beeintrachtigte Beein-
flussung der GSH-Akkumulation durch den Extrakt kdnnte, unter Bedacht der photometrischen
Glutathionmessungen, die mangelhafte Resistenz der GT10-behandelten pad2-1-Pflanzen
gegenlber E.c. verursacht haben. In einer Studie von WANG Y et al. (2013) zeigte sich die
pad2-Mutante als aulierst anfallig gegentber dem P. capsici-Isolat LT123, woraus geschluss-
folgert wurde, dass die Resistenz gegenliber P. capsici stark von Camalexin und Indol-
Glucosinolat (iGS) abhangig ist. Nach FERRARI et al. (2003) betrifft der bei pad2-1 beeintrach-
tigte Signalweg bzgl. der lokalen Anfalligkeit gegenuber B. cinerea, neben der Camalexin-
Biosynthese, zudem die SA. Dass die pad2-Mutante in der Akkumulation von SA und der
Expression von PR1 beeintrachtigt ist, wurde bereits von ROETSCHI et al. (2001) beschrieben.
Die Camalexin-unabhangige Wirkung des GT10-Extraktes im Falle der Mutante pad4-1 kdnnte
damit erklart werden, dass auch in der Studie von FERRARI et al. (2003) die Camalexin-
Konzentration in mit B. cinerea-infizierten Blattern bei pad2-1 signifikant erniedrigt lag, in
pad4-1 aber nur moderat reduziert und die GréRRe der Lasionsstellen mit dem WT vergleichbar
war. Da die pad4-1-Mutation die Camalexin-Synthese nur pathogenabhangig reduzierte,
wurde dem PAD4 nach GLAZEBROOK et al. (1997) eine regulatorische Rolle zugesprochen.
JIRAGE et al. (1999) wiesen dem Arabidopsis-PAD4-Gen eine Rolle im SA-Signalweg nach.
Hinsichtlich der Resistenz gegenuber B. cinerea scheinen nach FERRARI et al. (2003) insbe-
sondere solche Abwehrreaktionen fur die lokale Limitierung des pilzlichen Wachstums wichtig
zu sein, die durch PAD2-Genprodukte und SA vermittelt wurden. Dies ahnelt den Ergebnissen
der hier vorliegenden Arbeit. SA ist ein wichtiger Regulator pflanzlicher Abwehrmechanismen,
in deren Folge Arabidopsis-Mutanten mit Akkumulations-, Perzeptions- wie auch Signaltrans-
duktionsdefekten in der Resistenz gegenuber bakteriellen und pilzlichen Pathogenen beein-
trachtigt sind (FERRARI et al., 2003).

Die Arabidopsis-Mutante eds5-1 ist daflir bekannt, postinfektionell nur geringe SA-Mengen
und PR1 Transkripte zu akkumulieren, was in einer gegenliber Pathogenen hohen Anfalligkeit
resultiert. Diese Anfalligkeit kann durch exogen applizierte SA ausgeglichen werden
(NAWRATH et al., 2002; FERRARI et al., 2003). Nach WANG Y et al., 2013 ist die eingeschrankte
Resistenz der Mutante auch durch ihre beobachtete Akkumulation von Camalexin kompen-
sierbar (NAWRATH und METRAUX, 1999). Da die Aktivsubstanzen des GT10-Extraktes hier
ebenfalls interagieren, war dies bei eds5-1 nicht mdglich. Der intensivere Befall der eds5-1-
Pflanzen mit E.c. im Mutantenscreening kann daher tber eine SA-abhangige Wirkweise des
GT10-Extraktes erklart werden (SA-abhangiger Mehltaueffekt des GT10-Extraktes). Diese An-
nahme ist zudem durch die Ergebnisse der Transkriptabundanzanlaysen der PR1, PR2 und
PR5 Gene begriindet (siehe auch Kap. 5.6). Nach CHEN et al. (2017) ist die Mutante eds5-1
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infolge ihrer SA-Akkumulationsbeeintrachtigung SAR-defizient (LU, 2009). Die SAR wiederum
kann infolge der HR auf ein avirulentes Pathogen oder durch Behandlungen mit SA bzw.
2,6-Dichlorisonikotinsaure (engl. 2,6-dichloroisonicotinic acid [INA]) induziert werden.
Arabidopsis-Mutanten vom ,nonexpresser of PR genes“ (npr1)-Typ sind hinsichtlich der
Expression eines SA-, INA- und Pathogen-responsiven, in die SAR eingebundenen Gens de-
fizient (CAO et al., 1994). Warum die im Rahmen des Mutantenscreenings mit dem GT10-
Extrakt genutzten Arabidopsis-Mutanten npr1-1 und npr1-3 keine erhdhten Anfalligkeiten zeig-
ten, ist unklar. Die NPR1-Induktion war jedoch in der Studie von CHEN et al. (2017) auch im
Falle der SA-defizienten pad4-Mutante stark reduziert, die in den hier vorgestellten Versuchen,
wie oben erwahnt, ebenfalls resistent blieb. Ob tatsachlich systemische Effekte vorlagen,
koénnte durch Folgestudien, wie der Inokulation von weiter entfernt liegendem Pflanzengewebe
(tiefer gelegenen Blattetagen) von Versuchspflanzen detektiert werden (als Grad systemischer
Anfalligkeit), die eine Extraktvorbehandlung erfuhren (HUCKELHOVEN et al.,, 1999;
FERRARI et al., 2003).

Anhand der Studien, die mit den GT10-Frks 2 und 5 sowie den Standardsubstanzen ECG und
RES (je 0,1 %) am Beispiel der Arabidopsis-Mutanten pad2-1, eds8 und eds5-1 durchgefuhrt
wurden, konnte belegt werden, dass die von den Schlisselsubstanzen der betreffenden Ab-
wehrwege abhangige Wirkung des Gesamtextraktes tendenziell eher auf Stilbenkomponenten
wie RES beruht (Verantwortlichkeit von Stilbenen fur die GT10-induzierte SAR). Wie in
Kap. 4.7 beschrieben, zeigten die mit Flavan-3-olen am Beispiel der Frk 2 und die mit ECG
behandelten Blatter der Mutanten eine nur geringflgige Befallsintensitat, was nicht den
Schluss einer diesbeziglichen Abhangigkeit zulasst.

Die bei den Mutanten festgestellte SA- bzw. Phytoalexin/Glutathion-abhangige Wirksamkeit
des Gesamtextraktes war durch seinen Anteil an aktiven Flavan-3-olen vermutlich partiell er-
hoht (direkter antifungaler Mehltaueffekt der Flavan-3-ole des GT10-Extraktes). Dies wiede-
rum konnte die z.T. unsicheren Datenlagen erklaren. Bezlglich der Ubrigen getesteten
Arabidopsis-Mutanten, welche bzgl. anderer abwehrbezogener Signalwege beeintrachtigt
sind, konnten keine oder (statistisch) nicht schliissige (eds8, ein2-1 [JA-, ET-defizient
{GLAZEBROOK et al., 2003}]) Hinweise auf IR ermittelt werden. Mutanten wie ein2-1 sind im ET-
Signalweg beeintrachtigt (ALONSO et al., 1999; WANG Y et al., 2013). ET ist flir gewohnlich mit
der Abwehr nekrotropher Pathogene assoziiert (BARI und JONES, 2009; BUCHANAN et al., 2009)
und stellt das Signalmolekil der Rhizobakterien-induzierten systemischen Resistenz
(engl. induced systemic resistance [ISR]) dar. Die in Kap. 2.4.2.3 erwahnten Hinweise auf
synergistische Interaktionen zwischen den Signalmolekilen SA, JA und ET kénnten ebenfalls
involviert gewesen sein (SCHENK et al., 2000; MUR et al., 2006; BARI und JONES, 2009).

Der BST im Pathosystem A. thaliana — E. cruciferarum hat den Nachteil, dass die Bonitur,
neben dem Anspruch auf Datenvergleichbarkeit, zwingend nach etwa 7 d durchgefiihrt werden
musste, da aufgrund einer leichten Krimmung des Blattmaterials dieses keinen ausreichen-
den Kontakt zum benzimidazolhaltigen Agar hatte (strukturelle Blattveranderungen aufgrund
von Alterungserscheinungen [MISHRA und MISRA, 1973]). Dies ist bei H. vulgare-Blattern so
nicht gegeben, deren BST auch zu spateren Zeitpunkten nochmals bonitiert werden konnten.
Im hier genutzten Testsystem schien das Pilzmycel auf den extraktbehandelten Blattern parti-
ell noch aktiv zu sein (Ubergangswirkung). Anzunehmen ist deshalb, dass eine weitere Be-
obachtung des Befallsverlaufs wirkungsetabliertere und noch differenziertere Ergebnisse hatte
hervorbringen koénnen (Endwirkung). Gegebenenfalls aufgetretene Differenzen zwischen
bonitierter Befallsintensitat und ausgezahlter Konidienanzahl pro definierter Blattflache sind
auch darauf zurtickfhrbar, dass der Mehltaubelag nicht zwingend mit der umweltabhangigen
Sporulation korreliert.
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5.6 Einfluss des Gesamtextraktes aus Rheum rhabarbarum
‘The Sutton’ auf die Transkriptabundanz abwehrrelevanter Gene
im Modellsystem Arabidopsis thaliana

Um den Effekt der infektionsunabhéangigen GT10-Behandlung (0,1 %) hinsichtlich ei-
nes mdoglichen Abwehr-Primings beurteilen zu kénnen, wurden 3, 6 und 9 h nach der Sprih-
behandlung (engl. hours after treatment [HAT]) Blattmischproben gewonnen. Die postapplika-
tiven Analysen des gesamten Arabidopsis-Transkriptoms erfolgten mittels DNA-Microarray.
Die mittels qRT-PCR durchgeflihrten Transkriptabundanzanalysen fokussierten auf die
PR Protein-kodierenden Gene PR1, PR2 und PR5. Bezlglich der PR Gene wurden auch post-
infektionell gewonnene Blattproben analysiert (8, 12, 16, 20, 24 HAI).

5.6.1 Postapplikative Transkriptabundanzen

Die DNA-Microarrays resultierten in zahlreichen hochregulierten Gentranskripten mit
eindeutiger Beziehung zu Pathogenresistenzmechanismen. Diese umfassten die HR,
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskaden, den Phenylpropanoidmetabolismus und
insbesondere die SAR.

Relevante Gene der inkompatiblen Interaktion im Zusammenhang mit der Akkumulation von
H.O, (,oxidative burst®) waren das H.O»-reaktive ,heat shock protein 90.1“-Gen, das
.protein accelerated cell death 6“-Gen (ACD6) sowie weitere, mit der Regulation des H>O»-
Stoffwechsels verbundene Gene. ACD6 kodiert ein Ankyrinprotein, das in Arabidopsis als Re-
gulator und Effektor des SA-Signalwegs fungiert. In einer Studie von LU et al. (2003) zeigte
sich das Protein als erforderlicher Aktivator in der Abwehr von virulenten Bakterien
(P. syringae) und des SA-abhangigen Zelltods. In der hier vorliegenden Arbeit wiesen Gen-
transkripte mit signifikant erhdhten Transkriptabundanzen auch einen direkten Zusammen-
hang mit der Zellwandverstarkung auf (Ligninmetabolismus, Kallosedeposition), wie
,Rossmann-fold NAD(P)-binding domain-containing protein“-kodierende Gene. Phanotypisch
kann dies mit der Rate an Papillenformationen, die in den histochemischen Studien gegenlber
Bgh beobachtet wurde, in Verbindung gebracht werden. Wahrend neben den Papillen-
formationsraten v.a. die der HR in den histochemischen Studien an Gerste nicht mit ausrei-
chender statistischer Signifikanz durch die Extraktbehandlung beeinflusst waren, schien die
Behandlung eine Aktivierung dieser frihzeitig auftretenden Abwehrmechanismen
(BUCHANAN et al., 2009) in Arabidopsis tatsachlich auszulésen. Zu den Genen mit den hdchs-
ten Transkriptabundanzen zahlten das ,late embryogenesis abundant hydroxyproline-rich
glycoprotein“-Gen YLS9 (,oxidative burst®), Glutathion-S-Transferase 6- (Reaktion auf oxida-
tiven Stress) und Glutathion-S-Transferase 7/11- (inkompatible Interaktion) kodierende Gene,
das ,germin-like protein subfamily 3 member 3“-Gen GER3 (Abwehrreaktion) und mit einer
Erhéhung von Faktor 55,31 9 HAT (1. Test) insbesondere das Dihydroflavonol-4-Reduktase-
kodierende Gen DFR (Flavonoidbiosynthese). Das Arabidopsis-,early response®-Gen YLS9,
welches auch als NHL10 bezeichnet wird, ist u.a. daflir bekannt, im Rahmen der HR auf das
Gurkenmosaikvirus exprimiert zu werden (ZHENG et al., 2004). Glutathion-S-Transferasen sind
multifunktionale Proteine, die eine wichtige Rolle im Rahmen der zellularen Detoxifizierung
endobiotischer oder xenobiotischer Substanzen spielen und u.a. in die DHAR-Klasse einge-
ordnet werden kénnen (SHARMA et al., 2014). Bei Germin-ahnlichen Proteinen handelt es sich
um ubiquitare pflanzliche Glykoproteine, die in verschiedene Unterfamilien klassifiziert sind
und von denen einige, eingebunden in die pflanzliche Abwehr, enzymatische Eigenschaften
aufweisen  (z.B. die = Superoxiddismutase) (PATNAIK und KHURANA, 2001;
CHRISTENSEN et al., 2004; WANG T et al., 2013; BARMAN und BANERJEE, 2015). In einer Studie
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von ZIMMERMANN et al. (2006) an Gerste zeigten sich Bgh und exogen appliziertes H20- als
starkste Signalinduktoren verschiedener Unterfamilien. Die Dihydroflavonol-4-Reduktase ka-
talysiert einen spaten Schllsselschritt in der Biosynthese von Anthocyaninen, kondensierten
Gerbstoffen und anderen Flavonoiden, genauer die Reduktion von Dihydroflavonolen zu
Flavan-3,4-diolen (Leucoanthocyanidinen) (MARTENS et al., 2002; XIE et al., 2004). Wie oben
aufgeflihrt, war in diesem Zusammenhang Uber z.B. das Phenylalaninammoniumlyase 1-
kodierende Gen PAL 1 transkriptbezogen auch der Phenylpropanoidstoffwechselweg durch die
Extraktbehandlung beeinflusst. Die PAL, ein Enzym, welches einen Schlusselverzweigungs-
punkt im Phenylpropanoidbiosyntheseweg kontrolliert (BUCHANAN et al., 2009), desaminiert
Phenylalanin zu Zimtsduren (WATZL und LEITZMANN, 1999; HER, 2008; BUCHANAN et al., 2009).
Eine erhdhte PAL-Aktivitat ist ursachlich fir die Bildung von Phenol-abgeleiteten Phyto-
alexinen mit antimikrobieller Wirksamkeit (HALLMANN et al., 2007).

KiMm und HWANG (2014) zeigten, dass PAL 1-defiziente Pfefferpflanzen eine erhdhte Anfalligkeit
gegenuber virulenten und avirulenten Xcv-Infektionen aufwiesen (Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria). Die signifikanten Beeintrachtigungen umfassten ROS, die HR, die Expression
des SA-abhangigen Pfeffer-PR1 Gens, die SA-Akkumulation und die Induktion der PAL-
Aktivitat. Dies bedeutete, dass PAL1 Uber ihre enzymatische Aktivitat im Phenylpropanoid-
metabolismus als positiver Regulator des SA-vermittelten Signalwegs im Rahmen der Patho-
genabwehr agiert (KIM und HWANG, 2014).

Unter Berticksichtigung der SA-korrelierten PR Proteine (VAN LOON und ANTONIW, 1982;
GAFFNEY et al., 1993; VAN LOON, 1997), bei gesonderter Betrachtung der fur PR-1, PR-2 und
PR-5 kodierenden Gene, zeigten infolge der GT10-Behandlung alle diese Gentranskripte sig-
nifikant erhéhte Transkriptabundanzen. Diese Microarray-Ergebnisse konnten mittels qRT-
PCR bestatigt werden. Dabei gilt die PR-1-Familie nach VAN LOON und VAN STRIEN (1999) als
Marker fir SAR (Weiteres siehe Kap. 5.6.2). Die Tatsache, dass in Verbindung mit JA und/oder
ET stehende (ISR-Bezug) sowie Phytoalexin-verbundene Gentranskripte (Camalexin / iGS)
ebenfalls signifikant, wenn auch in geringerer Zahl hochreguliert waren, bestatigte die Teilbe-
obachtungen des Mutantenscreenings.

Die in geringerer Zahl hochregulierten Gentranskripte und deren niedrigere Abundanzen im
Wiederholungsversuchs, welcher aber im Trend ahnliche Resultate hervorbrachte, kénnten
ihre Ursache in Alterungsprozessen wahrend der Extraktlagerung gehabt haben. Der Wieder-
holungsversuch erfolgte mit einer zeitlichen Verzégerung von etwa einem Jahr. Zu potentiellen
Abwandlungsprozessen der Wirkstoffe zahlen die Bildung von Oxidationsprodukten und
Glykosidspaltungen (enzymatische Hydrolyse), die v.a. bei einer zu hohen Restfeuchte von
2 5 % nicht ausgeschlossen werden kénnen. Die Trocknung und Lagerung dirften sich nach
DINGERMANN et al. (2004) physikochemisch sowie gehaltsbezogen nur in geringem Male auf
die sekundaren Naturstoffe ausgewirkt haben (Flavonoide sind hitzestabil)
(HERTOG et al., 1993). Flavonoiddrogen weisen empirisch ermittelt eine Haltbarkeitsdauer von
etwa funf Jahren auf (DINGERMANN et al., 2004). Inwiefern sich die Lagerung auf die im GT10-
Extrakt enthaltenen und maR3geblich fir die IR relevanten Stilbenkomponenten ausgewirkt hat,
kann an dieser Stelle nicht geklart werden.

Die bisherigen Ausfuhrungen belegen, dass der genutzte GT10-Extrakt Priming-Kapazitat auf-
weist. Nach CONRATH et al. (2015) ist das chemische Abwehr-Priming von Pflanzen durch
verschiedenste natlrliche und synthetische Substanzen moglich (RYALS et al., 1996;
KOHLER et al., 2002; CONRATH et al., 2006; BECKERS und CONRATH, 2007), von welchen einige,
wie BTH oder SA, in Pflanzenschutzprodukte integriert sind (z.B. Bion®). Im Hinblick auf die
praktische Anwendung von INA (SA-imitierend) wie auch SA in der Landwirtschaft stellte sich

130



Diskussion

als 6konomisch nachteilig heraus, dass einige Kulturpflanzen eine verminderte Toleranz ge-
genuber diesen aufweisen (KAUSS et al., 1992; KESSMANN et al., 1994; RYALS et al., 1996;
CONRATH et al., 2015). Die SA wirkt bei Dosierungen von nur knapp oberhalb der Resistenz-
induktion bereits phytotoxisch (SCHLOSSER, 1997; HALLMANN et al., 2007). Da eine Toleranz-
reduktion hinsichtlich des GT10-Extraktes in den durchgefiihrten Versuchen nicht auftrat,
kdnnte die Anwendung des Extraktes diese Lucke schlielRen.

5.6.2 Postinfektionelle Transkriptabundanzen der Pathogenese-
zugehorigen Gene PR1, PR2 und PR5

Die qRT-PCR-Experimente zeigten sowohl postapplikativ (GT10-induziert) als auch
postinfektionell differentielle Transkriptabundanzen der PR Protein-kodierenden Gene PR1,
PR2 sowie PR5 und bestatigten damit die Ergebnisse der DNA-Microarrays (zeit- und
intensitatsbezogen).

Unter Extrakteinfluss waren die Transkriptabundanzen alle PR Gene zu bestimmten Zeitpunk-
ten nach der Applikation (3, 9 HAT) und nach der Infektion mit dem Mehltaupilz (8, 16 HAI)
meist signifikant erhoht. Infolge der Sprihbehandlung lagen die Transkriptabundanzen der
untersuchten Gene héher. Dies kdnnte bedeuten, dass der Extrakt auf die Expression der
betreffenden PR Gene Einfluss nimmt und die Modellpflanze auf die 48 h spater erfolgte
Infektion mit einem erhdhten Niveau an PR Proteinen reagiert. Anhand der Transkript-
abundanzen war zwar ersichtlich, dass die Effekte denen der exogen applizierten SA nicht
gleichkamen, das PR1 Gen jedoch postinfektionell meist starker aktiviert wurde. Letzteres ist
in Anbetracht der Studie von FERRARI et al. (2003) verwunderlich, da SA fir die Expression
des PR1 Gens bendtigt wird. Die hdhere Transkriptabundanz des B-1,3-Glucanase 3-Gens
infolge der GT10-Behandlung in den DNA-Microarrays wie auch die postapplikativ und post-
infektionell signifikant erhéhte Transkription von PR2 in den qRT-PCR-Experimenten sugge-
rieren, dass der GT10-Extrakt, ahnlich wie B-1,3-Glucan und/oder Chitin Oligomere der pilzli-
chen Zellwand, als Elicitor pflanzlicher Abwehrreaktionen agieren kénnte (CoslI0O et al., 1996;
KLARZYNSKI et al., 2000; VAN LOON et al., 2006; SHETTY et al., 2009; OLIVEIRA-GARCIA und
DEISING, 2013). Wie im Rahmen des Mutantenscreenings am Beispiel der SA-defizienten
Mutante eds5-1 festgestellt werden konnte, ist die Wirkung des GT10-Extraktes aufgrund des
signifikant starkeren Befalls der eds5-1-Blatter SA-abhangig. Da SA mit der lokalen und sys-
temischen Expression von PR Protein-kodierenden Genen korreliert und das Signalmolekl
der SAR darstellt (VAN LOON, 1999; VAN LOON et al., 2006; VLOT et al.,, 2009; Fu und
DONG, 2013), kann davon ausgegangen werden, dass die polyphenolischen Wirkstoffe des
getesteten Extraktes die SAR Uber SA in Arabidopsis induziert. Wie genau dies geschieht,
bedarf gezielter Untersuchungen. Einen Hinweis kénnten die infolge der alleinigen GT10-
Applikation (DNA-Microarrays) erreichten Transkriptabundanzen SAR-verbundener Gene mit
einer Erhéhung von bis zu Faktor 30 (im Wiederholungsversuch bis zu Faktor 9) geben
(Anzahl: 107[76]). Zudem waren auch 36(30) Transkripte der SA-, JA- und ET-abhangigen
bzw. -reaktiven Signaltransduktion signifikant hochreguliert (z.B. WRKY-
Transkriptionsfaktoren, TIR-NBS-LRR-Proteine [,toll interleukin 1 receptor®- {involviert in HR-
Induktion}, ,nucleotide-binding site“- und ,leucine-rich repeat‘-Domanen] [JONES und
DANGL, 2006; SWIDERSKI et al., 2009]). Die NBS-LRR-vermittelte Resistenz ist gegenlber
biotrophen sowie hemibiotrophen Pathogenen, jedoch nicht gegenlber nekrotrophen Erregern
effektiv und spielt im Rahmen der spezifischen Erkennung eines Pathogens und der resultie-
renden Effektor-getriggerten Immunitat eine Rolle (Erkennung des Effektors seitens eines
NBS-LRR-Proteins). Die NBS-LRR-Aktivierung resultiert in einem ,cross-talk‘-Netzwerk ver-
schiedener Abwehrwege, das durch ein Gleichgewicht an SA, JA und ET aufrechterhalten
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wird. In diesem Zusammenhang induziert die NBS-LRR-Aktivierung unterschiedliche SA- und
ROS-abhangige Abwehrreaktionen (DOREY et al., 1997; GLAZEBROOK, 2005; JONES und
DANGLE, 2006). WRKY-Transkriptionsfaktoren bilden eine der grofiten Familien transkriptio-
neller Regulatoren, welche in pflanzlichen Prozessen sowohl als hemmende als auch aktivie-
rende Proteine agieren. MAP-Kinasen bilden nur einen ihrer zahlreichen interagierenden
Proteinpartner (RUSHTON et al., 2010).

5.7 Einfluss des Gesamtextraktes aus Rheum rhabarbarum
‘The Sutton’ auf die postapplikative MPK3-Aktivierung
im Modellsystem Arabidopsis thaliana

Mittels SDS-PAGE und Western Blot wurde die Aktivierung bzw. Phosphorylierung
Mitogen-aktivierter Proteinkinase 3 (MPK3) nach der Behandlung von Arabidopsis-Col-8-
Pflanzen (Blattmaterial) mit dem GT10 E14-Extrakt (EtOAc-Phase; 0,1/0,5 %) untersucht
(,early response*). Die Aktivierung von MAPK-Kaskaden als getriggerte Abwehrreaktionen ge-
genuber Pathogenen ist in Pflanzen ein wichtiger Mechanismus der Stressadaption
(LEE et al., 2004). Sie vermitteln die Signaltransduktion zwischen Rezeptoren und nachgela-
gerten Komponenten im Rahmen der PAMP (engl. pathogen-associated molecular pattern
[Pathogen-assoziierte molekulare Muster])-getriggerten Immunitat (PITZSCHKE et al., 2009). In
Petersilienzellen konnte die Aktivierung von MAPKs infolge von Phytophthora-Infektionen als
Elicitor nachgewiesen werden (LEE et al., 2004). Die Aktivierung von MAPKKSs innerhalb der
MAPK-Kaskaden erfordert sukzessive Phosphorylierungsprozesse, die nach der Aktivierung
von u.a. MPK3 und MPKE6 letztlich in der Expression von ,early-defence response“-Genen
muinden (AsAl et al., 2002). Die Phosphorylierung der MAPKKs erfolgt durch Serin- oder
Threoninkinasen (SUAREZ RODRIGUEZ et al., 2010).

Serin/Threoninproteinkinasen-verbundene Gentranskripte zeigten im Rahmen der DNA-
Microarrays signifikant erhdhte Transkriptabundanzen. Die Transkriptabundanz des MPK3-
Gens war hier lediglich im Wiederholungsversuch zum Zeitpunkt 9 HAT und mit einem
Faktor von 2,01 zudem nur gering erhéht. Aus diesem Grund wurde auf Proteinebene unter-
sucht, ob die Aktivierung der MPK3 in Probenahmereihen detektierbar ist
(2, 5, 15, 30, 60, 120 min nach der Behandlung), die der GT10-Applikation sehr zeitnah folgen.
Die Auswertung der inkubierten Blots zeigte, dass die Phosphorylierungsprozesse unter
Extrakt- (0,5 %) und BTH- (100 puM; Positivkontrolle) Einfluss nach 5 min sowie 30 min am
starksten und auch nach 120 min nochmals induziert wurden (mehrere Aktivierungsprozesse).
Da hinsichtlich der MPK3-Bandenintensitat eine starke Streuung zwischen den drei biologi-
schen Replikaten vorlag und bei keinem Priifglied signifikante Unterschiede zur Kontrolle fest-
gestellt werden konnten, ist es jedoch schwer, eine fundierte Aussage zu treffen. Dies ist auch
deshalb erschwert, da die Signalstarken bei den Wasserproben vergleichsweise hoch ausfie-
len. Ein durch die Sprihbehandlung mit dest. Wasser bedingter osmotischer Stress in den
Versuchspflanzen koénnte fir die erhohte Phosphorylierung ursachlich gewesen sein
(ZHANG und KLESSIG, 1998). In diesem Zusammenhang kénnten die geringeren Signalstarken
bei den Extraktproben sogar auf einen extraktbedingt verringerten osmotischen Stress hindeu-
ten. Entsprechende Folgeversuche mit Leitungs- oder Regenwasser sind anzuraten. Eine wei-
tere mogliche Fehlerquelle ist der im Western Blot verwendete Antikdrper. Dieser erkennt zwar
nachweislich ein doppelt phosphoryliertes Protein auf der erwarteten Hohe, ist aber spezifisch
fur die menschliche Isoform. Da die Sequenzhomologie zwischen der menschlichen und der
pflanzlichen Isoform lediglich 50 % betragt (BLAST, 2018), kann ein unspezifisches Signal
nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund sollten noch weitere Untersuchungen mit
einem pflanzenspezifischen Antikérper vorgenommen werden. BECKERS et al. (2009) stellten
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fest, dass die Behandlung von Arabidopsis mit BTH zwar eine mehrphasische Akkumulation
der MPK3-mRNA und eine sukzessive Akkumulation des Proteins induziert, die Aktivierung
der Kinase durch Doppelphosphorylierung am TEY-Aminosauremotiv aber erst nach einer
Stressinduktion erfolgt. Es ware somit méglich, dass die Behandlung zu einer Erhéhung der
generellen MPK3-Proteinkonzentration geflihrt hat. Dies kénnte durch die Testung eines Anti-
korpers gegen das unphosphorylierte Protein tUberprift werden. Eine GT10-responsive MPK3-
Aktivierung ist aufgrund der Ergebnisse aus dem Mutantenscreening wahrscheinlich. Diese
haben gezeigt, dass die Wirkweise des GT10-Extraktes von Camalexin abhangt. Die Synthese
dieses Phytoalexins wird durch die MPK3/MPKG6-Kaskade reguliert (REN et al., 2008).

Die bisherigen Erlauterungen zusammenfassend, ist festzuhalten, dass die Effekte von
Rheum-Wurzelextrakten am Beispiel des R. rhabarbarum ‘The Sutton’ nicht nur auf direkten
antifungalen Aktivitaten sondern auch auf seiner Resistenzinduktion in Pflanzen beruhen und
damit multiple Wirkweisen vorliegen.

5.8 Antifungale Wirksamkeit von Extrakten im Freiland

Auf Basis der Ergebnisse des Primar- und Sekundarscreenings wurde das anti-
fungale Potential der EtOAc-Phasen der GT02 E12- und GT10 E12-Extrakte (teils formuliert)
in Feld- bzw. Kleinparzellenversuchen untersucht (Tertiarscreening). Zielindikationen waren
Mehltau- sowie Rosterkrankungen in SG und WW. Wahrend der Vegetationsperioden trat v.a.
der Weizenbraunrost, in 2012, 2013 und 2016 auch Getreidemehltau auf. Das Ausbleiben des
Getreidemehltaus in den Ubrigen Versuchsjahren ist tber die Klimadaten der DWD-Station auf
dem Versuchstandort Bernburg-Strenzfeld nicht erklarbar (siehe Anlage 72).

Die Ergebnisse der Freilandversuche belegen, dass sowohl die Wirkungen des GT02- als auch
die des GT10-Extraktes weitgehend mit den Effekten kommerzieller Fungizide vergleichbar
sind (GTO02 vs. Bgh: Corbel®, Flexity® / vs. Weizenmehltau [Bgt], Weizenbraunrost: Amistar®;
GT10 vs. Weizengelbrost, Weizenbraunrost: Capalo® / vs. Braunrost: Corbel®). Allerdings
bleibt zu berlcksichtigen, dass fir die vergleichbaren Wirkungen mit den chemischen
Fungiziden meist hohere Aufwandmengen der pflanzlichen Extrakte benétigt wurden. Den-
noch gilt es anzumerken, dass die beobachteten Effekte von den nicht bzw. nicht ausgereift
formulierten Rheum-Wurzelextrakten so nicht erwartet und durch maximal zwei Spritzungen
pro Vegetationsperiode erreicht werden konnten. Phytotoxische Nebeneffekte, die sich in gel-
ben Nekrosen und unmittelbar nach der Spritzung auftretenden Brennflecken geduR3ert hatten,
traten auch bei hdheren Anwendungskonzentrationen von bis zu 1000 g/ha nicht auf. Bedenkt
man, dass die Wirksamkeit eines Extraktes im Freiland durch eine optimal abgestimmte Zu-
dosierung geeigneter Formulierungshilfsstoffe (z.B. Agnique® AMD 3 L; Tragerstoffe, Emulga-
toren usw.) oder Adjuvantien (WINTER, 2002; HALLMANN et al., 2007) noch stabilisiert und wei-
ter verbessert werden kann, sind die Resultate im Hinblick auf eine spatere Praxisnutzung
mehr als vielversprechend. Mit dem Adjuvans BREAK-THRU® S 240, welches in einem Teil
der Feldversuche zum Einsatz kam, wurde die Basis einer erfolgreichen Ausbringung bereits
geschaffen (Superspreiter [Evonik, 2018]).

Der Rohextrakt des GT02 erzielte gegenuber Bgt nicht nur im Gewachshausversuch (BST),
sondern auch unter Freilandbedingungen signifikant hemmende Effekte. Der GT10 E12-
Extrakt hemmte die Ausbildung von Weizengelbrost (Puccinia striiformis) dosisunabhangig in
einer GréRenordnung von 91 % und war damit nur geringfligig schwacher als das Vergleichs-
produkt Capalo® mit einer etwa 100 %igen Wirkung, wobei die Einsatzkonzentrationen in etwa
vergleichbar waren (500/405 g/ha). In T1 Weizen wird die Leistung von Capalo® gegen
Gelbrost (540 g/ha) mit einem Wirkungsgrad von etwa 24 % angegeben (n = 5; 2016).
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Die Tatsache, dass der gegenwartige Pflanzenschutz-Topstandard Capalo® eine 3er-
Wirkstoffkombination verschiedener Wirkweisen darstellt (BASF SE, 2018e), verdeutlicht das
vergleichbare Potential des GT10-Extraktes, da dessen Wirksamkeit ebenso auf Multi-
komponenten beruht. Zu bedenken sind hier auch die durch Gelbrost in v.a. Weizen verur-
sachten Minderertrage von 40 % bis 50 % (PRIGGE et al., 2004). Die in diesem Versuchsjahr
beobachtete unzureichende Dauerwirkung gegeniber Braunrost war vermutlich mit auf die
fehlende Anwendung des formulierten Produktes in der ersten Spritzung zurlickzuflihren.

Das in spateren Versuchsjahren genutzte 30 %ig formulierte Dispersionskonzentrat der
EtOAc-Phase des GT10 E12-Extraktes (DC30) ermoglichte insbesondere 2016 mit klimatisch
gunstigen Bedingungen fiir Mehltauinfektionen in Gerste bis zur ertragsessentiellen Blattetage
F-1 (1. Blatt unter Fahnenblatt) die Verifizierung der Wirksamkeit des Rheum-Wurzelextraktes.
In Weizen naherten sich die Effekte des DC30 gegen Braunrost dosisabhangig der Wirkung
des kommerziellen Standards Corbel® weitgehend an.

In der Kombination DC30 mit Corbel® konnte die Wirkung gegen Braunrost deutlich gesteigert
werden (beobachteter Wirkungsgrad 94/71 % vs. berechneter Wirkungsgrad 90/50 % bei
400 g/ha DC30 + 188/94 g/ha Corbel® = synergistische Interaktion). Durch das als Vektor fun-
gierende Mittel Corbel® (Wirkstoff: Morpholinderivat Fenpropimorph) wird die Aufnahme von
Partnerwirkstoffen in das pflanzliche Gewebe geférdert (Schlittenfunktion) (BASF SE, 2018d).
Der Braunrost des Weizens (Puccinia triticina) hat u.a. infolge der zunehmenden Anbau-
intensitat in allen Landern mit Weizenanbau an Bedeutung gewonnen (HOFFMANN und
SCHMUTTERER, 1999; PRIGGE et al., 2004).

Die Praxistauglichkeit von fungistatischen oder fungiziden Wirkstoffen wird letztlich in Freiland-
versuchen entschieden. Dazu gehoéren auch Ertragsparameter. Wenngleich in den Vegetati-
onsperioden der Versuchsjahre keine signifikant erhdhten Kornertrage in den Bestandsparzel-
len zu verzeichnen waren (siehe Anlagen 73, 74), im Ubrigen auch nicht nach Behandlung mit
kommerziellen Fungiziden, so geben die Freilanduntersuchungen doch erste Hinweise auf das
Potential von Pflanzenextrakten auf Basis von Rheum-Herkiinften. Wenn man bertcksichtigt,
dass weltweit etwa 60 Rheum-Arten bekannt sind, mit einer Verbreitung in sehr unterschiedli-
chen Regionen von héheren Lagen des Himalaya-Gebirges bis hin zur Halbwiste des
Nahen Ostens, kann man annehmen, dass Rheum-Herkiinfte einen interessanten Pool fir
neue, moglicherweise noch nicht vorbeschriebene Wirkstoffe mit antifungaler Wirksamkeit bil-
den kdénnten.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass Wurzelextrakte aus Rheum hinsichtlich der
Findung von Wirkstoffen mit effektiven Wirkmechanismen fir eine potenziell nachhaltige
Pflanzenschutzstrategie geeignet sein kdnnen. Dies steht im Einklang mit dem zuletzt am
10. April 2013 seitens der Bundesregierung verabschiedeten Nationalen Aktionsplan zur nach-
haltigen Anwendung von Pflanzenschutzmitteln (NAP). Ziel des NAP ist es, das durch zuge-
lassene PSM und ihre Metabolite bedingte, potentiell gesundheits- oder dkologiegefahrdende
Risiko fur den Menschen, das Tier und die Umwelt bis 2023 um 30 % zu reduzieren. Die re-
duzierenden MalRRnahmen erstrecken sich dabei z.B. auf Mengenvorgaben und die Férderung
von Alternativmethoden. Insbesondere die angewandte Forschung im Hinblick auf innovativen
Pflanzenschutz findet im NAP Bericksichtigung. Es wird gefordert, dass ein ausreichendes
Spektrum geeigneter Pflanzenschutzverfahren verfiigbar ist, einschlieRlich praktikabler nicht-
chemischer Alternativen, die in Deutschland nur fur wenige und vorrangig GroRRkulturen, we-
niger aber fir regionale Kleinkulturen wie Gemuse gegeben sind (BMEL, 2017). Unter ande-
rem hier setzt seitens der Bundesregierung die Nationale Forschungsstrategie
BioOkonomie 2030 an, welche auf eine biologisch basiert nachhaltige Agrarwirtschaft sowie
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einen biodkonomisch fliihrenden Forschungs- und Innovationsstandort Deutschland bis zum
Jahr 2030 abzielt. ,Angesichts der Vielzahl an Jahren, die vom Start eines Forschungsprojekts
bis zur Ubernahme der Ergebnisse in die landwirtschaftliche Praxis vergehen, drangt die Zeit*
(BMBF, 2010). Die ztigige Entwicklung und Anwendung von innovativen Praparaten mit neu-
artigen Wirkmechanismen als Erganzung oder sogar Ersatz vorhandener chemischer
Strategien im Sinne einer nachhaltigen Pflanzenproduktion erscheint damit nicht nur 6ko-
logisch, sondern auch wirtschaftlich geboten. Naturstoffe kdnnten auf Grund ihrer strukturellen
Vielfalt als nahezu unbegrenztes Forschungsreservoir fir eine nachhaltige und 6kologisch
orientierte Pflanzenproduktion somit besonders interessant sein.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung

Durch phytopathogene Pilze bedingte Pflanzenkrankheiten verursachen jahrlich
Ertragsverluste von global betrachtet etwa 15 %. Ohne adaquate Pflanzenschutzmal3nahmen
lagen diese mindestens doppelt so hoch. Da adaptierte Erreger dazu in der Lage sind, pflanz-
liche Abwehrmechanismen zu Gberwinden und dartber hinaus eine zunehmende Pathogen-
resistenz gegeniber chemisch-synthetischen Fungiziden zu verzeichnen ist, sind ebenso
adaptive Pflanzenschutzstrategien gefragt. Die dabei eingesetzten Pflanzenschutzmittel
(PSM) sollten ein nachhaltig geringes Resistenzrisiko, eine hohe Breitenwirksamkeit, geringe
Toxizitat und Sicherheit fur Anwender, Tiere, Wirtspflanzen sowie den Naturhaushalt vereinen.
Rheum-Wurzelextrakte zeichnen sich durch ein breites Spektrum an polyphenolischen Ver-
bindungen aus, welche als sekundare Phytoagenzien vor Krankheiten schitzen oder als Farb-
stoffe und Wachstumsregulatoren dienen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Wurzel-
extrakte und -fraktionen aus Rheum sowie vergleichsweise aus Rumex obtusifolius auf ihre
Wirksamkeit gegen ein reprasentatives Spektrum an agrarékonomisch bedeutenden Phyto-
pathogenen zu testen. So sollte die potentielle Eignung ihrer aktiven Inhaltsstoffe als Teil einer
alternativen biobasierten Pflanzenschutzstrategie funktionell geprift werden. Das grundséatzli-
che antifungale Potential einiger Rumiacea-typischer Wurzelinhaltsstoffe ist bereits bekannt.
Auf der Grundlage der wachsenden Resistenzproblematik in der Landwirtschaft ist es jedoch
weiterhin wichtig, dem kulturanbauenden Markt ausreichende Produktalternativen zu bieten,
die durch Labor-, Gewachshaus- wie auch Feldversuche umfassend evaluiert wurden. In den
wesentlichen Teilen konnten Grundlagen dafir durch diese Arbeit geschaffen werden.

Basierend auf der Extraktion, Fraktionierung und der analytischen Charakterisierung mittels
LC-MS erfolgten die funktionellen Untersuchungen mittels eines mehrstufigen Monitoring-
Systems. Im Rahmen des Primarscreenings wurden Gesamtextrakte unterschiedlicher
Rheum/Rumex-Spezies (spp.) bzw. Genotypen (GTs) sowie Fraktionen (Frks) des Extraktes
aus Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’ (GT10, Erntejahr 2014 [E14]) einschlieRlich Rheum-
typischer Standardsubstanzen gegen verschiedene phytopathogene Pilze und Oomyceten ge-
testet. Dabei stand der Gerstenmehltaupilz Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) im Fokus.
Methoden der Wahl waren der in vitro Mycelwachstums (MWT)- und der in vivo
Blattsegmenttest (BST). Die Testsysteme des darauf aufbauenden Sekundarscreenings dien-
ten der detaillierteren Aufklarung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen am Beispiel ausgewahl-
ter Extraktproben. Diese wurden in den Modellsystemen Hordeum vulgare ‘Lawina’ (mono-
kotyl) — Bgh oder Arabidopsis thaliana (dikotyl) — Erysiphe cruciferarum praktiziert. Bei den
Methoden handelte es sich zum einen um histochemische Studien (mikroskopische Quanti-
fizierung von Interaktionstypen in Bgh-infizierter Gerste). Die Evaluierung des antioxidativen
Status in Gerste (Aktivitaten/Gehalte enzymatischer und nicht-enzymatischer Antioxidantien)
basierte auf photometrischen Messungen. Die in Arabidopsis erfolgten Studien zu induzierter
Resistenz unterteilten sich in ein differenzierendes Mutantenscreening (BST, Konidien-
auszahlung), Transkriptabundanzanalysen (DNA-Microarray, qRT-PCR) und die
Western Blot-gestutzte Bestimmung der phosphorylierten Mitogen-aktivierten Proteinkinase 3
(MPK3). Vielversprechende, z.T. formulierte Wurzelextrakte, wie der des GT10, wurden letzt-
lich in Kleinparzellenversuchen unter Freilandbedingungen in Sommergerste (SG) und
Winterweizen (WW) gepruft (Tertiarscreening).
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Anhand der LC-MS-Analysen konnten zwischen den einzelnen Rheum/Rumex-GTs qualitative
und quantitative Unterschiede hinsichtlich ihres in den Wurzelextrakten (Ethylacetat [EtOACc]-
Phasen) enthaltenen Spektrums an polyphenolischen Inhaltsstoffen ermittelt werden.

Hierbei grenzten sich der GTO05-Extrakt aus Rheum officinale und der GT30-Extrakt aus
Rumex obtusifolius (hohe Gehalte an Flavan-3-olen wie Catechin) deutlich gegenilber den
Ubrigen Extrakten ab. Letztere enthielten hohe Mengen an Stilbenderivaten wie Rhaponticin
(RHA), Desoxyrhaponticin, Piceatannolglucopyranosid und Resveratrol-Dihydrodimer. In Ab-
hangigkeit von den Konzentrationsverhaltnissen der verschiedenen Polyphenole variierte
auch die antifungale Wirksamkeit der Extrakte in den MWTs gegenuber den nekrotrophen und
hemibiotrophen Phytopathogenen. Die Extrakte aus GTO02 (Rheum officinale [differenter
Herkunft]), GT10, GT23 (R. rhabarbarum) und des GT36 (R. altaicum; E12) wiesen eine Brei-
tenwirksamkeit von 100 % auf. Die GT05- und GT30-Extrakte waren dagegen nur gegenuber
drei von acht Pathogenen ausreichend wirksam (< 50 % relatives Wachstum). Dies spiegelte
sich auch in den jeweils beeinflussten Wachstumsraten wieder. Hier erwies sich der GT23-
Extrakt v.a. gegen den ,rice blast‘-Pilz Magnaporthe oryzae als aktiv und der GT10 E12-
Extrakt als mit Abstand am effektivsten (& 15 % rel. Wachstum), insbesondere gegenuber
dem Apfelschorf-Erreger Venturia inaequalis. Im BST gegenlber dem obligat biotrophen
Gerstenmehltaupilz Bgh schien dagegen eine Interaktion von Substanzen aus den unter-
schiedlichen Polyphenolklassen mit synergistischen Effekten vorzuliegen. Da hier alle getes-
teten Extrakte, erneut v.a. der des GT10, signifikante Bgh-hemmende Effekte erzielten, wurde
angenommen, dass die Bgh-Wirkung sowohl auf der Aktivitdt von Verbindungen aus der
Flavan-3-ol-Gruppe als auch aus der Gruppe der Stilbene beruht. Diese Annahme konnte
durch Gersten-BSTs mit GT10-Frks und Rheum-typischen Standardsubstanzen bestatigt wer-
den. Die Flavan-3-ol-dominierten Frks 1 und 2 (Hauptkomponente: Epicatechingallat [ECG])
wie auch die Stilben-dominierte Frk 5 (Hauptkomponente: Resveratrol [RES]) waren am Bgh-
effektivsten. Die gegenuber Bgh aktiven GT10-Frks enthielten sowohl galloylierte und hy-
droxylierte Flavan-3-ole als auch hydroxylierte, glucosylierte und galloylierte Stilbene. Durch
die kombinierte Anwendung der Rheum-typischen Reinsubstanzen waren zudem die syner-
gistischen Effekte von Substanzen verschiedener Polyphenolklassen nachweisbar (Kombi-
nationen: ECG und RES sowie Procyanidin B2 und RHA).

Aufgrund ihrer gut teilhemmenden bis 100 %igen Wirkungen im Primarscreening, wurden der
GTO02-Extrakt (E12; fur Vergleichsversuche) und die dafir neu aufgearbeitete Charge des
GT10-Extraktes (E14; flir Hauptversuche) dem Sekundarscreening unterzogen. Im Rahmen
der histochemischen Studien konnten die im Primarscreening beobachteten antifungalen Wir-
kungen auf signifikant reduzierte Keimraten und eine signifikant geringere Zahl an Haustorien
zurtckgefuihrt werden. Durch die Testung der GT10-Frks 2 und 5 sowie deren jeweiligen
Hauptkomponenten ECG und RES in Form der Standardsubstanzen war wiederholt nachweis-
bar, dass der Effekt des GT10-Gesamtextraktes zum Zeitpunkt der Keimung nicht auf Einzel-
verbindungen basierte. Im Trend war zudem erkennbar, dass die Rate an Bgh-Papillen-
formationen durch die Vorbehandlung mit den GT10-Frks signifikant erhdht wurde. Die Bgh-
hemmende Wirkung der untersuchten Rheum-Wurzelextrakte korrelierte zudem mit der
Beeinflussung des antioxidativen Status in Gerste (verstarkte Detoxifizierung von reaktiven
Sauerstoffspezies durch erhdhte Katalase-, Ascorbatperoxidase- und Glutathion-Aktivitaten).
Die Effekte der Extrakte auf die Aktivitaten und Gehalte der Antioxidantien waren dabei z.T.
artenabhangig (GT10/GT02). Das Arabidopsis-Mutantenscreening mit verschiedenartig defizi-
enten Mutanten lieferte Hinweise darauf, dass sowohl Salicylsdure- als auch Camalexin-
abhangige Abwehrwege der Pflanze durch den Stilbenanteil (z.B. RES) des GT10-Extraktes
postinfektionell induziert wurden. Die DNA-Microarrays mit GT10-behandelten
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Arabidopsis-Blattern des Wildtyps Col-8 lieferten das Resultat, dass die Applikation des
Extraktes eine signifikant erhéhte Transkription diverser Protein-kodierender Gene ausldste,
die mit Resistenzmechanismen wie der hypersensitiven Reaktion und dem ,oxidative burst® im
Allgemeinen verbunden sind (Priming-Effekt). In Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskaden
oder den Phenylpropanoidstoffwechsel eingebundene Transkripte und insbesondere
systemisch erworbene Resistenz (engl. systemic acquired resistance [SAR])-verbundene
Gene (z.B. Pathogenese-zugehdrige [engl. pathogenesis-related {PR}] Proteine, WRKY-
Transkriptionsfaktoren) waren ebenfalls hochreguliert. Die Bestimmung der MPK3-Aktivierung
auf Proteinebene lieferte mit der angewandten Methodik trotz zeitpunktabhangig hoher
Bandenintensitaten keine reproduzierbaren Ergebnisse. Eine behandlungsbedingte Erhéhung
der MPK3-Proteinkonzentration und eine stressinduziert intensivere MPK3-Aktivierung in
GT10-vorbehandelten Pflanzen sind aber wahrscheinlich. Mittels gRT-PCR konnte nachge-
wiesen werden, dass die antimikrobiell aktiven PR Gene PR1 (Marker fir SAR), PR2 (B-1,3-
Glucanase) sowie PR5 (Thaumatin-ahnlich) auch zu bestimmten Zeitpunkten nach der Infek-
tion mit dem Mehltaupilz E. cruciferarum signifikant starker transkribiert wurden, als in der in-
fizierten, aber nicht geprimten Wasserkontrolle und/oder nicht infizierten GT10-Nullkontrolle.
Dies bestatigte den Priming-Effekt des GT10-Extraktes und damit die Ergebnisse der DNA-
Microarrays.

Die Freilandversuche in SG und WW zeigten im Vergleich zu kommerziellen Produkten wie
Fenpropimorph sowie der 3-Wirkstoff-Kombination Capalo® vielversprechende Ergebnisse flr
die Nutzung eines formulierten Rheum-Wurzelextraktes in der landwirtschaftlichen Praxis. Die
hier eingesetzten Extrakte des GT02 und des GT10 (je E12) konnten sowohl gegen Mehltau
in Gerste und Weizen als auch gegenlber Weizengelbrost und -braunrost tGiberzeugen. Dabei
wurden die Rohextrakte nicht einmal in Form ausgereifter Formulierungen als Suspensions-
oder Emulsionskonzentrat appliziert.

Die gewonnenen Daten lassen den Schluss zu, dass Wurzelextrakte aus Rheum wie dem
GT02 oder GT10 auf unterschiedlichen Wegen antifungal wirksam sind (direkte antifungale
Aktivitat, Priming-Funktion in der Wirtspflanze / SAR). Demzufolge tritt ein Resistenzerwerb
weniger wahrscheinlich auf. Durch die sowohl protektive als auch direkte antifungale Wirksam-
keit kdnnten haufige, Witterungs- und Neuzuwachs-bedingte Spritzaufwande vermieden wer-
den. Zudem liegt dosisabhangig in Arabidopsis, SG und WW offensichtlich keine Phytotoxizitat
vor. Diese multikomponentenbasierten multiplen Wirkmechanismen schlieRen antifungale
Effekte gegen verschiedene phytopathogene Pilze (Fusarium spp., Apfelschorf, Mehltaupilze,
Rostkrankheiten) sowie Oomyceten (Phytophthora capsici) in Getreide und Gemusekulturen
ein. Zusammenfassend ist daher ein hohes antifungales Potential definierter, gut charakteri-
sierter Rheum-Wurzelextrakte (z.B. als chemischer Resistenzinduktor / Pflanzenstarkungs-
mittel &hnlich dem Reynoutria-Extrakt) oder daraus isolierter, synthetisierbarer Verbindungen
im formulierten Gemisch (multipler als der Einzelwirkstoff Benzothiadiazol in Bion®) hinsichtlich
der Kontrolle von Pflanzenpathogenen festzustellen. Der Einsatz solcher Produkte kann zu
einer grolieren Nachhaltigkeit im Gartenbau und in der Landwirtschaft fiihren.

6.2 Ausblick

Durch die substanziell reduzierten Befallsraten Bgh-infizierter Blatter im Rahmen der
Gersten-BSTs und die 100 %ige Hemmung von V. inaequalis im MWT resultiert eine mogliche
Doppelindikation des GT10-Extraktes im Erwerbsobstbau. Durch den GT23-Extrakt wurde
zudem das Mycelwachstum des Reispathogens M. oryzae massiv reduziert, bei welchem
pflanzenziichterische Malinahmen in Form von resistenten Reiskultivaren bereits innerhalb
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von wenigen Vegetationsperioden Gberwunden werden. Aufgrund des relativ breiten Wirk-
spektrums der meisten Extrakte in vitro waren Folgestudien (in vivo Versuche) mit M. oryzae
in Reis und Gerste sowie V. inaequalis und Podosphaera leucotricha (Apfelmehltau) in Apfel-
kulturen ein agrarwirtschaftlich relevanter Ansatz.

Unter Bertlicksichtigung der Uberzeugenden Wirkungen des formulierten Extraktes aus den
Wurzeln des GT10 unter Freilandbedingungen ist abzuleiten, dass Studien mit optimierten
Formulierungshilfsstoffen und -zusammensetzungen dazu beitragen kénnen, die Effekte im
Freiland noch weiter zu verbessern oder zumindest zu stabilisieren. Auf Basis der vielverspre-
chenden Ergebnisse kam es im Jahr 2015 zu einer Kooperation der Hochschule Anhalt
(AG IBAS) mit der HELM AG, welche bereits die urspriingliche Formulierung des getesteten
Extraktes vorgenommen hatte. Zielfiihrend war eine wirtschaftliche Technologieverwertung
des flr die antifungale Wirksamkeit der Rheum-Wurzelextrakte von der Hochschule Anhalt
angemeldeten Patentes ,Antifungale Formulierungen zur Bekampfung von Pflanzen-
krankheiten* (Verdffentlichungsnummer: WO 2013/110258 A1). Im Rahmen der Zusammen-
arbeit wurde eine neu formulierte EtOAc-Mischphase des GT10 gegen den Sojarost in
Brasilien evaluiert. Erste eigene Untersuchungen Uber die Verwendung unterschiedlicher
Adjuvantien mit Rheum-Extrakten in Bgh-anfalliger Gerste (Gewachshausversuche) sind im
Hinblick auf eine Verbesserung der Spreitung auf Blattern, der Wirkstoffaufnahme in die
Pflanze oder der Regenfestigkeit ebenfalls ermutigend. Ein limitierender Faktor fir die erfolg-
reiche Patentverwertung in der gartnerischen und landwirtschaftlichen Praxis sind taxierte
Zulassungskosten von etwa 50 Millionen Euro. Im Zulassungsverfahren fir pflanzenextrakt-
basierte PSM wirden neben der Identitdt und nachhaltigen Wirksamkeit auch weitere Aspekte
wie das Resistenzrisiko gegentber phytopathogenen Zielorganismen, die Bienenvertraglich-
keit oder Nltzlingsschonung, die Toxizitat, die Abbaubarkeit bzw. Persistenz u.d. nochmals
Uberpruft werden (VERORDNUNG (EG) Nr. 1107/2009 uber das Inverkehrbringen von
Pflanzenschutzmitteln und weitere Verordnungen). Ein Produkt auf Basis von Rheum-
Wurzelextrakten als Pflanzenschutz- bzw. Pflanzenstarkungsmittel kénnte bei erfolgreicher
Umsetzung als kommerziell interessante Erganzung oder Alternative zu chemischen PSM in
Biogetreide etabliert werden. Berechnungen ergeben, dass bei etwa 25.000 Rhabarber-
pflanzen pro Hektar (0,75 m Reihenabstand; 0,5-0,6 m Pflanzenabstand), einem Wurzelertrag
von 4 kg gereinigter, ungetrockneter Wurzelmasse pro Pflanze nach vier Vegetationsperioden
und einer Ausbeute an EtOAc-Phase von etwa 10 % (bez. auf Wurzeltrockenmasse) eine spe-
zifische Wirkextraktmenge von 3.400 kg pro Hektar Anbauflache und Jahr erzeugt werden
kdnnte (Ausgangsdaten). Berulcksichtigt ist dabei ein trocknungsbedingter Wasserverlust von
66 %. Fur die zweimalige Spritzung einer 2.070 ha grof3en Getreideflache im Jahr waren bei
einer Einsatzkonzentration von 1000 ppm 0,4 kg Extrakt pro Hektar erforderlich. Daraus ergibt
sich eine erforderliche Rhabarberanbauflache von 0,24 ha mit einer erforderlichen Pflanzen-
anzahl von 6.088 Stiick. Da hier auch die z.T. klimatisch bedingten Varianzen in Synthese-
leistung, Wurzelmasse und Extraktausbeute berucksichtigt werden mussen, sind unter dem
Gesichtspunkt einer darauf basierenden definierten Produktentwicklung weitere Untersuchun-
gen zur Abhangigkeit von Erntezeitpunkt/Extraktherstellungstermin und Lagerung auf das
polyphenolische Inhaltsstoffspektrum angezeigt. Bei Optimierung verschiedener Einfluss-
grolken (Anbaukosten, Frischwurzelertrag, Extraktionskosten, Einsatzkonzentration) sind in
Getreide bei Einsatzkonzentrationen von z.B. 500 ppm bzw. 1200 ppm (0,1/0,24 kg Extrakt /
ha) spezifische Anwendungskosten von 3,69 € bis 8,85 € pro Anwendung und Hektar realis-
tisch. Als weitere Mdglichkeit zur Optimierung der Produktionskosten bietet sich auch die
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Mikrovermehrung der Rheum-Pflanzen an. Abschlie3end ist festzuhalten, dass die Vorausset-
zungen fiur eine mdgliche wirtschaftliche Verwertung von antifungalen, protektiv oder kurativ
einsetzbaren Mischpraparaten auf Basis von Rheum-Wurzelextrakten vorliegen.
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7 Summary

71 Background

A growing world population requires an increase in the quality and quantity of food
production. Plant diseases caused by phytopathogenic fungi and oomycetes have repeatedly
led to major harvest losses at the global scale. The risk of fungicide resistance in pathogens
and strict pesticide legislation necessitate innovative agronomical practices for adequate crop
protection, as e.g. the identification of new substances that combat pathogens with multiple
modes of action. The main task for successful antifungal strategies is to develop substances
with a low risk of resistance development in pathogens, i.e. direct antifungal activity incl. host
plant priming capacity, which combine sustainability, broad-spectrum efficacy and low toxicity
for humans, animals, host plants and ecosystems. Due to their richness in polyphenolic
compounds, rhubarb root extracts show a high bioactive potential. The aim of this work was to
investigate the impact and efficacy of such extracts that include flavonoids, stilbenes and other
related compounds with regard to their utilization as a possible supplement for existing
chemical fungicides.

7.2 Monitoring strategy and Results

The antifungal activity of rhubarb root extracts was tested by using a multi-step
monitoring strategy. In a primary screening, based on chemical structure elucidation by LC-
MS, total extracts from different Rheum/Rumex species (spp.) as well as their fractions and
standard compounds were tested against economically relevant pathogens, like powdery
mildew fungi, via in vitro mycelial growth tests and in vivo leaf segment assays. In the
secondary screening, the structure-effect relationships were elucidated by histochemical
studies, transcript abundance analyses and protein assays (greenhouse tests) with selected
extract samples. Promising extracts were further evaluated in field trials as tertiary screening.

Specific polyphenolic mixtures inhibited mycelial growth of several necrotrophic, hemi-
biotrophic and biotrophic phytopathogenic fungi and oomycetes. In dependency of the
contained polyphenolic substances, the antifungal and plant protective effects of the extracts
differed in the mycelial growth tests, but not in the leaf segment assays with barley powdery
mildew (Bgh). Heterogeneous polyphenols (flavan-3-ols and stilbene agents) were proven as
bioactive compounds that inhibited Bgh pustule formation by reducing conidial germination and
haustoria formation rates. The in vivo Bgh effects of Rheum root extracts had a high probability
of being accompanied by synergistic interactions between minor substances, like
epicatechin gallate (ECG) or procyanidin B1/B2 (flavan-3-ols), and major components, like
resveratrol (RES), desoxyrhaponticin or rhaponticin (stilbene derivates), present in the total
extracts. Moreover, the antifungal efficacy of selected crude or formulated extracts against
powdery mildews and rust diseases in barley and wheat was similar to commercial products
under field conditions, without any phytotoxic side effects. Certain extracts
(Rheum rhabarbarum ‘The Sutton’ [genotype {GT} 10 ethyl acetate phase]) showed not only a
direct inhibition of pathogen growth, but also some evidence for salicylic acid- (systemic
acquired resistance) and camalexin-mediated induced resistance in Arabidopsis thaliana
(stilbene-dependent). Furthermore, various defense-related genes, e.g. pathogenesis-related
protein-coding genes, showed significantly higher transcript abundances in the case of treated
Arabidopsis leaves from wild type Col-8 (DNA-microarray, qRT-PCR analyses). No profound
extract activity was measurable by using protein assay (MAP kinase 3). The rate of papillae
formation (lignin deposition) in Bgh-infected barley leaves was affected significantly by
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fractions of the GT10 extract. The Bgh-inhibitory effects of GT10 and GT02 (R. officinale) ex-
tracts also correlated with extract-induced activities of antioxidants (catalase, ascorbate perox-
idase, glutathione).

7.3 Conclusion

Special root extracts from Rheum spp. such as GT10 clearly demonstrated protective
disease-controlling effects against a wide range of plant pathogens, such as powdery mildews
as well as rusts and other diseases in cereals and vegetables. The multi-component-based
antifungal potential of the extracts that include synergistically acting ingredients, with the
advantage of low risks for the development of fungicide resistance in pathogens, may
represent a promising alternative for developing synthetical leads from these botanicals in the
future. ECG, RES and other polyphenolic substances featured direct antifungal properties and
were found to induce immune responses in cultivated plants (multiple modes of action). Mixed
formulations are designated to support spray rate reduction of agrochemicals and to improve
conventional plant protection with single compounds. The adoption of natural substances for
plant protection may facilitate sustainable horti- and agriculture.
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Anlage 1:

Bedeutung und Bekampfung ausgewahlter hemibiotropher und nekrotropher Phytopathogene.

Erreger

Wirt / Krankheit

Symptome

Bedeutung

Bekampfung

Alternaria brassicicola
(Schwein.) Wiltshire (1947)

Raps- und Kohlschwarze
an Cruciferen, insb.
Brassica-Arten
(Gemusekohlarten, wie
Blumenkohl)

hellbraun-graue oder schwarzbraune
Lasionen, bedeckt mit schwarzem
Sporenrasen

auf Blattern, Stangeln und Schoten
von Raps

Reduktion des Samenertrages
von Kohlarten bis 80 %

Saatgutbeizung, Einarbeitung der
Erntertickstande, bei Raps
vorbeugende
Fungizidmafnahmen, Wirkstoffe
gegen S. sclerotiorum (z.B.
Iprodion) zeigen Nebeneffekte

Fusarium culmorum
(W.G. Sm.) Sacc. (1895),
Fusarium graminearum
Schwabe

(Bsp.)

Fusarium — Samlings-,
FuRB- und Ahrenkrankheiten
an Getreide, insb.
Winterformen von Roggen
und Weizen;

F. culmorum parasitiert
auch dikotyle Arten (z.B.
Spargel),

F. graminearum auch Mais
und Reis

schlechte Entwicklung der Samlinge
bis Fehlstellen bei Roggen und
Weizen

diffuse, flachige Verbraunungen oder
dunklere, strichférmige Nekrosen an
Blattscheiden und Halmbasis

Anflug eines rosa Sporenbelags des
Gewebes mgl.

befallene Bliten bleiben taub
(partielle Taubahrigkeit)

in Einzelfallen Ertragsverluste bis
50 %, allgemein bis 10 %, direkte
Kornverluste, Belastung des
Erntegutes durch Mykotoxine

Verwendung von befallsfreiem
Saatgut, Saatgutbeizung,
Fruchtfolgemalinahmen: Roggen
vor Weizen und Gerste,
Einarbeitung der Ernteriicksténde,
nur sehr begrenzte Effekte
zugelassener Wirkstoffe

Fusarium oxysporum
(wie auch F. culmorum und
F. graminearum etc.)

Keimlingskrankheiten an
Mais, breiter Wirtskreis
(alle Getreidearten)

verzdgerter Aufgang, llickige
Bestande

wassrige hell- bis dunkelbraune
Flecke an den Wurzeln, chlorotische
Streifungen an den Blattern

in Regionen mit kiihleren,
feuchten Fruhjahrsbedingungen

Saatgut mit hoher Keimfahigkeit,
rascher Keimung und schnellem
Auflaufen der Pflanzen, Beizung
des Saatgutes

Magnaporthe grisea*

Reisbraune, auch an Hirse
und anderen Graserarten

Befall und Nekrotisierung aller griinen
Pflanzenteile

wichtigste Krankheit im Reisanbau
mit sehr hohem Epidemiepotential

Sortenwahl, Fungizide

Phytophthora spp.
(wie auch R. solani etc.)

Umfallkrankheiten,
Schwarzbeinigkeit an
Cruciferen

dunkelbraune Verfarbungen am
Hypokotyl der Samlinge in
Anzuchtbeeten bei hoher
Bodenfeuchte

Umfallen oder Welken der
Keimpflanzen

in Anzuchtbeeten, weniger bei
Freilandaussaaten

Vermeiden wiederholter Aussaat
im gleichen Substrat, bei
Gemusearten Saatgutbeizung,
vorbeugende Gieltbehandlungen
mit Fungiziden oder gute
Steuerung der Anzucht-
bedingungen (Temperatur etc.)

Venturia inaequalis*

Apfelschorf

braune Flecken an den Blattern
(Blattschorf), Befall der Friichte
(Fruchtschorf)

weltweit wichtigste Krankheit im
Apfelanbau, rasche
Epidemieentwicklung, Schaden
durch Blattverluste und
Qualitatsminderung der Frichte

wiederholte gezielte
Fungizidapplikationen

Anmerkungen:

(Quelle:

HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999; *HALLMANN et al., 2007)

uabejuy
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Fortsetzung Anlage 1.

Erreger Wirt / Krankheit Symptome Bedeutung Bekampfung
Bipolaris sorokiniana Drechslera — Wurzel-, = |Gckiger Aufgang, Umfallen der in Mittel- und Nordeuropa selten Saatgutbeizung, Direktsaat, flache
(Sacc.) Shoem. Halm- und Blattkrankheit Keimpflanzen schadigend, Ausfélle durch Einsaat, keine wendende

an Getreide (u.a. Gerste, = in ariden Gebieten Wurzelfaulen Keimlingsinfektionen in warmeren | Bodenbearbeitung, Fruchtfolge

Winterweizen) und Grasern = rotliche Flecke auf Weizenblattern,

dunkelbraune bis schwarze Flecke
auf Gerstenblattern

= fleckige Verbrdunungen auch an
Blattscheiden, Ahren, Halmen etc.

Getreideanbaugebieten wie
Australien (bis zu 13/23 %)

mit Unterbrechung des
Getreideanbaus (z.B. Luzerne)

Botrytis cinerea
Pers.:Fr.

(Bsp.)

dunkle, wasserdurchtrankte Flecke
an Blattern; braune, streifige
Lasionen an Stangeln

= Einsinken und Erweichen des
Gewebes

= bei Eintrocknung mausgrauer,
stdubender Pilzbelag

Botrytis-Graufaule an ]
Griinbohnen, an Pflanzen
aus sehr groflier Artenzahl

weit verbreitet in kithleren und
warmeren Regionen, ernstes
Problem bei kiihler und
regenreicher Witterung wahrend
und nach der Blite

Vermeidung von Sorten mit
langen Bliihperioden,
ausreichender Pflanzenabstand,
mafige Diingung und
Bewasserung, Botryzide (z.B.
Promycidon)

Rhizoctonia solani
Kihn

(Bsp.)

Rhizoctonia- oder = reduzierte Zahl und Lange der
Wurzeltoterkrankheit an Sprosse

Kartoffeln, sehr grofser = dunkelbraun verfarbte und
Wirtskreis;

abgestorbene Triebspitzen an
Pflanzknollen / rostbraune Flecke an
hellen Austrieben

= braune Faulstellen an Stéangelbasis
und Wurzeln in spateren Stadien

= Wipfelrollen®

= schwarzbraune, krustenartige
Auflagerungen/Pocken (Sklerotien)
auf der Knollenoberflache wahrend
der Abreife

Rhizoctonia-Faule (Beta-
Riben), Rhizoctonia-
Wurzelhals- und
Stangelfaule an Raps
(nicht naher erlautert)

Ertragsverluste von & 5 bis > 30
% (bei starkerem Anbau und
hohem Sklerotienbesatz),
Auflaufverzdogerungen, fehlende
mittlere KnollengréRen, geringerer
Starkegehalt und -ertrag,
deformierte Knollen, Bedeutung
v.a. in konzentrierten
Anbaugebieten mit kithlem
Frihjahrswetter

mindestens zweijahrige, besser
vier- bis sechsjahrige
Anbaupause, Verwendung von
gesundem, vorgekeimtem
Pflanzgut, wendende
Bodenbearbeitung, Abtdten der
Sklerotien auf der Pflanzknolle mit
fungiziden Wirkstoffen
(Beizmittel), unterliegt im Boden
antagonistischen Effekten durch
Mikroorganismen wie Verticillium
biguttatum (biologische
Bekampfung)

Anmerkungen:

(Quelle:

HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999)

uabejuy
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Fortsetzung Anlage 1.

Erreger

Wirt / Krankheit

Symptome

Bedeutung

Bekampfung

Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary
(Bsp.)

Weillstangeligkeit,
Rapskrebs an Raps (u.a.),
Blatt- und
Stangelerkrankungen,
Faulen an Riiben und
Wourzeln an u.a. Cruciferen;
Sclerotinia-Faule (Bohnen),
Sclerotinia-Stangelfaule
(Kartoffel), Sclerotinia-
Stangelfaule
(Sonnenblume) (nicht
naher erlautert)

= langliche, beige-weilgraue Flecke mit
brdunlichem Rand an Haupt- und
Seitentrieben

= im Stangelinneren eingelagerte
dunkle Sklerotien

Ertragsminderung = 30 % mgl.,
Umbrechen, vorzeitiges
Absterben der Pflanzen,
verringerte/s Kornzahl,
Tausendkorngewicht, Kornverlust
durch Aufplatzen der Schoten

weitgestellte Fruchtfolge,
Verwendung weniger anfalliger
Kulturen, Unkrautbeseitigung,
Vermeidung einseitiger N-
Dingung (Kalkstickstoff wirkt
fungistatisch und verhindert
Auskeimung der Sklerotien),
fungizide Wirkstoffe, wie
Vinclozolin mit Nebeneffekten
gegen z.B. Alternaria,
Fungizidanwendung, wenn 50-60
% der Bluten geoffnet sind

Thielaviopsis basicola
(Berk. & Broome) Ferraris.
(Bsp.)

Wourzelbraune an Tabak,
Wourzelfaule an Tabak,
Tomate, Aubergine,
Baumwolle, Fabaceen,
Zierpflanzen

= stellenweise Braunverfarbungen
einzelner Wurzeln — gehemmtes
Pflanzenwachstum

in warmeren Anbaugebieten der
USA und in Mittelmeerlandern
verbreitet

Bodenbehandlungen mit
Fungiziden, mehrjahrige
Fruchtfolge

Anmerkungen:

(Quelle:

HOFFMANN und SCHMUTTERER, 1999)
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Anlage 2: Mycelwachstum ausgewahliter hemibiotropher und nekrotropher Phytopathogene.

F. graminearum B. sorokiniana B. cinerea R. solani R. zeae S. sclerotiorum T. basicola

Anmerkungen: Masterplatten nach 7-21 d Inkubation bei 22 °C;
Alternaria brassicicola (nach CHo [2015] nekrotroph),
Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici,
Magnaporthe oryzae (nach Koeck et al. [2011] taxonomisch aktuelle Namensgebung),
Phytophthora capsici (Isolat 1534),
Venturia inaequalis,
Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani (AG-8),
Rhizoctonia zeae, Sclerotinia sclerotiorum, Thielaviopsis basicola;
(Quelle: eigenes Bildmaterial)
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Anlage 3: Chemikalien und eingesetzte Lésungen fiir die Aktivititsbestimmungen der Antioxidantien.
Chemikalie Bezugsquelle Einsatz Ansatz
Tris-(hydroxymethyl)- Carl Roth GmbH +
aminomethan Co. KG, 0,1 M; pH 7,8 in bidest. H20
(TRIS) Karlsruhe
+ Carl Roth GmbH + Extraktion
Ethylendiamintetraessigsaure Co. KG, Enzvme 0,001 M
(EDTA) Dinatriumsalz Dihydrat | Karlsruhe y

. . Sigma-Aldrich
+ Poly(vinylpolypyrrolidone) . o
(PVPP: Triibstoffentferner) Chemie GmbH, 7,50 % (wiv)
Taufkirchen
. . Extraktion+
Sigma-Aldrich Kalibration
meta-Phosphoric acid Chemie GmbH, Ascorbat 5,00 % (w/v) in bidest. H20
Taufkirchen Glutathior,1
. . Riedel-de Haén AG,
di-Natriumhydrogenphosphat Seelze
0,1 M; pH 6,5 in bidest. H20
Natriumdihydrogenphosphat ggrlzgoth GmbH + CAT-
Monohydrat : g NasPOs-Puffer
Karlsruhe
+ .
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat | Si€Ne oben 0,001M
Hydrogen peroxide solution Sigma-Aldrich
emie GmbH, , o (v/v) in bidest. H2
(H202) Chemie GmbH CAT 0,75 % (v/v) in bidest. H20
22 Taufkirchen
NasPO4-Puffer siehe oben Naaggf\-gjﬁer 0,05 M; pH 6,5
(L)-Dehydroascorbic acid Sigma-Aldrich o . )
(DHA / DASA = Chemie GmbH, ﬂfopé’ (‘gﬁ’f};'r‘ DHAR
oxidierte Ascorbinsaure) Taufkirchen s
L-Glutath duced S Aldrich PHAR
-Glutathione reduce igma-Aldric o . .
(GSH = Chemie GmbH, 070 & fwh) In DRAR
reduziertes Glutathion) Taufkirchen s
TRIS siehe oben APX 0,05 M; pH 7,8 in bidest. H20
+ ; TRIS-Puffer
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat | Si€he oben 0,003M
Carl Roth GmbH +
L(+)-Ascorbinsdure Co. KG, 0,10 % (w/v) in bidest. H20
Karlsruhe APX
H202 siehe oben 0,10 % (v/v) in bidest. H20
GR-
TRIS-Puffer siehe oben TRIS-Puffer (siehe | (0,05 M; pH 7,8 in bidest. H20)
APX-TRIS-Puffer)
B-Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate, . .
reduced (S:ﬁ;”nfi'eAg;;‘t‘)hH 0,20 % (wiv) in APX/GR-

tetra(cyclohexylammonium)
salt
(NADPH)

Taufkirchen

L-Glutathione oxidized
disodium salt

(GSSG =

oxidiertes Glutathion)

Sigma-Aldrich
Chemie GmbH,
Taufkirchen

GR

TRIS-Puffer

0,30 % (w/v) in APX/GR-
TRIS-Puffer

Anmerkungen:

GR = Glutathionreduktase

XLII

CAT = Katalase, DHAR = Dehydroascorbatreduktase, APX = Ascorbatperoxidase,
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Fortsetzung Anlage 3.

Chemikalie Bezugsquelle Einsatz Ansatz
. MDHAR- . -
TRIS-Puffer (ohne EDTA) siehe oben TRIS-Puffer 0,2 M; pH 7,8 in bidest. H20
_ . 0,024 M in MDHAR-
L(+)-Ascorbinsaure siehe oben TRIS-Puffer
B-Nicotinamide adenine . .
dinucleotide, reduced Sigma-Aldrich 0,0024 M in MDHAR-
. . Chemie GmbH,
dipotassium salt Taufkirch TRIS-Puffer
(NADH) aufkirchen
MDHAR

Ascorbate Oxidase from
Cucurbita sp.

Sigma-Aldrich
Chemie GmbH,

4,8 Einheiten/ml

(19,2 pl/ml MDHAR-
TRIS-Puffer;

250 Einheiten rekonstituiert in
1000 pl kaltem
Natriumphosphat-Puffer)

[250UN] Taufkirchen
Sigma-Aldrich
Sodium phosphate dibasic Chemie GmbH,
Taufkirchen
. . Sigma-Aldrich
+ Bovine Serum Albumin Chemie GmbH,

(BSA)

Taufkirchen

Ascorbat Oxidase

0,004 M; pH 5,6 in bidest. H20

0,05 % (Wiv)

NasPOs-Puffer siehe oben Na’;\;‘g’llr_ﬁ’,ajfer 0,15 M; pH 7.4 in bidest. HoO
Sigma-Aldrich
Triethanolamine Chemie GmbH, 1,5 M in bidest. H20
Taufkirchen
I . Sigma-Aldrich
?D'-T'%th'omre'to' Chemie GmbH, 0,01 M in bidest. Hz0
Taufkirchen
. Sigma-Aldrich
?ﬁgm'ma'e'm'de Chemie GmbH, 0,50 % (w/v) in bidest. H2O
Taufkirchen
Ascorbat
Trichloressigsaure Carl Roth GmbH +
(TCA) 9 Co. KG, 10,00 % (w/v) in bidest. H20
Karlsruhe
Sigma-Aldrich
Phosphoric acid Chemie GmbH, 44,00 % (v/v) in bidest. H20
Taufkirchen
Sigma-Aldrich
2,2'-Bipyridyl (2,2"-Dipyridyl) Chemie GmbH, 4,00 % (w/v) in 70 % EtOH
Taufkirchen
VWR International
Ethanol absolut GmbH, 2,2'-Bipyridyl 70,00 % (v/v) in bidest. H20
Darmstadt
Carl Roth GmbH +
Eisen(lll)-chlorid Hexahydrat Co. KG, Ascorbat 2,00 % (w/v) in bidest. H20
Karlsruhe
di-Kaliumhydrogenphosphat g;eect(l;de Haén AG,
0,05 M; pH 7,5 in bidest. H20
. . Merck KGaA, Glutathion-
Kaliumdihydrogenphosphat Darmstadt KsPOu-Puffer
i siehe oben 0,0025 M

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Anmerkungen:

XL

MDHAR = Monodehydroascorbatreduktase
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Fortsetzung Anlage 3.

Chemikalie Bezugsquelle Einsatz Ansatz
. . . 1,5 M in bidest. H20
Triethanolamine siehe oben (siehe Ascorbat)
Sigma-Aldrich
2-Vinylpyridine Chemie GmbH, konz.
Taufkirchen
5,5'-Dithio-bis-(2- Carl Roth GmbH +
nitrobenzoesaure) Co. KG, Glutathion 0,01 M in KsPOas-Puffer
(DTNB) Karlsruhe
NADPH siehe oben 0,002 M in KsPOu4-Puffer
Glutat'hlone Reductase_fr_om Sigma-Aldrich 2 Einheiten / Probe (Kivette)
baker's yeast (S. cerevisiae) Chemie GmbH 08 ul A . I
[500UN] emie GmbH, (0,8 mmoniumsu at-
(GR) Taufkirchen suspension / ml KsPOs-Puffer)
L(+)-Ascorbinsaure siehe oben Kalibration 0,002 M in in 5,00 % (w/v)
Ascorbat meta-Phosphorsaure
GSSG siehe oben Kalibration 0,001 Min 5,00 % (w/v)
Glutathion meta-Phosphorsaure
GSH siehe oben Kalibration 0,001 Min 5,00 % (w/v)
Glutathion meta-Phosphorsaure
Anmerkungen: GR = Glutathionreduktase
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Anlage 4: Kalibrationsdaten der MS-Quantifizierung.

Standard- Kalibrierlevel [nLg?ﬁu [rﬁﬁu Epliﬁgmﬁ"e* M[dmei:m]Rt

Erf.grenze Bes.grenze (n =32)
PRO B1 16 5 15 5 22,608
PRO B2 16 5 15 5 25,706
PRO C1 13 15 75 15 27,318
C 16 5 20 5 24,259
EC 16 5 20 5 28,102
EGC 11 <5 5 20 23,983
ECG 16 5 20 15 31,214
EGCG 13 5 20 30 27,538
THSG 16 <5 5 5 32,635
PIC 16 <5 5 5 33,850
RHA 16 <5 5 5 34,737
RES 14 <5 5 5 37,159
DRHA 16 <5 5 5 40,593
p-Cumarséaure 14 <5 5 5 32,492
Ferulasaure 14 <5 5 5 33,780
Chlorogensaure 16 5 15 10 27,184
Anmerkungen: MS = Massenspektrometrie;

PRO = Procyanidin, C = Catechin, EC = Epicatechin, EGC = Epigallocatechin,

ECG = Epicatechingallat, EGCG = Epigallocatechingallat, THSG = Piceid,

PIC = Piceatannol, RHA = Rhaponticin, RES = Resveratrol, DRHA = Desoxyrhaponticin;
Das maximale Konzentrationslevel (Kalibrierobergrenze) lag zwischen 300 ng/ml (EGC)
und 1000 ng/ml (z.B. RHA) (500 ng/ml bei PRO C1, EGCG, RES, p-Cumarsaure und
Ferulasaure). Héhere Kalibrierlevel wurden i.d.R. eliminiert.

LOD = engl. limit of detection (Erfassungsgrenze; Signal-Rausch-Verhéltnis > 3),

LOQ = engl. limit of quantification (Bestimmungsgrenze; Signal-Rausch-Verhaltnis > 10);
EPI = ,enhanced product ion®,

*EPI-Triggerlevel (bzgl. der qualitativen Bestatigung der zu quantifizierenden Substanz);
Rt = engl. retention time (Retentionszeit)

XLV



Anlagen

Anlage 5: MRM-spezifische Compound-Parameter.

Standard- T )/ DP CE CXP | dwell time
substanz Quantifier™ (m/z) v [eV] v [msec]
PRO B1 577.100/289.1 - 105 - 36 -7 150
PRO B2 577.140/289.1 - 105 -35 -7 150
PRO C1 865.200/125.0 - 155 -74 -8 150
C 289.100/245.0 -90 -22 -6 150
EC 289.080/245.0 -95 -22 -6 150
EGC 305.100/124.9 -85 -32 -9 150
ECG 441.100/168.8 -95 -30 -12 150
EGCG 457.100/168.9 -90 -24 -1 150
THSG 389.130/227 .1 -85 -27 -5 150
PIC 243.070/158.9 -100 -39 -10 150
RHA 419.140/257.0 -75 -24 -13 150
RES 227.076/185.1 - 100 -29 -13 150
DRHA 403.140/241.1 -70 -24 -13 150
p-Cumarsaure 163.040/119.0 - 60 -20 -8 150
Ferulasaure 193.060/133.9 -65 -21 -9 150
Chlorogenséaure 353.100/191.0 - 65 -26 -12 150

Anmerkungen:

MRM = ,multiple reaction monitoring®;
PRO = Procyanidin, C = Catechin, EC = Epicatechin, EGC = Epigallocatechin,

ECG = Epicatechingallat, EGCG = Epigallocatechingallat, THSG = Piceid,

PIC = Piceatannol, RHA = Rhaponticin, RES = Resveratrol, DRHA = Desoxyrhaponticin;
[M-H]- = Quasimolekdilion,

*Mutterion (Molekiilmasse abzgl. Masse Wasserstoffatom),

m/z = Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis,
**ausgewahltes Fragment fir den MRM;
DP (,declustering potential®), CE (,collision energy“) und CXP (,cell exit potential*) waren
spezifisch auf die jeweilige Standardsubstanz abgestimmt
(EP [,entrance potential“]: - 10 V).

XLVI




Anlagen

Anlage 6: Kiivettenbelegungsschemata fiir die Aktivitatsbestimmungen der enzymatischen
Antioxidantien.
Enzym Kontrolle Probe
2 ml | NasPOg4-Puffer (0,10 M; pH 6,5)
CAT - + 75 pl | Extrakt-Lsg.
+ 100 pl | H202-Lsg. (0,75 % [v/v])
2 ml | NasPOg4-Puffer (0,05 M; pH 6,5) 2 ml | NasPOg4-Puffer (0,05 M; pH 6,5)
+ 100 pl | GSH-Lsg. (0,70 % [w/v] + 50 pl | Extrakt-Lsg.
in DHAR-NasPOas-Puffer)
DHAR +100 pl | DHA-Lsg. (0,20 % [w/v] +100 pl | GSH-Lsg. (0,70 % [w/v]
in DHAR-NasPOas-Puffer) in DHAR-NasPOas-Puffer)
+ 100 pl | DHA-Lsg. (0,20 % [w/v]
in DHAR-NasPOas-Puffer)
2,1 ml | TRIS-Puffer (0,05 M; pH 7,8) 2 ml | TRIS-Puffer (0,05 M; pH 7,8)
APX + 50 yl | Extrakt-Lsg. + 50 yl | Extrakt-Lsg.
+ 100 pl | Ascorbinsadure-Lsg. (0,10 % [w/V]) + 100 pl | Ascorbinsaure-Lsg. (0,10 % [w/V])
+ 100 pl | H202-Lsg. (0,10 % [w/v])
2,3 ml | TRIS-Puffer (0,05 M; pH 7,8) 2 ml | TRIS-Puffer (0,05 M; pH 7,8)
+ 50 yl | Extrakt-Lsg. + 50 yl | Extrakt-Lsg.
GR + 100 pl | NADPH-Lsg. (0,20 % [w/v] + 300 pl | GSSG-Lsg. (0,30 % [wiv]
in APX/GR-TRIS-Puffer) in APX/GR-TRIS-Puffer)
+ 100 pl | NADPH-Lsg. (0,20 % [w/v]
in APX/GR-TRIS-Puffer)
2,1 ml | TRIS-Puffer (0,2 M; pH 7,8) 2 ml | TRIS-Puffer (0,2 M; pH 7,8)
+ 100 pl | Ascorbinsaure-Lsg. (0,024 M + 100 pl | Ascorbinsaure-Lsg. (0,024 M
in MDHAR-TRIS-Puffer) in MDHAR-TRIS-Puffer)
MDHAR + 100 pl | NADH-Lsg. (0,0024 M + 100 pl | NADH-Lsg. (0,0024 M
in MDHAR-TRIS-Puffer) in MDHAR-TRIS-Puffer)
+ 100 pl | Extrakt-Lsg. + 100 pl | Extrakt-Lsg.
+ 100 pl | Ascorbat Oxidase-Lsg.
(4,8 Einheiten/ml)
Anmerkungen: CAT = Katalase, DHAR = Dehydroascorbatreduktase, APX = Ascorbatperoxidase,

GR = Glutathionreduktase, MDHAR = Monodehydroascorbatreduktase;

GSH = reduziertes Glutathion, DHA = oxidierte Ascorbinsaure, TRIS = Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan, NADPH = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat,
NADH = Nicotinamidadenindinukleotid, GSSG = oxidiertes Glutathion;

wenn nicht anders angegeben, dann in bidest. H20 gelost;

Die hier angegebenen Einsatzmengen an Extraktldésung wurden im Rahmen der
Messungen angepasst und als hinsichtlich einer vorzubeugenden Absorptionssattigung
im Kurvenverlauf optimal befunden.
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Anlage 7:

Kiivettenbelegungsschemata fiir die Aktivitatsbestimmung des Ascorbats.

Test A (reduziertes Ascorbat — AsA)

Test B (Gesamt-Ascorbat — AsA + DAsA)

Probe

Kontrolle

Probe

Kontrolle

125 pl Extrakt-Lsg.

125 pl Extr.-Puffer

125 pl Extrakt-Lsg.

125 pl Extr.-Puffer

+ 25 pl Triethanolamin
(1,5 M)

+ 25 pl Triethanolamin
(1,5 M)

+ 25 pl Triethanolamin
(1,5 M)

+ 25 pl Triethanolamin
(1.5 M)

mischen

mischen

+ 150 pl NasPO4-Puffer
(0,15 M; pH 7,4)

+ 150 pl NasPO4-Puffer
(0,15 M; pH 7,4)

+ 150 yl NasPOs-Puffer
(0,15 M; pH 7,4)

+ 150 yl NasPOs-Puffer
(0,15 M; pH 7,4)

+ 150 pl bidest. H20

+ 150 pl bidest. H20

+75ul DTT
(0,01 M)

+75ul DTT
(0,01 M)

mischen und bei RT 15 min inkubieren

mischen und bei RT 15 min inkubieren

+ 75 pul NEM
(0,50 % [wiv])

+ 75 pul NEM
(0,50 % [wiv])

mischen und bei RT 3 min inkubieren

mischen und bei RT 3 min inkubieren

+300 pl TCA
(10,00 % [wiv])

+300 pl TCA
(10,00 % [wiv])

+300 ul TCA
(10,00 % [wiv])

+300 ul TCA
(10,00 % [wiv])

+ 300 pl Phosphorsaure
(44,00 % [v/v])

+ 300 pl Phosphorsaure
(44,00 % [v/v])

+ 300 pl Phosphorsaure
(44,00 % [viv])

+ 300 pl Phosphorsaure
(44,00 % [viv])

+ 300 pl 2,2'-Bipyridyl
(4 % [w/v] in 70 % EtOH)

+ 300 pl 2,2'-Bipyridyl
(4 % [w/v] in 70 % EtOH)

+ 300 pul 2,2'-Bipyridyl
(4 % [wiv] in 70 % EtOH)

+ 300 pl 2,2'-Bipyridyl
(4 % [wiv] in 70 % EtOH)

+ 150 pl FeCls
(2,00 % [wiv])

+ 150 pl FeCls
(2,00 % [wiv])

+ 150 pl FeCls
(2,00 % [wiv])

+ 150 pl FeCls
(2,00 % [wiv])

mischen und bei 37 °C 1 h inkubieren

mischen und bei 37 °C 1 h inkubieren

Anmerkungen:

AsA = reduziertes Ascorbat, DAsA = oxidiertes Ascorbat;

RT = Raumtemperatur, TCA = engl. trichloroacetic acid (Trichloressigsaure),
DTT = DL-Dithiothreitol, NEM = N-Ethylmaleimid;

wenn nicht anders angegeben, dann in bidest. H20 geldst;
Triethanolamin neutralisiert die Extraktlésung.

DTT reduziert das enthaltene DAsA.
NEM entfernt Uberschiissiges DTT.
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Anlage 8:

Kiivettenbelegungsschemata fiir die Aktivitdtsbestimmung des Glutathions.

Test A (Gesamt-Glutathion — GSH + GSSG)

Test B (oxidiertes Glutathion — GSSG)

Probe

Kontrolle

Probe

Kontrolle

Probenvo

rbereitung

100 pl Extrakt-Lsg.

100 pl Extr.-Puffer

100 pl Extrakt-Lsg.

100 pl Extr.-Puffer

+ 24 pl Triethanolamin
(1,5 M)

+ 24 pl Triethanolamin
(1,5 M)

+ 24 pl Triethanolamin
(1,5 M)

+ 24 pl Triethanolamin
(1,5 M)

+ 16 pl bidest. H20

+ 16 pl bidest. H20

+ 12 pl bidest. H20

+ 12 pl bidest. H20

+ 4 pl 2-Vinylpyridin

+ 4 pl 2-Vinylpyridin

mischen und bei 25 °C 60 min inkubieren

mischen und bei 25 °C 60 min inkubieren

Klvette

nansatz

+ 700 pl KsPOs-Puffer
(0,05 M; pH 7,5)

+ 700 pl KsPOs-Puffer
(0,05 M; pH 7,5)

+ 700 pl KsPOs-Puffer
(0,05 M; pH 7,5)

+ 700 pl KsPOs-Puffer
(0,05 M; pH 7,5)

+ 100 yl DTNB
(0,01 M in KsPOas-Puffer)

+ 100 yl DTNB
(0,01 M in KsPOa4-Puffer)

+ 100 pyl DTNB
(0,01 M in KsPOas-Puffer)

+ 100 pyl DTNB
(0,01 M in KsPOas-Puffer)

+ 100 yl NADPH
(2 mM in KsPOs-Puffer)

+ 100 yl NADPH
(2 mM in KsPOs-Puffer)

+ 100 pl NADPH
(2 mM in KsPO4-Puffer)

+ 100 pl NADPH
(2 mM in KsPO4-Puffer)

+ 100 pl GR-Lsg.
(2 Einheiten / Klvette)

+ 100 pl GR-Lsg.
(2 Einheiten / Klvette)

+ 100 pl GR-Lsg.
(2 Einheiten / Kiivette)

+ 100 pl GR-Lsg.
(2 Einheiten / Kiivette)

+20 pl
vorbereitete Extrakt-Lsg.

+20 pl
vorbereitete Extrakt-Lsg.

+ 50 pl
vorbereitete Extrakt-Lsg.

+ 50 pl
vorbereitete Extrakt-Lsg.

mischen und sofort enzymkinetisch vermessen

mischen und sofort enzymkinetisch vermessen

Anmerkungen:

GSH = reduziertes Glutathion, GSSG = oxidiertes Glutathion;

DTNB = 5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesaure), NADPH = Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat, GR = Glutathionreduktase;

wenn nicht anders angegeben, dann in bidest. H20 geldst;
Triethanolamin neutralisiert die Extraktlésung.
2-Vinylpyridin (konzentriert) blockiert enthaltenes GSH.
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Anlage 9: Beispielhafte Kalibierkurve fiir die Proteinquantifizierung nach Bradford.
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Anmerkungen: r2 = Korrelationskoeffizient; BSA = bovines Serumalbumin
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Anlage 10: Beispielhafte Gele und Membranen bei der Detektion phosphorylierter
Mitogen-aktivierter Proteinkinase 3.
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Anmerkungen: A) Uberpriifung der Bandenqualitat vor dem Blotten

B) Uberpriifung der Transfereffizienz nach dem Blotten

C) Membran vor der Immunodetektion

D) Immundetektion der MPK3 (= Mitogen-aktivierte Proteinkinase 3)-Aktivierung
(Quelle: eigenes Bildmaterial)
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Anlage 11: Kenndaten der Freilandversuche 2012 bis 2017.
Behandlungs- Dosis . Dosis . Dosis Bonitur Bonitur
Jahr | Kultur Aussaat stadium? Probe [g/ha] Adjuvans [ml/ha] Vergleichsprodukt [g/ha] (Datum) (Blattetageb)
Fenpropimorph 750
_AM®
GT02 750 | PREV-AM® | 800 (Corbel®) (1,0 ha) F-3+F4
~ SG 12.03.2012 BBCH 39-41 07.06.2012
d (Rohextrakt) 750 HASTEN™ 600 Metrafenon 150 (F-1, F-2)
& (Flexity®) (0,5 I/ha)
WW | 20.10.2011 | BBCH 33-37 (Rofg)gfakt) 750 PREV-AM® | 800 Fer(‘groor‘t’)'gl‘(;’)rph “ Z)Slf’ha) 21.06.2012 F
GTO02 750 ™
(Rohextrakt) 375 HASTEN 500 Metrafenon 150
SG 16.04.2013 BBCH 39-41 750 . - -
. GT35 375 HASTEN™ 500 (Flexity®) (0,5 I/ha)
S (Rohextrakt)
b 187
ww | 12102012 | BBCH3337+ | GTO2 50 | asTEN™ | 500 Azoxystrobin 250 0900 5013 F-2/F/
51-61 (Rohextrakt) 375 (Amistar®) (1,0 I/ha) 08.08.2013 F-F-2
GT10 1000 Metrafenon 150
SG 28.02.2014 BBCH 39-41 (Rohextrakt) 500 B-T® S 240 300 (Flexity®) (0,5 I/ha) - -
< 250 ’
)
N GT10 1000 . .
ww | 08.10.2013 | BBCH 3337* | Ronextrakt/ B-T®S240 | 300 3'W'E'§;°gﬁ)}t§)°mb' y golf’ha) 0(%2%30031;‘ F
DC30) 500 P ’
Anmerkungen: SG = Sommergerste, WW = Winterweizen, GT = Genotyp (je Erntejahr [E] 2012), DC30 = 30 %ig formuliertes Dispersionskonzentrat des GT10 E12

(Ethylacetat-Phase), B-T® S 240 = BREAK-THRU® S, F = Fahnenblatt;
agemafl BBCH-Skala (WITZENBERGER et al., 1989; LANCASHIRE et al., 1991), PBezeichnungen gemaf LfL (2005);

Corbel®-Wirkstoff: 750 g/l Fenpropimorph (BASF SE, 2018d),
Flexity®-Wirkstoff: 300 g/l Metrafenon (BASF SE, 2009),
Amistar®-Wirkstoff: 250 g/l Azoxystrobin (Aufdruck Unverkaufliches Versuchsmittel),

Capalo®-Wirkstoffe: 62,5 g/l Epoxiconazol, 200,0 g/l Fenpropimorph, 75,0 g/l Metrafenon (BASF SE, 2018e)
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Fortsetzung Anlage 11.

Behandlungs- Dosis . Dosis . Dosis Bonitur Bonitur
Jahr | Kultur Aussaat stadium? Probe [g/ha] Adjuvans [ml/ha] Vergleichsprodukt [g/ha] (Datum) (Blattetageb)
SG | 12.03.2015 | BBCH 31-37 De% ( ,3?,2,?/ ha) | g1e Union | 300 Pyriofenon (0’593""‘) - -
e DC30 + 400 + 45 (Property 180 SC) 45
Property (0,25 I/ha)
200
(0,667 I/ha)
© 400
S DC30 | (1,333 1/ha)
BBCH 37 + 800 e (| Fenpropimorph 188 07.-
WW- | 28.10.2014 51 (2,670 I/ha) | BT Union | 300 (Corbel®) (0,25ha) | 10.07.2015 F
DC30 +
Corbel® 200 + 188
DC30 +
Corbel® 400 + 188
1000 Metrafenon 150
~© | SG | 03.03.2016 | BBCH 31-37 DC30 500 B-T®S240 | 100 (Flexity®) (0.5 lha) 16.06.2016 F-1, F-2
400
(1,333 I/ha) 30
DC30 800 (0,1 l/ha)
SG | 16.03.2017 | BBCH 31-37 (2.6701ha) | g 1o 5040 | 50 Metrafenon - -
DC30 + 400 + 30 (Flexity®)
Flexity® 60
DC30 + (0,2 I/ha)
Flexity® 400 +60
= 200
< (0,667 I/ha)
400
DC30 | (1,333 /ha)
BBCH 33-37 + 800 Fenpropimorph 94
WW | 30.09.2016 5161 (2,670 lha) B-T® S 240 50 (Corbel®) (0125 I/hay | 28062017 F
DC30 +
Corbel® 200 +94
DC30 +
Corbel® 400 + 94
Anmerkungen: SG = Sommergerste, WW = Winterweizen, DC30 = 30 %ig formuliertes Dispersionskonzentrat des GT10 E12 (EtOAc-Phase), B-T® = BREAK-THRU®,

F = Fahnenblatt; 2gemal BBCH-Skala (WITZENBERGER et al., 1989; LANCASHIRE et al., 1991), PBezeichnungen gemaR LfL (2005); Property-Wirkstoff:
180 g/l Pyriofenon (Land24 GmbH, 2018), Corbel®-Wirkstoff und Flexity®-Wirkstoff: sieche Anlage 11
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Anlage 12: Ernte- und Extraktionsdaten des Wurzelmaterials der verwendeten Rheum/Rumex-
Genotypen.
Ernte-Zeitraum Extraktions-Zeitraum

Genotyp (GT)
Monat Jahr von bis Jahr
. (April) 2009 Marz April 2013
Mérz 2012 Mai Mai 2012
GTO05 November 2009 Marz Marz 2013

Oktober 2012 Nov/Jan /Februar 2012/2013

eTo Juni 2014 Juni Juli 2014
GT11 - 2012 Dezember Dezember 2013
GT14 - 2012 November November 2013
GT23 - 2012 Oktober Oktober 2013
GT24 Marz 2012 Mai Mai 2012
GT29 Marz 2012 Mai Mai 2012
GT30 Mérz 2012 Mai Mai 2012
GT32 - 2012 Dezember Dezember 2013
GT35 Marz 2012 April April 2012
(November) 2009 November November 2013
eT3e - 2012 Oktober Oktober 2013

LIV
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Anlage 13:

Quantifizierungsdaten von Procyanidinen, Catechinen, Stilbenen und Phenolséduren in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten

(Ethylacetat-Phasen).

GT PRO | PRO | PRO c EC | EGC | ECG | EGCG | THSG | PIC | RHA | RES | DRHA | p-Cs | Fs cs
B1 B2 c1

o2 | 069 | 074 - 6,06 | 0726 ; 4,11 ; 2774 | 578 | 8806 | 648 | 8898 ; ; ;
o2 | 063 | 074 - 8,35 - - 3,32 - 4051 | 404 | 26499 | 317 | 21283 | - ; -
o> | ser . - | 20583 | 030 - 8,89 ; 072 | 018 | 481 | 012 | 444 | 182 | 026 ;
S0 | 050 | 055 - 479 | 059 - 3,15 - 767 | 112 | 27273 | 11,74 | 17340 | - ; ;
S0 | 238 | 156 - 13,80 | 1,31 - 8,00 - 736 | 214 | 12391 | 646 | 7054 ; 0,06 ]
St | ore | o042 - 784 | 085 - 473 - 2288 | 150 | 565 | 976 | 9943 | 045 | 026 ;
St | 045 | o022 - 9,09 | 034 - 3,49 - 1017 | 592 | 186,63 | 294 | 107,06 | 037 | 017 ]
o123 | 034 - - 750 | 035 - 1,65 - 1459 | 793 | 19342 | 308 | 11121 | 034 | 007 ]
o241 042 - - 9,09 - - 176 - 869 | 353 | 16245 | 404 | 10982 | - ] ]
o129 | 041 | 019 - 6,83 ; - 3,71 ; 2317 | 7,08 | 10914 | 146 | 4168 | 038 | 018 ;
o0 | g1 | 531 - | 12562 | 372 - 28,94 - ; 033 | 012 ; ] - ; 0,41
o2 | 084 | 063 - 1344 | 0,59 - 6,26 - 13,83 | 563 | 23417 | 555 | 12632 | 017 | 0,09 ]
o35 | 082 | 042 - 18,10 | 023 ; 4,44 ; 2429 | 507 | 20021 | 208 | 12938 | - ; ;
oee | 057 | os2 - 748 | 032 - 3,49 - 2054 | 256 | 14894 | 182 | 8972 | 0419 | 0,06 -
S8 | 081 | 085 - 9,77 | 0,90 - 4,00 - 2207 | 534 | 23193 | 349 | 9637 | 010 | 006 -
Anmerkungen: Gehalt in mg/g Extrakt (n = 2);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. EQ9 = Erntejahr 2009), PRO = Procyanidin, C = Catechin, EC = Epicatechin, EGC = Epigallocatechin,

ECG = Epicatechingallat, EGCG = Epigallocatechingallat, THSG = 3,4‘,5-Trihydroxystilben-3-O-3-D-glucosid / -glucopyranosid (Piceid), PIC = Piceatannol,
RHA = Rhaponticin, RES = Resveratrol, DRHA = Desoxyrhaponticin, p-Cs = p-Cumarsaure, Fs = Ferulasaure, Cs = Chlorogensaure
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Anlage 14: Quantifizierungsdaten von Procyanidinen, Catechinen, Stilbenen und Phenolséauren in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten
(Wasser-Phasen).

GT PRO PRO PRO C EC EGC ECG EGCG | THSG PIC RHA RES DRHA p-Cs Fs Cs
B1 B2 C1

GTO02

E12 - - - - - - 1,01 - 0,10 0,11 2,34 - 0,14 - - -

GTO05

E09 0,97 - - 0,59 - - - - 0,06 - 1,58 - 0,13 - - -

oY | oar - - 0,22 - - 0,83 - 052 | 011 | 41,01 - 2,38 - - -

Anmerkungen: Gehalt in mg/g Extrakt (n = 2);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), PRO = Procyanidin, C = Catechin, EC = Epicatechin, EGC = Epigallocatechin,
ECG = Epicatechingallat, EGCG = Epigallocatechingallat, THSG = 3,4‘,5-Trihydroxystilben-3-O--D-glucosid / -glucopyranosid (Piceid), PIC = Piceatannol,
RHA = Rhaponticin, RES = Resveratrol, DRHA = Desoxyrhaponticin, p-Cs = p-Cumarsaure, Fs = Ferulasaure, Cs = Chlorogensaure
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Anlage 15:

Semiquantifizierungsdaten identifizierter Stilbene in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen).

Stilben-
Verbindung

GTO02
E09

GTO02
E12

GTO05
EO09

GT10
E12

GT10
E14

GT11
E12

GT14
E12

GT23
E12

GT24
E12

GT29
E12

GT30
E12

GT32
E12

GT35
E12

GT36
E09

GT36
E12

Trihydroxystilben-
glucosid

777.630

767.306

565.043

856.812

807.830

133.576

271.208

208.461

64.589

224.151

160.234

235.762

209.252

Trihydroxystilben-
galloylglucosid

41.261

200.662

163.153

52.454

14.589

18.196

Pterostilben-
acetylglucosid

18.250

Piceatannol-
glucopyranosid

1.330.875

1.182.669

97.675

676.266

826.835

1.012.845

773.934

1.316.280

1.157.113

1.688.932

875.946

1.295.350

1.530.805

1.204.606

Piceatannol-
xylopyranosid

129.056

102.270

59.723

68.510

122.384

176.232

112.715

177.228

122.793

135.561

Piceatannol-
galloylglucopyranosid

57.843

Piceatannol-
cinnamoylglucosid

28.460

Piceatannol-
cumarylglucosid

23.338

96.594

X

187.053

66.596

Rhaponticingallat

129.991

X

Rhapontigenin

199.115

86.821

291.356

440.746

302.754

150.621

219.393

332.978

148.131

51.429

119.565

Rhapontigenin-
acetylglucosid

22.302

15.058

24.628

50.126

11.967

Rhapontigenin-
cumarylglucose

21.188

Resveratrol-
Dihydrodimer

74.508

56.266

48.668

40.974

159.477

405.807

326.530

125.833

294.583

200.210

25.470

79.095

Resveratrol-Trimer

18.396

26.396

21.489

Resveratrol-
cumarylglucose

50.290

Desoxyrhaponticin-
gallat

13.067

Anmerkungen:

Peakflacheneinheiten bezogen auf 1 mg Extrakt (n = 2);
GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. EQ9 = Erntejahr 2009);
X = ko-eluierende Verbindungen
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Anlage 16:

Semiquantifizierungsdaten ko-eluierender Stilben-Verbindungen in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen).

Stilben-Verbindungen

GT10 E12

GT10 E14

GT11 E12

GT14 E12

GT23 E12

GT24 E12

GT35 E12

GT36 E09

GT36 E12

Desoxyrhaponticingallat,
Rhapontigenincumarylglucose,
Rhapontigeninferoylglucose

31.520

Resveratrolcumarylglucose;
Resveratrol-Dihydrodimer;
Resveratrol-Dihydrodimer, oxidiert

34.381

Rhapontigenincumarylglucose,
Rhapontigeninferoylglucose,
(Digalloylglucose)

12.713

25.781

62.151

118.116

Rhaponticingallat,
Trihydroxystilbengalloylglucosid

12.161

Piceatannolcumarylglucosid,
Piceatannolferoylglucosid (581 m/z)

121.853

36.400

22.634

46.220

17.565

21.820

Piceatannolxylopyranosid

Piceatannolgalloylglucopyranosid,

79.857

Piceatannolxylopyranosid,
465 m/z

501.294

Piceatannolxylopyranosid,
465/847 m/z

314.611

Pterostilbenacetylglucosid,
Rhapontigenincumarylglucose,
Torachrysonacetylglucosid,
Rhapontigeninferoylglucose

15.393

Anmerkungen:

Peakflacheneinheiten (engl. peak area units [PAU]; summiert) bezogen auf 1 mg Extrakt (n = 2);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), m/z = Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (unbekannte Massen);
Hinsichtlich der Ethylacetat-Phasen des GT29 E12 (29.755 PAU), GT32 E12 (59.476 PAU), GT35 E12 (46.734 PAU) sowie GT36 beider Erntejahre

(20.872 bzw. 31.102 PAU) ko-eluierten des Weiteren Rhapontigenincumarylglucose, Rhapontigeninferoylglucose und Desoxyrhapontigeninacetylglucosid.
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Anlage 17: Semiquantifizierungsdaten weiterer identifizierter Inhaltsstoffe in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen).

Verbindung GTO02 GTO02 GTO05 GT10 GT10 GT11 GT14 GT23 GT24 GT29 GT30 GT32 GT35 GT36 GT36
EO09 E12 E09 E12 E14 E12 E12 E12 E12 E12 E12 E12 E12 EO09 E12

Dimethylhydroxychromon 22.600

Hydroxymusizinglucopyranosid 15.655 X

Cinammoylgalloylglucose 126.500

Monogalloylglucose 312.950 173.947

Digalloylglucose 84.845

Gallusséure 479.200 116.381

Torachrysonacetylglucosid 109.243 116.549 212.750 268.052 X 254.043 17.145 X 147.939 296.177

Torachrysonglucopyranosid 24.036 13.219 201.600 30.941 44.939 343.296 18.442 42.316 153.211 23.084

Anmerkungen: Peakflacheneinheiten bezogen auf 1 mg Extrakt (n = 2);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. EO9 = Erntejahr 2009);
X = ko-eluierende Verbindungen
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Anlage 18: Semiquantifizierungsdaten ko-eluierender Verbindungen weiterer Inhaltsstoffe in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen).

Verbindungen

GT10 E14

GT11 E12

GT24 E12

GT36 E09

GT36 E12

Hydroxymusizinglucopyranosid,
Resveratrol (Standard)

149.539

Torachrysonacetylglucosid,
Resveratrol-Dihydrodimer

256.623

197.323

Torachrysonacetylglucosid,
Resveratrol-Dihydrodimer,
Chrysophanolmonoglucosid

213.279

132.305

Torachrysonglucopyranosid,
Resveratrolcumarylglucose

83.480

53.190

Anmerkungen:

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E14 = Erntejahr 2014);
Hinsichtlich der Ethylacetat-Phase des GT11 E12 (43.240 PAU) ko-eluierten des Weiteren Torachrysonacetylglucosid und Piceatannolcinnamoylglucosid.

Peakflacheneinheiten (engl. peak area units [PAU]; summiert) bezogen auf 1 mg Extrakt (n = 2);
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Anlage 19: Semiquantifizierungsdaten identifizierter Anthrachinone in den analysierten Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen).

uabejuy

Anthrachinon- GT02 GT02 GTO05 GT10 GT10 GT11 GT14 GT23 GT24 GT29 GT30 GT32 GT35 GT36 GT36
Verbindung E09 E12 E09 E12 E14 E12 E12 E12 E12 E12 E12 E12 E12 E09 E12

Aloeemodin (Aglykon) 62.135 115.814

Aloeemodinmonoglucosid 34.800 9.544

Aloeemodinacetylglucosid 16.103

Chrysophanol (Aglykon) 126.332 71.905 30.051 20.141 14.676 17.519 54.525 23.414 63.164 71.001
Chrysophanolmonoglucosid 28.250 31.251 236.950 161.843 131.173 108.905 37.159 52.682 122.821 37.314 43.033 89.597 38.969
Chrysophanolacetylglucosid 15.300 18.774 284.480 91.815 69.948 43.936 10.676 57.175 46.998 34.027 27.182 26.644 15.986
Emodin (Aglykon) 73.378 28.365 43.135 29.971 69.504 49.191 27.710 18.805 42.297 13.257 18.802 12.065 20.906 42.133
Emodinmonoglucosid 187.950 114.188 133.655 258.247 92.299 176.290 195.484 95.783 119.073 142.027 8.674 130.698 128.220 86.903 100.091
Emodinmalonylglucosid 34.011 47.555 52.668

Palmidin B/C 42.311 34.889 37.486 57.823 9.846

Rhein (Aglykon) 41.505 105.220

Rheinmonoglucosid 18.520 19.692 58.235 90.162 66.485 79.672 13.097 31.467 50.877 11.050 13.661 26.383 57.852 47.932
Rheinacetylglucosid 10.313 16.445 19.312 30.416 25.420 14.933 11.070 17.238

Rheidin A / Sennidin C/D 31.927

Revandchinon 1 38.516 22.515 51.473 21.222 25.690 17.988
Sennosid 19.623 22.271 27.892

Anmerkungen: Peakflacheneinheiten (engl. peak area units [PAU]) bezogen auf 1 mg Extrakt (n = 2);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. EQ9 = Erntejahr 2009);
Palmidin B/C: Palmidin B = Heterodianthron des Aloeemodins und Chrysophanols / Palmidin C = Heterodianthron des Emodins und Chrysophanols,
Rheidin A / Sennidin C/D: Rheidin A = Heterodianthron des Emodins und Rheins / Sennidin C/D = Heterodianthron des Aloeemodins und Rheins,
Revandchinon 1: Aglykon plus lipophile Seitenkette, Sennosid: mit Acetylgruppe an Glucose (Dianthron glykosyliert);
Ko-Elution von Chrysophanolmonoglucosid und Resveratrol-Dihydrodimer in den Ethylacetat (EtOAc)-Phasen des GT14 E12 (92.427 PAU)
und GT35 E12 (142.944 PAU, zusatzlich),
Ko-Elution von Emodinmonoglucosid und Desoxyrhaponticingallat in der EtOAc-Phase des GT10 E14 (55.492 PAU, zus.),
Ko-Elution von Rheinmonoglucosid und einer Substanz der unbekannten Masse 525 in der EtOAc-Phase des GT11 E12 (36.392 PAU, zus.),
Ko-Elution von Chrysophanolacetylglucosid und Revandchinon 1 in den EtOAc-Phasen des GT35 E12 (69.682 PAU, zus.), GT36 E09 (48.303 PAU, zus.)
und GT36 E12 (46.962 PAU, zus.),
Ko-Elution von Emodinmalonylglucosid und Revandchinon 1 in der EtOAc-Phase des GT11 E12 (63.250 PAU),
Ko-Elution von Rheinacetylglucosid und Chrysophanolacetylglucosid in den EtOAc-Phasen des GT29 E12 (41.401 PAU) und GT36 E09 (28.365 PAU)
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Anlage 20: Quantifizierungsdaten von Procyanidinen, Catechinen, Stilbenen und Phenolsauren in Fraktionen der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.
Frk PRO PRO PRO (o] EC EGC ECG EGCG | THSG PIC RHA RES DRHA p-Cs Fs Cs
B1 B2 C1

Frk 1 14,98 10,27 5,42 91,83 0,64 0,23 2,02 1,06 - - - - 0,10 - - -
Frk 2 - - - 0,18 6,35 - 21,01 - - - - - - - - -
Frk 3 - - - - - - 29,55 - 63,09 - - 0,15 - - - -
Frk 4 - - - - - - 8,66 - 0,89 18,31 569,07 - - 0,90 1,14 -
Frk 5 - - - - - - 1,97 - - 0,18 5,63 317,15 0,05 - - -
Frk 6 - - - - - - 1,16 - - - 0,38 0,28 0,13 - - -
Frk 7 - - - - - - 0,67 - - - 0,10 4,21 922,28 - - -
Frk 8 - - - - - - - - - - - - - - - -
Frk 9 - - - - - - - - - - - - - - - -
Frk 10 - - - - - - - - - - - - - - - -
Anmerkungen: Gehalt in mg/g Fraktion (n = 2);

Frk = Fraktion, PRO = Procyanidin, C = Catechin, EC = Epicatechin, EGC = Epigallocatechin, ECG = Epicatechingallat, EGCG = Epigallocatechingallat,

THSG = 3,4°,5-Trihydroxystilben-3-O-3-D-glucosid / -glucopyranosid (Piceid), PIC = Piceatannol, RHA = Rhaponticin, RES = Resveratrol,
DRHA = Desoxyrhaponticin, p-Cs = p-Cumarsaure, Fs = Ferulasdure, Cs = Chlorogensaure
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Anlage 21:

Semiquantifizierungsdaten identifizierter Stilbene in Fraktionen der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.

Stilben-Verbindung

Frk 1

Frk 2

Frk 3

Frk 4

Frk 5

Frk 6

Frk 7

Frk 8

Frk 9

Frk 10

Trihydroxystilbenglucosid

2.748.739

68.890

Trihydroxystilbengalloylglucosid

1.482.377

124.398

Pterostilbenglucosid

118.364

Piceatannolglucopyranosid

240.666

2.488.802

12.724

Piceatannolgalloylglucopyranosid

418.228

Piceatannolxylopyranosid

555.186

Rhaponticingallat

1.798.645

Rhaponticincoumarat

27.763

Rhapontigeninglucopyranosid

123.444

Rhapontigeninacetylglucosid

234.332

Rhapontigenin

2.570.727

Resveratrol-Dimer, oxidiert

103.700

Resveratrol-Dihydrodimer

291.821

765.462

2.217.583

2.573.364

Resveratrol-Trimer

266.215

Resveratrolcumarylglucose

234.019

Desoxyrhaponticingallat

170.088

47.262

Anmerkungen:

Peakflacheneinheiten bezogen auf 1 mg Fraktion (n = 2);
Frk = Fraktion
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Anlage 22: Semiquantifizierungsdaten identifizierter Inhaltsstoffe in den Fraktionen 9 und 10 der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.

Verbindung Ko-eluierende Verbindung/-en Peakflacheneinheiten
Frk 9
Torachrysonglucopyranosid 21.122
Torachrysonacetylglucosid 909 m/z, 987 m/z, 1009 m/z 1.654.624
Chrysophanolmonoglykosid 1.601.156
Chrysophanolacetylglykosid 657.274
Emodinmonoglykosid Rheidin A, 985 m/z, 1015 m/z 2.675.337
Emodinmalonylglykosid 747.495
Rheinmonoglykosid 195.376
567 m/z (1135 m/z), 467 m/z 330.154
Frk 10
Dianthron: Chrysophanol mit Emodin/Aloeemodin 1.094.130
Dianthron: Emodin/Aloeemodin 978.138
Dianthron: Rhein mit Aloeemodin 151.518
Physcion 478.188
Rheinosid A/B 221.255
Rheinmonoglykosid 985.830
Rheinacetylglykosid 512.652
Sennosid Ferulasaureglucosid, 293 m/z 113.765
Sennosid 75.531
451 m/z 357 m/z, 473 m/z, 903 m/z 156.377
285 m/z 247 m/z 155.314
287 m/z 309 m/z 180.719
525 m/z 311 m/z, 269 m/z 107.844
725 m/z 681 m/z, 711 m/z, 755 m/z 860.881
585 m/z 255 m/z, 309 m/z, 323 m/z 203.036
Anmerkungen: Peakflacheneinheiten (summiert) bezogen auf 1 mg Fraktion (n = 2);

Frk = Fraktion, m/z = Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (unbekannte Massen);
Sennosid: mit Malonylgruppe an Glucose (Dianthron glykosyliert)
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Anlage 23: Relatives Wachstum nekrotropher und hemibiotropher Pilze im Mycelwachstumstest mit Rheum/Rumex-Wurzelextrakten
(Wasser- und Ethylacetat-Phasen).
B. sorokiniana B. cinerea R. solani R. zeae S. sclerotiorum T. basicola

H,O 1000 ppm 91 100 100 100 100 118
GT02 E09

EtOAc 1000 ppm 71 100 51 100 100 94

H,O 1000 ppm 64 100 87 100 100 84
GT02 E12

EtOAc 1000 ppm 64 97 59 76 100 80

H,O 1000 ppm 93 99 100 100 100 101
GT05 E09

EtOAc 1000 ppm 91 97 77 94 100 101

H,O 1000 ppm 83 100 100 100 100 88
GT10 E12

EtOAc 1000 ppm 52 63 78 100 100 82

H,O 1000 ppm 100 100 100 100 100 86
GT10 E14

EtOAc 1000 ppm 54 100 100 100 100 83

H,O 1000 ppm 130 100 100 100 100 124
GT11 E12

EtOAc 1000 ppm 106 98 76 100 100 100

H,O 1000 ppm 145 100 100 100 100 97
GT14 E12

EtOAc 1000 ppm 118 97 90 100 100 94

H,O 1000 ppm 103 100 100 100 100 94
GT23 E12

EtOAc 1000 ppm 85 93 54 91 100 94

Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle); Werte basieren auf Einfachbestimmungen;

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. EQ9 = Erntejahr 2009), H20 = Wasser-Phase, EtOAc = Ethylacetat-Phase;
Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Rhizoctonia zeae, Sclerotinia sclerotiorum, Thielaviopsis basicola;
Die GT10-Extrakte beider Erntejahre (EtOAc-Phasen) erzielten gegeniiber B. sorokiniana rel. Wachstumswerte von nur 52 bzw. 54 %.
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Fortsetzung Anlage 23.

B. sorokiniana B. cinerea R. solani R. zeae S. sclerotiorum T. basicola
GT24 E12 EtOAc 1000 ppm 67 93 72 100 100 91
H,O 1000 ppm 79 100 212 100 100 113
GT29 E12
EtOAc 1000 ppm 73 100 76 80 100 107
H,O 1000 ppm 82 100 124 100 100 96
GT30 E12
EtOAc 1000 ppm 67 100 124 100 100 91
H,O 1000 ppm 139 100 100 100 100 118
GT32 E12
EtOAc 1000 ppm 106 94 61 99 100 94
H,O 1000 ppm 70 100 132 100 100 89
GT35 E12
EtOAc 1000 ppm 55 89 56 99 100 89
H,O 1000 ppm 139 100 100 100 100 101
1000 ppm 115 97 62* 96 100 90
GT36 E09 500 92
EtOAC ppm
250 ppm 100
125 ppm 100
H,O 1000 ppm 167 100 100 100 100 108
GT36 E12
EtOAc 1000 ppm 127 100 61 96 100 94
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle); Werte basieren auf Einfachbestimmungen;

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), H20 = Wasser-Phase, EtOAc = Ethylacetat-Phase;
Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Rhizoctonia zeae, Sclerotinia sclerotiorum, Thielaviopsis basicola;
*Doppelbestimmung, da Bestimmung | <50 %;
Die im Mittel unzureichendste Wirkung erzielten die Wurzelextrakte gegeniber S. sclerotiorum (100 % rel. Mycelwachstum). Der beste

Effekt konnte gegenlber R. solani verzeichnet werden (9 92 %), was vorrangig an den EtOAc-Phasen der Genotypen (GTs) 23, 32 und 35

sowie der GTs 02 und 36 (je beider Erntejahre) lag.
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Anlage 24:

Relatives Wachstum nekrotropher und hemibiotropher Pilze und Oomyceten im Mycelwachstumstest mit Rheum/Rumex-Wurzelextrakten
(Wasser-Phasen).

A. brassicicola F. culmorum | F. graminearum | F. oxysporum (FOL race 2) M. oryzae
nach7d nach 7d nach7d nach7d nach 14 d nach7d nach14d

1000 ppm 102 68 90 35 92 94
GT02E09  |H,0 500 ppm 41

250 ppm 74

125 ppm 95
GT02 E12 H,O 1000 ppm 104 100 100 85 96 97

1000 ppm 94 91 100 97 92 92
GTO5E09  |H,0 500 ppm

250 ppm

125 ppm
GT10 E12 H,O 1000 ppm 103 94 100 72 96 97

1000 ppm 92 100 100 39 66° 101 94*
GT10E14  |H,0 500 ppm 45 68"

250 ppm 53

125 ppm 82

1000 ppm 99 107 100 89 94 100
GTMM1E12 |H,0 500 ppm

250 ppm

125 ppm
GT14 E12 H,O 1000 ppm 104 107 100 79 100 100
GT23 E12 H,O 1000 ppm 96 81 100 90 92 106
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

Werte > 50 % basieren auf Einfachbestimmungen, Werte < 50 % auf dem Mittelwert von Doppelbestimmungen;
GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E09 = Erntejahr 2009), H.0 = Wasser-Phase;

Alternaria brassicicola, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Magnaporthe oryzae;
bDoppelbestimmung, da 7 d-Werte < 50 %; *Verhaltnisverschiebung / fehlende Konzentrationsabhangigkeit

uabejuy
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Fortsetzung Anlage 24.

uabejuy

A. brassicicola F. culmorum | F. graminearum | F. oxysporum (FOL race 2) M. oryzae
nach7d nach7d nach7d nach7d nach 14 d nach7d nach14d

GT29 E12 H,O 1000 ppm 86 100 95 75 108 110

1000 ppm 88 100 100 81 92 102
GT30E12 |H,0 500 ppm

250 ppm

125 ppm

1000 ppm 103 107 100 542 98 100
GT32E12 |H,0 500 ppm 62

250 ppm 96

125 ppm 113
GT35 E12 H,0O 1000 ppm 86 100 98 68 100 99*

1000 ppm 86 75 100 79 96 96
GT36E09  |H,0 500 ppm

250 ppm

125 ppm
GT36 E12 H,O 1000 ppm 86 100 100 57 94 92*
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

Werte > 50 % basieren auf Einfachbestimmungen;

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), H20 = Wasser-Phase;

Alternaria brassicicola, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Magnaporthe oryzae;
aDoppelbestimmung, da Bestimmung | < 50 %; *Verhaltnisverschiebung / fehlende Konzentrationsabhangigkeit
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Fortsetzung Anlage 24.

P. capsici P. capsici P. capsici . .
V. inaequalis
(LT1534) (LT123) (LT263)
nach7d nach 7d nach7d nach 14 d nach21d

1000 ppm 50 81 62 51 47~

500 ppm 71 66 66
GT02E09  |H,0 PP

250 ppm 85 63* 66

125 ppm 89 63 68
GT02 E12 H,O 1000 ppm 73 97 103 80 78*

1000 ppm 59 93 89 29 34

500 ppm 43 47
GT05 E09 H,O

250 ppm 56 57

125 ppm 72 71*
GT10 E12 H,O 1000 ppm 96 94 97 77 82

1000 ppm 73 85 71 47 52

500 ppm
GT10 E14 H,O

250 ppm

125 ppm

1000 ppm 96 94 79 26 250+

500 ppm 37 dix
GTM1E12 |H,0 PP 36

250 ppm 54 51*

125 ppm 97 91*
GT14 E12 H,O 1000 ppm 100 91 106 114 93*
GT23 E12 H,O 1000 ppm 91 83 84 82 75*
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

Werte > 50 % basieren auf Einfachbestimmungen, Werte < 50 % auf dem Mittelwert von Doppelbestimmungen;
GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E09 = Erntejahr 2009), H.0 = Wasser-Phase;

Phytophthora capsici-Isolate, Venturia inaequalis;

dnach 28, 35 und 42 d: 26, 29 und 32 % (1000 ppm) bzw. 38, 43 und 46 % (500 ppm);

*Verhaltnisverschiebung / fehlende Konzentrationsabhangigkeit;

V. inaequalis: Fehlende 7 d-Werte sind auf zu diesem Zeitpunkt bei Kontrolle und Probe kaum gewachsenes
Myzel zuriickzufiihren (keine Vermessung/Darstellung, da Datenunsicherheit).
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Fortsetzung Anlage 24.

P. capsici P. capsici P. capsici . .
V. inaequalis
(LT1534) (LT123) (LT263)
nach7d nach7d nach7d nach 14 d nach21d

GT29 E12 H,O 1000 ppm 93 92 91 80 84

1000 ppm 42 77 43 53 61

500 ppm 48 54
GT30E12 |H,0 PP

250 ppm 55 70

125 ppm 63 84

1000 ppm 100 96 77 103 92*

500 ppm
GT32E12 |H,0 PP

250 ppm

125 ppm
GT35 E12 H,O 1000 ppm 76 90 85 60 67

1000 ppm 90 87 78 53° 523*

500 ppm 70
GT36 E09 H,O

250 ppm 92

125 ppm 92
GT36 E12 H,O 1000 ppm 92 96 85 88 55*
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

Werte > 50 % basieren auf Einfachbestimmungen, Werte < 50 % auf dem Mittelwert von Doppelbestimmungen;

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), H20 = Wasser-Phase;

Phytophthora capsici-Isolate, Venturia inaequalis;
aDoppelbestimmung, da Bestimmung | < 50 %; °Doppelbestimmung, da 21 d-Wert | < 50 %;

*Verhaltnisverschiebung / fehlende Konzentrationsabhangigkeit;

V. inaequalis: Fehlende 7 d-Werte sind auf zu diesem Zeitpunkt bei Kontrolle und Probe kaum gewachsenes

Myzel zuriickzufiihren (keine Vermessung/Darstellung, da Datenunsicherheit).
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Anlage 25: Mycelwachstum von Pilzen und Oomyceten im Mycelwachstumstest mit Wasser-Phasen.

Anmerkungen:

A) Mycelwachstum von Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici im Mycelwachstumstest mit den Wasser (H20)-Phasen des Genotyps (GT) 02
Erntejahr 2009 (E09; 0.) und des GT10 E14 (u.) bei 500 ppm Anwendungskonzentration (Replikat 1: m., Replikat 2: r.) im Vergleich zur Kontrolle (I.)
nach einer Inkubationsdauer von 7 d

B) Mycelwachstum des Phytophthora capsici-Isolats LT1534 im Mycelwachstumstest mit der H2.O-Phase des GT30 E12
bei 500 ppm Anwendungskonzentration (Replikat 1: m., Replikat 2: r.) im Vergleich zur Kontrolle (I.) nach einer Inkubationsdauer von 7 d

C) Mycelwachstum von Venturia inaequalis im Mycelwachstumstest mit der H20-Phase des GT05 E09 bei 500 ppm Anwendungskonzentration
(Replikat 1: m., Replikat 2: r.) im Vergleich zur Kontrolle (I.) nach einer Inkubationsdauer von 21 d
D) Mycelwachstum von V. inaequalis im Mycelwachstumstest mit der H20-Phase des GT11 E12 bei 1000 ppm Anwendungskonzentration (m.) und

500 ppm Anwendungskonzentration (r.) im Vergleich zur Kontrolle (I.) nach einer Inkubationsdauer von 21 d
(Quelle: eigenes Bildmaterial)
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Anlage 26: Mehrfachbestimmungen des relativen Wachstums nekrotropher und hemibiotropher Pilze und Oomyceten im Mycelwachstumstest mit Rheum/Rumex-
Wurzelextrakten (Wasser- und Ethylacetat-Phasen).

GT02 E09 EtOAc GT02 E12 EtOAc
LT1534 M. oryzae LT263
Dosis [ppm] nach7d nach 14 d nach7d
1000 (D I+1)
1000 11l 35 54 51
1000 IV 40 45 42
1000V 43 47 52
1000 VI 39 51 46
M [%] 39 49 48
SD [%] 3 4 5
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-14 d
(angegeben im prozentualen Vergleich zur
Kontrolle);

GT = Genotyp, E = Erntejahr

(z.B. EO9 = Erntejahr 2009),

EtOAc = Ethylacetat-Phase;

Phytophthora capsici-Isolate (LT1534, LT263),
Magnaporthe oryzae
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Fortsetzung Anlage 26.

GT10 E12 EtOAc

A. brassicicola | F.culmorum M. oryzae LT1534 LT123 LT263 V. inaequalis
Dosis [ppm] nach7d nach7d nach 14 d nach7d nach7d nach7d nach 21d
1000 (@ I+11)
1000 I 37 18 40 43 15 21 15
1000 IV 36 17 37 33 13 18 19
1000 V 40 21 45 45 29 29 19
1000 VI 36 16 44 35 21 21 12
M [%] 37 18 42 39 20 22 16
SD [%] 2 2 4 6 7 5 3
500 (@ I+11)
500 1l 20 51 38
500 IV 19 46 44
500 V 22 54 48
500 VI 20 48 42
M [%] 20 50 43
SD [%] 1 4 4
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), EtOAc = Ethylacetat-Phase;
Alternaria brassicicola, Fusarium culmorum, Magnaporthe oryzae,

Phytophthora capsici-Isolate (LT1534, LT123, LT263), Venturia inaequalis
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Fortsetzung Anlage 26.

GT10 E14 EtOAc GT10 E14 EtOAc

LT263 V. inaequalis V. inaequalis
Dosis [ppm] nach7d nach 21d nach7d nach 14 d nach21d nach 28 d nach 35d nach42d
1000 (D I+1)
1000 11l 18 28 25 24 28 28 29 34
1000 IV 18 25 30 24 25 26 29 32
1000V 20 27 29 29 27 30 29 34
1000 VI 17 25 30 24 25 25 29 33
M [%] 18 26 29 25 26 27 29 33
SD [%] 1 2 2 3 2 2 0 1
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-42 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E14 = Erntejahr 2014), EtOAc = Ethylacetat-Phase;

Phytophthora capsici-lsolat (LT263), Venturia inaequalis;

V. inaequalis: Nach 7 d zeigte sich in der Peripherie des Impfstlicks z.T. ein rétlicher Hof oder das Impfstlick war partiell unbewachsen
(Letzteres z.T. auch nach 14 d).
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Fortsetzung Anlage 26.

GT11 E12 H,O (GT11 E12 EtOAc GT23 E12 EtOAc GT29 E12 EtOAc|GT30 E12 EtOAc
V. inaequalis V. inaequalis F. culmorum M. oryzae LT263 V. inaequalis LT1534 A. brassicicola

Dosis [ppm] nach 21d nach21d nach7d nach 14 d nach7d nach 21d nach7d nach7d

1000 (D 1+11)

1000 20 20 31 46 35 47 26 52

1000 IV 20 20 29 45 28 49 27 53

1000 V 19 20 31 43 33 47 26 53

1000 VI 20 24 33 44 27 49 28 55

M [%] 20 21 31 45 31 48 27 53

SD [%] 1 2 2 1 4 1 1 1

500 (@ I+11)

500 11l 32

500 IV 33

500 V 34

500 VI 30

M [%] 32

SD [%] 2

Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), H20 = Wasser-Phase, EtOAc = Ethylacetat-Phase;
Venturia inaequalis, Fusarium culmorum, Magnaporthe oryzae, Phytophthora capsici-lsolate (LT263, LT1534), Alternaria brassicicola;
*Mycelwachstumsdaten entstammen den Versuchen, die je als Nullwachstum bewertet wurden.

Die Mehrfachbestimmungen wurden zeitnah durchgefiihrt.
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Fortsetzung Anlage 26.

GT35 E12 EtOAc

GT36 E09 EtOAc

GT36 E12 EtOAc

LT1534 F. culmorum LT263 V. inaequalis F. culmorum LT263
Dosis [ppm] nach7d nach7d nach7d nach 21d nach7d nach7d
1000 (D 1+11)
1000 I 20 32 46 25 29 45
1000 IV 20 33 39 32 34 47
1000 V 23 31 41 27 36 46
1000 VI 21 34 41 24 35 42
M [%] 21 33 42 27 34 45
SD [%] 1 1 3 4 3 2
500 (@ I+11)
500 11l 41
500 IV 44
500 V 43
500 VI 44
M [%] 43
SD [%] 1
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), EtOAc = Ethylacetat-Phase;
Phytophthora capsici-lsolate (LT1534, LT263), Fusarium culmorum, Venturia inaequalis;
Vierfachbestimmungen des GT35 E12 EtOAc-Extraktes (1000 ppm) geg. LT123 und LT263 waren
aufgrund von Materialmangel nicht mehr praktizierbar.
*Mycelwachstumsdaten entstammen den Versuchen, die je als Nullwachstum bewertet wurden.
Die Mehrfachbestimmungen wurden zeitnah durchgefiihrt.
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Anlagen

Anlage 27: Relatives Wachstum nekrotropher und hemibiotropher Pilze und Oomyceten
im Mycelwachstumstest mit Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen)
nach vier- bis sechsjahriger Lagerung der Extrakte.

3 | §g | = | =T | @ | o | f

) w = >

< w
GT02 E09 33 24 28 65 38 33 44
GT02 E12 38 25 31 48 13 37 46 -
GTO05 E09 41 42 66 97 88 100 60 -
GT10 E12 35 22 27 58 1 34 35 -
GT10 E14 13 18 27 53 39 33 40 -
GT11 E12 31 28 42 88 64 76 47 -
GT14 E12 34 20 30 64 50 35 47 -
GT23 E12 23 20 31 61 35 38 38 -
GT24 E12 42 29 33 76 73 44 55 -
GT29 E12 34 24 32 67 68 36 50 -
GT30 E12 32 69 82 99 95 100 59 -
GT32 E12 33 23 30 60 32 36 52 -
GT35 E12 29 24 31 69 47 35 48 -
GT36 E09 39 28 32 68 46 37 55 -
GT36 E12 37 23 32 70 40 32 46 -
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur

Kontrolle); Werte basieren auf dem Mittelwert von Doppelbestimmungen;

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E09 = Erntejahr 2009);

Alternaria brassicicola, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici,
Magnaporthe oryzae, Phytophthora capsici-lsolate (LT1534, LT123, LT263),
Venturia inaequalis;

*nach 14 d
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Anlage 28: Gesamtdarstellung des relativen Wachstums ausgewahlter nekrotropher und hemibiotropher Pilze und Oomycten im Mycelwachstumstest
mit Rheum/Rumex-Wurzelextrakten (Ethylacetat-Phasen).

A. brassicicola F. culmorum F. graminearum
nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d
1000 ppm 39 36 78
500 ppm 42 59
GT02 E09 |EtOAc 250 ppm >4 83
125 ppm 63 89
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: 250 ppm: 1=46 %, 11=62 %
1000 ppm 37 32 44
500 ppm 52 46 57
GT02 E12 |EtOAC 250 ppm o9 7S 8
125 ppm 60 93 96
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: 500 ppm: 1=46 %, I1=57 %
1000 ppm 70 62 100
GT05E09 |EtOAC 500 ppm
250 ppm
125 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 17 19 84
500 ppm 41 21
GMOE12 |EOAc |20 PPM >9 34
125 ppm 81 54
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung Rot: siehe Mehrfachbestimmungen
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XIXX1

Fortsetzung Anlage 28.

A. brassicicola F. culmorum F. graminearum
nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d
1000 ppm 44 49 64 26 53 88 87
500 ppm 44 49 66 29 64 92
GTM0E14 |EtOAC 250 ppm 58 48 90 100
125 ppm 74 73
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 37 70 100
GT11 E12 |EtOAc 500 ppm 43
250 ppm 60
125 ppm 91
Anmerkungen:
1000 ppm 42 28 78
500 ppm 52 37
GT14 E12 |EtOAc 250 ppm 66 >4
125 ppm 80 71
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 36 19 54
500 ppm 47 22
GT23E12 |EtOAc 250 ppm 63 o1
125 ppm 86 61
62,5 ppm
31,25 ppm

Anmerkungen:

Rot: siehe Mehrfachbestimmungen
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Fortsetzung Anlage 28.

A. brassicicola F. culmorum F. graminearum
nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d
1000 ppm 52 36 42
500 ppm 55 51 66
GT24 E12 |EtOAc 250 ppm 2 o4 82
125 ppm 77 89 84
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: 1000 ppm: =50 %, Il =54 %
1000 ppm 36 32 41
500 ppm 54 46 48
GT29 E12 |EtOAc
250 ppm 54 60 57
125 ppm 58 73 80
Anmerkungen: 250 ppm: 1=47 %, 1=72 %
1000 ppm 23 51 91
500 ppm 42
GT30 E12 |EtOAc
250 ppm 61
125 ppm 61
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 41 35 86
500 ppm 64 43
GT32 E12 |EtOAc 250 ppm 66 >7
125 ppm 80 81
62,5 ppm
31,25 ppm

Anmerkungen:

500 ppm: 1=47 %, I1=80 %
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Fortsetzung Anlage 28.

A. brassicicola F. culmorum F. graminearum
nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d
1000 ppm 73 27 38
500 ppm 39 41
GT35E12 |EtOAC 250 ppm 4 S7
125 ppm 94 79
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 37 21 63
500 ppm 46 38
GT36 E09 |EtOAc 250 ppm 63 71
125 ppm 73 87
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 43 22 72
500 ppm 48 25
GT36 E12 |EtOAC 250 ppm o9 o1
125 ppm 76 85
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmungen
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

Werte basieren auf Einfachbestimmungen (Orange) bzw. auf dem Mittelwert von Doppelbestimmungen (Grtin);
GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. EQ9 = Erntejahr 2009), EtOAc = Ethylacetat-Phase;
Alternaria brassicicola, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum;

Dunkelrot: Verhaltnisverschiebung / fehlende Konzentrationsabhangigkeit
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Fortsetzung Anlage 28.

F. oxysporum (FOL race 2) M. oryzae
nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d | nach28d
1000 ppm 34 39 37 42 60
500 ppm 35 52 51
GT02 E09 |EtOAc 250 ppm 38 9 v
125 ppm 40 92 105
62,5 ppm 44
31,25 ppm 68
Anmerkungen: 31,25 ppm: =42 %,11=94 % 500 ppm: I+I1 = 53/50 % (na7d), 51/50 % (na14d)
1000 ppm 29 22 24 32 47
500 ppm 35 75 69
GT02 E12 |EtOAc 250 ppm 39 69 v
125 ppm 47 83 89
62,5 ppm 84
31,25 ppm 84
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 80 86 84
GTOSE09 |EtOAc |0 PPm
250 ppm
125 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 27 17 19 24 34
500 ppm 30 23 22 26 41
GTM0E12 |EtOA 250 ppm 33 30 30 44 70
125 ppm 36 83 85
62,5 ppm 41
31,25 ppm 61

Anmerkungen:

Rot: siehe Mehrfachbestimmungen
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Fortsetzung Anlage 28.

F. oxysporum (FOL race 2) M. oryzae
nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d | nach28d
1000 ppm 30 52 71 49 44 53
500 ppm 37 59 85 55 48 73
GTM0E1a |EtOA 250 ppm 39 64 87 71 60
125 ppm 44 68 91 86 94
62,5 ppm 57
31,25 ppm 87
Anmerkungen: 500 ppm: I+l = 52/57 % (na7d), 71/74 % (na21d)
1000 ppm 49 41 54
GT11 E12 |EtOAc 500 ppm 9
250 ppm 81
125 ppm 95
Anmerkungen: 1000 ppm: 1 =40/54 %, Il = 42/54 % (na 7/14 d)
1000 ppm 37 31 42 -
500 ppm 38 67 67
GT14 E12 |EtOAc 250 ppm 40 85 87
125 ppm 44 94 106
62,5 ppm 45
31,25 ppm 64
Anmerkungen:
1000 ppm 34 16 13 16 26
500 ppm 37 31 31 48 76
GT23E12 |EtOAc 250 ppm 40 6s 68
125 ppm 40 80 86
62,5 ppm 57
31,25 ppm 88

Anmerkungen:

Rot: siehe Mehrfachbestimmung
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Fortsetzung Anlage 28.

F. oxysporum (FOL race 2) M. oryzae
nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d | nach28d
1000 ppm 32 76 63
500 ppm 37
GT24 E12 |EtOAc 250 ppm 38
125 ppm 41
62,5 ppm 60
31,25 ppm 97
Anmerkungen: 62,5 ppm:1=49 %,11=70 %
1000 ppm 30 29 30 40 56
GT29 E12 |EtOAc 500 ppm 34 o1 60
250 ppm 34 80 82
125 ppm 64 88 87
Anmerkungen: 125 ppm: 1=45%,11=83 %
1000 ppm 77 67 67
GT30 E12 |EtOAc 500 ppm
250 ppm
125 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 35 32 43 -
500 ppm 37 79 71
GT32 E12 |EtOAc 250 ppm ad o4 9
125 ppm 45 95 94
62,5 ppm 52
31,25 ppm 56

Anmerkungen:
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Fortsetzung Anlage 28.

F. oxysporum (FOL race 2) M. oryzae
nach7d | nach14d | nach21d ] nach7d | nach14d | nach21d | nach28d
1000 ppm 28 28 31 36 47
500 ppm 34 59 49 60 79
GT35E12 |EtOAC 250 ppm 34 80 9
125 ppm 39 84 88
62,5 ppm 60
31,25 ppm 62
Anmerkungen: 500 ppm: I+l =49/69 % (na7d)
1000 ppm 36 35 27 27 35
500 ppm 36 50 37 44 61
GT36 E09 |EtOAc 250 ppm 40 83 “
125 ppm 44 89 92
62,5 ppm 54
31,25 ppm 91
Anmerkungen:
1000 ppm 35 33 32 38 53
500 ppm 39 68 62
GT36 E12 |EtOAC 250 ppm 42 80 84
125 ppm 42 80 81
62,5 ppm 49
31,25 ppm 96
Anmerkungen:
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-28 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

Werte basieren auf Einfachbestimmungen (Orange) bzw.

auf dem Mittelwert von Doppelbestimmungen (Grin);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E09 = Erntejahr 2009), EtOAc = Ethylacetat-Phase;
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Magnaporthe oryzae;
Dunkelrot: Verhaltnisverschiebung / fehlende Konzentrationsabhangigkeit
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Fortsetzung Anlage 28.

P. capsici (LT1534)

P. capsici (LT123)

P. capsici (LT263)

nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d
1000 ppm 15 40 26
500 ppm 52 68 51
GT02 E09 |EtOAc 250 ppm 80 89 64
125 ppm 82 98 77
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot; 500 ppm: =47 %, 1 =57 %
1000 ppm 43 41 22
500 ppm 53 59 39
GT02 E12 |EtOAC 250 ppm >0 71 69
125 ppm 70 81 87
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 28 75 37
GT05E09 |EtOAC 500 ppm >3 48
250 ppm 75 64
125 ppm 80 88
Anmerkungen:
1000 ppm 16 9 14
500 ppm 46 41 22
GT10 E12 |EtOAc 250 ppm o7 64 o2
125 ppm 75 75 82
62,5 ppm
31,25 ppm

Anmerkungen:

Rot: siehe Mehrfachbestimmung

Rot: siehe Mehrfachbestimmung

Rot; 250 ppm: 1=49 %, Il =54 %
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Fortsetzung Anlage 28.

P. capsici (LT1534)

P. capsici (LT123)

P. capsici (LT263)

nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d
1000 ppm 34 64 76 38 67 25 39 54
500 ppm 47 90 100 58 33 53 74
GT10 E14 |EtOAc 250 ppm 60 80 o8
125 ppm 90 94 88
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 45 67 61
GT11 E12 |EtOAc 500 ppm 56
250 ppm 71
125 ppm 82
Anmerkungen:
1000 ppm 53 62 52
500 ppm 72
GT14 E12 |EtOAc 250 ppm il
125 ppm 96
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: 1000 ppm: =49 %, 1=57 % 1000 ppm:1=48 %, Il =56 %
1000 ppm 40 35 16
500 ppm 66 52 28
GT23E12 |EtOAc 250 ppm 76 S7 o1
125 ppm 84 73 86
62,5 ppm
31,25 ppm

Anmerkungen:

500 ppm: 1=46 %, I1=57 %

Rot: siehe Mehrfachbestimmung
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Fortsetzung Anlage 28.

P. capsici (LT1534)

P. capsici (LT123)

P. capsici (LT263)

nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d | nach7d | nach14d | nach21d
1000 ppm 41 80 42
500 ppm 55 81
GT24E12 |EtOAc  |220PPM 83 81
125 ppm 86 102
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: 500 ppm: 1=50 %, I1=60 %
1000 ppm 46 52 29
GT29 E12 |EtOAc 500 ppm 52 46
250 ppm 56 69
125 ppm 58 80
Anmerkungen: 500 ppm: 1=50 %, =53 %
1000 ppm 32 56 36
GT30E12 |EtoAc  |200PPM 34 37
250 ppm 48 42
125 ppm 53 53
Anmerkungen:
1000 ppm 52 61 58
500 ppm
GT32E12 |Et0Ac  |220PPM
125 ppm
62,5 ppm
31,25 ppm

Anmerkungen:
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Fortsetzung Anlage 28.

P. capsici (LT1534)

P. capsici (LT123)

P. capsici (LT263)

nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d] nach7d | nach14d | nach21d
1000 ppm 47 25 21
500 ppm 50 56 36
GT35E12 |EtOAC 250 ppm 52 67 55
125 ppm 63 79 78
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot: fehlt (auch bei LT263) Rot; 250 ppm: 1=49 %, 11 =60 %
1000 ppm 51 32 15
500 ppm 52 27
GT36 E09 |EtOAC 250 ppm o4 o8
125 ppm 73 80
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: 500 ppm: 1=45 %, 11=59 % Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 47 43 21
500 ppm 61 58 30
GT36 E12 |EtOAC 250 ppm 4 65 55
125 ppm 84 79 81
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: 500 ppm: =50 %, Il =66 % Rot: siehe Mehrfachbestimmung
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-21 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle);

Werte basieren auf Einfachbestimmungen (Orange) bzw. auf dem Mittelwert von Doppelbestimmungen (Grtin);
GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. EQ9 = Erntejahr 2009), EtOAc = Ethylacetat-Phase;

Phytophthora capsici-Isolate (LT1534, LT123, LT263);

Dunkelrot: Verhaltnisverschiebung / fehlende Konzentrationsabhangigkeit
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Fortsetzung Anlage 28.

V. inaequalis

nach7d | nach14d | nach21d | nach28d | nach35d | nach42d

1000 ppm 35 32 30 29 28 30

500 ppm 34 39 40 43 45 49
GT02 E09 |EtOAc 250 ppm 38 60 o7

125 ppm 69 77 74

62,5 ppm

31,25 ppm
Anmerkungen:

1000 ppm 28 35 35 35 39

500 ppm 46 51 47 51 56
GT02 E12 |EtOAc 250 ppm 63 o1

125 ppm 75 70

62,5 ppm

31,25 ppm
Anmerkungen: 500 ppm:1=50 %, Il =52 % (na21d)

1000 ppm 23 31 31 31 36
GTo5 E09 | EtOAC 500 ppm 41 47 46 50 55

250 ppm 56 57

125 ppm 66 64
Anmerkungen:

1000 ppm 0 0 0 0 0

500 ppm 35 39 42 45 51
GT10 E12 |EtOAc 250 ppm o9 o9

125 ppm 66 68

62,5 ppm

31,25 ppm

Anmerkungen:

Rot: siehe Mehrfachbestimmung
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Fortsetzung Anlage 28.

V. inaequalis

nach7d | nach14d | nach21d | nach28d | nach35d | nach42d
1000 ppm 33 22 23 25 27 30
500 ppm 47 45 49 49 49 54
GT10 E14 |EtOAc 250 ppm 2 1 I
125 ppm 89 79 82
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 33 26 23 22 22 23
GTM1E12 |EtOAC 500 ppm 50 44 47 49 52 56
250 ppm 69 69 66
125 ppm 94 94 91
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 42 50 49 50 -
500 ppm 63 74 75
GT14 E12 |EtOAc 250 ppm s o7 o4
125 ppm 106 123 109
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 15 21 -
500 ppm 41 -
GT23E12 |EtOAc 250 ppm 2
125 ppm 84
62,5 ppm
31,25 ppm

Anmerkungen:

Rot: siehe Mehrfachbestimmung
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Fortsetzung Anlage 28.

V. inaequalis

nach7d | nach14d | nach21d | nach28d | nach35d | nach42d
1000 ppm 56 56 49 50 -
500 ppm 88 80 75
GT24 E12 |EtOAc 250 ppm 63 83 7
125 ppm 106 111 117
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 31 37 38 43 43
GT29 E12 |EtOA 500 ppm 50 52 54 57 64
250 ppm 56 59
125 ppm 84 79
Anmerkungen: 500 ppm:1=50 %, Il =54 % (na21d)
1000 ppm 40 53
GT30 E12 |EtOAc 500 ppm
250 ppm
125 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 30 48 46 50 -
500 ppm 44 66 75
GT32 E12 |EtOAc 250 ppm 88 86 87
125 ppm 100 97 104
62,5 ppm
31,25 ppm

Anmerkungen:

500 ppm: | = 44/66/75 %, Il = 56/63/72 % (na 7/14/21 d)
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Fortsetzung Anlage 28.

V. inaequalis
nach7d | nach14d | nach21d | nach28d | nach35d | nach42d

1000 ppm 32 37 89 36 42
500 ppm 44 50 51 54 60
GT35E12 |EtOAC 250 ppm o9 o1
125 ppm 72 75
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen:
1000 ppm 15 19 e -
500 ppm 39 -
GT36 E09 |EtOAC 250 ppm o6
125 ppm 70
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen: Rot: siehe Mehrfachbestimmung
1000 ppm 15 30
500 ppm 47 -
GT36E12 |EOAc |20 PPM >
125 ppm 78
62,5 ppm
31,25 ppm
Anmerkungen:
Anmerkungen: nach einer Inkubationsdauer von 7-42 d (angegeben im prozentualen Vergleich zur Kontrolle); Werte basieren auf Einfachbestimmungen (Orange) bzw.

auf dem Mittelwert von Doppelbestimmungen (Griin);

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. EQ9 = Erntejahr 2009), EtOAc = Ethylacetat-Phase; Venturia inaequalis;

Dunkelrot: Verhaltnisverschiebung / fehlende Konzentrationsabhangigkeit;

V. inaequalis: Fehlende 7 d-Werte sind auf zu diesem Zeitpunkt bei Kontrolle und Probe kaum gewachsenes Myzel zurtickzufihren (keine Vermessung/
Darstellung, da Datenunsicherheit). Die niedriger dosierten Extrakte waren v.a. gegenuber F. culmorum und FOL race 2 wirksam. Bzgl. Ersterem erzielten
die GTs 36 E12, 23 und 10 E12 rel. Wachstumswerte von < 25 % (500 ppm). Gegenuber FOL race 2 konnten die GTs 02 E09, 10 E12, 14 und 36 E12
mit & 41-49 % bis 62,5 ppm Uberzeugen.
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Anlage 29: Mehltaubefall von Gerstenblattern im Blattsegmenttest mit Fraktionen der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014 (125 ppm).

PG Dosis | Rk1 | RIk2 | RIk3 | Rlk4 | Rk5 | RIk6 | RIk7 | RIk8 | Rk9 | RIk10 | RIk11 | RIk12 | RIk13 | RIk14 | M | sp
[pPpm] [%] | [%]

omtrolle ] 90 90 100 80 90 100 80 90 100|100 90 90 100 | 100 | oo | o
80 80 80 80 80 100 80 80 80 80 90 80 100 80
5 10 10 10 20 30 20 20 10 10 20 20 20 30

Frk1 125 20 20 10 10 30 20 20 20 20 20 30 20 20 30 | 0] 7
20 10 20 20 20 30 30 20 20 20 20 30 20 20

Fri 2 125 30 40 20 30 20 30 20 20 40 40 30 30 5 a0 | P °
30 30 30 40 40 30 30 40 30 20 20 30 40 40

Fri3 125 20 30 20 20 30 20 30 40 30 20 40 20 30 a0 | 0] 8
40 40 50 40 50 40 50 40 50 30 30 50 60 50

Fri 4 125 60 50 40 70 70 50 70 60 60 60 70 40 70 60 | %% | 12
20 10 10 10 20 20 5 10 10 10 10 20 20 20

Frk 5 125 20 20 20 25 10 20 20 20 20 20 30 20 30 0 7T
70 40 70 80 40 70 80 50 70 80 70 70 80 70

Frk 6 125 60 60 60 70 70 70 60 70 60 60 60 60 60 0 | | 10
30 30 20 20 10 30 20 20 20 30 30 30 10 10

Fric7 125 20 20 20 30 30 20 10 10 10 10 10 10 30 10 | 2| 8
40 30 40 30 40 40 40 30 30 30 40 30 30 30

Frk 8 125 20 30 40 20 40 20 20 20 40 40 40 30 40 20 | 2| 8
50 70 70 80 60 70 70 70 60 70 70 70 80 70

Frik9 125 60 60 60 60 50 70 60 50 60 60 40 70 70 70 | % | °
40 40 40 40 50 50 40 40 30 30 30 40 30 40

Frk 10 125 40 60 40 30 30 30 30 20 30 40 40 40 20 30 | ¥ | °

Anmerkungen: Befall [%], zwei Wochen nach der Mehltauinfektion, 2 unabhangige Versuche;

PG = Prifglied, Frk = Fraktion, Rlk = Replikat;
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der Kontrolle: alle PGs auller Frk 6, Frk 9
(Dunnett-Test, P < 0,007)
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Anlage 30: Mehltaubefall von Gerstenblattern im Blattsegmenttest mit Fraktionen der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014 (7 d nach der Infektion).
PG Dosis Rlk 1 Rlk 2 Rlk 3 Rlk 4 Rlk 5 Rlk 6 RIlk 7 Rlk 8 RIk9 | Rlk10 | Rlk11 | RIk12 | RIk13 | Rlk14 | M SD
[pPpm] [%] | [%]
Kontrolle - 60 60 60 70 60 70 60 70 60 80 60 60 60 60 64 6
Frk 1 250 10 10 5 0 0 0 10 10 10 10 5 5 5 0 6 4
125 3 3 10 10 10 5 10 20 20 15 15 20 20 20 13 7
Frk 2 250 0 10 10 5 5 5 3 0 5 10 5 0 0 0 4 4
125 30 40 20 30 20 30 5 20 40 40 30 30 5 40 27 12
Frk 3 250 20 30 10 20 30 10 10 10 30 20 40 10 10 20 19 10
125 30 25 30 20 30 25 25 10 30 50 20 20 10 20 25 10
Frk 4 250 10 10 10 30 10 10 0 10 10 10 15 5 5 10 10 7
125 60 40 40 70 70 40 70 40 60 60 70 40 70 60 56 13
Frk 5 250 20 20 5 25 10 20 3 3 20 20 20 20 30 20 17 8
125 10 5 10 0 5 10 5 5 5 0 5 5 5 0 5 3
Frk 6 250 50 60 60 70 40 40 60 70 60 80 50 60 60 60 59 11
125 60 60 60 70 70 70 60 70 60 60 60 60 60 50 62 6
Frk 7 250 10 10 20 10 10 10 0 5 5 5 10 10 20 5 9 6
125 3 0 0 10 5 3 10 10 5 5 5 5 5 0 5 3
Frk 8 250 20 20 10 30 0 30 20 30 20 30 30 20 20 5 20 10
125 20 30 20 20 5 5 5 5 20 10 40 30 20 20 18 11
Frk 9 250 0 10 0 0 0 0 30 55 50 0 20 20 20 20 16 19
125 60 30 30 60 10 40 20 50 20 20 20 40 20 20 31 16
Frk 10 250 0 30 20 20 20 20 40 20 40 30 40 30 20 5 24 12
125 40 60 0 30 30 30 30 20 30 40 20 20 20 30 29 14
Anmerkungen: Befall [%], eine Woche nach der Mehltauinfektion, 250 und 125 ppm;

PG = Prifglied, Frk = Fraktion; Rlk = Replikat;
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der Kontrolle: alle PGs auler Frk 6 250 ppm, Frk 4, Frk 6 125 ppm
(Dunnett-Test, P < 0,027)
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Anlage 31: Mehltaubefall von Gerstenblittern im Blattsegmenttest mit Rheum-typischen Polyphenolstandards (500-32 ppm).

PG Dosis | Rlk1 Rlk2 | RIk3 | Rlk4 | Rlk5 | Rlk6é | RIk7 | Rlk8 | RlIk9 | Rlk10 | Rlk11 | Rlk12 | Rlk13 | Rlk14 | RIk15| M | SD
[pPpm] [%] | [%]
Kontrolle ) 90 70 90 70 90 80 80 90 90 90 70 90 80 90 70 87 9
80 90 90 90 100 80 95 90 90 90 100 90 90 90 100
c 500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
] 250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%m 125 0 20 30 30 30 30 20 20 30 50 30 30 0 20 20 12 15
E 63 0 20 5 5 20 20 20 0 20 30 30 20 5 30 20 16 11
32 20 40 30 30 10 40 30 50 60 10 30 30 10 30 30 30 14
c 500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T 250 20 20 20 10 10 20 20 10 10 10 10 20 10 10 20 15 5
N 125 20 20 20 20 10 20 10 10 10 10 10 20 10 10 20 16 9
>0 20 20 0 30 20 30 30 0 20 20 0 0 30 20 25
E 63 70 40 20 40 40 30 40 5 5 50 30 30 5 10 30 30 18
32 50 50 50 30 30 0 60 60 60 40 60 60 60 60 60 49 17
c 500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
il 250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S~ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 125 5 20 |20 0 20 0 20 | 30 | 30 | 20 | 20 0 0 10 | 10 | 7|
E 63 20 20 50 30 50 50 30 30 30 70 50 50 20 20 20 36 16
32 70 80 70 70 80 70 70 70 80 80 70 70 70 70 80 73 5
Anmerkungen: Befall [%], zwei Wochen nach der Mehltauinfektion;

PG = Prifglied, Rlk = Replikat;

Das Procyanidin B2 zeigte in hdheren Dosierungen (125+250 ppm) eine vergleichsweise schwache Mehltauwirkung.
Bei 63 und 32 ppm fiel jedoch die Wirkung des Procyanidin C1 am starksten ab.
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der Kontrolle: alle PGs aulRer Procyanidin C1 63 ppm, Procyanidin B2, Procyanidin C1 32 ppm

(Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,034)
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Fortsetzung Anlage 31.

PG Dosis | RIk1 Rlk2 | RIk3 | Rlk4 | Rlk5 | Rlk6 | RIk7 | Rlk8 | RlIk9 | Rlk10 | Rlk11 | Rlk12 | Rlk13 | Rlk14 | Rlk15| M | SD
[pPpm] [%] | [%]
Kontrolle ) 90 70 90 70 90 80 80 90 90 90 70 90 80 90 70 87
80 90 90 90 100 80 95 90 90 90 100 90 90 90 100
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 10 10 5 5 10 10 10 5 5 5 0 0 0 5 4
10 10 0 0 10 10 10 10 5 5 10 0 0 10 10
© 125 30 30 30 0 50 30 30 30 30 20 30 30 40 20 50 18 15
63 40 40 40 40 60 60 60 60 60 50 30 40 50 40 45 48 10
32 80 80 70 70 80 80 80 80 70 80 80 80 80 80 80 78 4
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3) 125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
w 0 0 0 0 0 0 5 0 0 30 20 20 0 0 0
63 20 20 50 20 20 0 5 0 30 20 0 20 20 50 10 19 16
32 30 20 0 20 20 10 10 10 10 5 30 10 30 30 50 19 13
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 125 0 10 10 10 10 10 5 5 5 10 10 10 10 10 10 13
w 10 20 20 10 20 30 30 5 5 20 20 20 30 15 10
63 20 5 30 15 5 20 20 30 5 5 10 60 25 5 20 18 15
32 0 40 30 30 0 30 20 20 0 50 20 20 20 20 25 22 14
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 5 5 5 0 0 0 5 5 5 0 0 5 5 5 0 3 3
8 125 5 20 20 0 10 10 20 20 5 10 10 5 5 5 20 6
w 0 9 5 0 0 0 10 0 0 0 5 0 0 0 0
63 0 30 30 0 40 10 30 0 20 20 0 0 30 30 20 17 14
32 5 20 50 60 30 60 30 20 30 20 50 40 50 20 30 34 17
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 125 10 10 10 10 10 5 5 5 10 20 20 10 20 10 10 13 8
8 0 0 20 10 20 5 0 20 20 30 20 20 20 30 15
63 30 20 20 10 0 30 40 30 20 30 40 40 20 20 20 25 11
32 30 35 50 20 20 30 20 30 60 40 10 10 10 10 10 26 16
Anmerkungen: Befall [%], zwei Wochen nach der Mehltauinfektion;

PG = Priifglied, C = Catechin, EC = Epicatechin, EGC = Epigallocatechin, ECG = Epicatechingallat, EGCG = Epigallocatechingallat, Rk = Replikat;
Das C zeigte eine vergleichsweise schwache Mehltauwirkung.
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegenlber der Kontrolle: alle PGs aulier C, EGCG 63 ppm, C, ECG, EGCG 32 ppm
(Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,007)
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Fortsetzung Anlage 31.

PG Dosis | RIk1 Rlk2 | RIk3 | Rlk4 | Rlk5 | Rlk6 | RIk7 | Rlk8 | RlIk9 | Rlk10 | Rlk11 | Rlk12 | Rlk13 | Rlk14 | Rlk15| M | SD
[pPpm] [%] | [%]
Kontrolle ) 90 70 90 70 90 80 80 90 90 90 70 90 80 90 70 87
80 90 90 90 100 80 95 90 90 90 100 90 90 90 100
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 125 0 5 5 5 5 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0 21 21
|:'_= 50 40 50 30 50 50 50 50 50 30 20 30 20 20 50
63 70 20 20 60 0 40 40 40 40 50 30 50 20 30 20 35 18
32 80 80 80 80 80 90 80 80 90 80 80 80 80 80 70 81 5
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 5 5 5 5 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3
o 0 5 5 5 5 0 5 5 5 5 5 5 5 5 0
o 125 0 10 0 40 60 60 0 0 0 50 0 0 0 15 15 10 18
63 0 0 0 70 20 0 20 50 50 0 70 5 50 30 30 26 26
32 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 0
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
< 10 10 10 5 5 5 10 10 20 5 5 10 5 10 20
= 125 T30 0 20 10 0 0 5 30 0 0 30 | 30 | 30 | 20 10 | 1219
63 20 5 0 0 50 30 50 20 20 30 20 0 0 0 0 16 18
32 40 50 30 0 30 30 30 0 30 30 30 60 30 30 0 28 17
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
i 125 720 [ 20 | 20 0 20 10 0 20 10 | 20 | 30 | 20 10 10 o | 7|
63 30 30 0 20 20 10 20 20 20 20 20 10 10 10 0 16 9
32 30 60 40 70 60 30 60 30 40 40 40 50 60 35 30 45 14
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
§ 125 5 5 5 5 10 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 12 11
g 0 0 30 50 20 20 30 20 20 20 20 20 20 10 10
63 70 5 30 20 50 30 20 20 20 20 20 30 30 5 5 25 17
32 50 50 50 50 50 50 50 40 50 40 40 50 50 50 50 48 4
Anmerkungen: Befall [%], zwei Wochen nach der Mehltauinfektion; PG = Prufglied, THSG = 3,4',5-Trihydroxystilben-3-O-3-D-glucosid / -glucopyranosid (Piceid),

PIC = Piceatannol, RHA = Rhaponticin, RES = Resveratrol, DRHA = Desoxyrhaponticin, RIk = Replikat;
Bei 32 ppm fiel die Wirkung des THSG und des PIC am starksten ab. RHA und RES zeigten auch bei 63 ppm eine gute Mehltauwirkung.
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegenlber der Kontrolle: alle PGs aufier THSG 63 ppm, THSG, PIC, RES, DRHA 32 ppm
(Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,023)
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Anlage 32:

Mehltaubefall von Gerstenblattern im Blattsegmenttest mit den Polyphenolstandards Epicatechingallat und Resveratrol
in Einzel- und Kombinationsanwendungen (20 d nach der Infektion).

PG Dosis Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk M SD
[ppm] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 [%] | [%]
Kontrolle - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 10 10 10 10 10 20 10 10 20 20 10 20 10 10 10 13 5
ECG 32 10 20 20 10 10 20 20 20 10 20 20 20 10 10 10 15 5
16 30 30 40 20 50 40 40 40 30 40 60 60 20 50 40 39 12
8 90 100 80 90 90 90 80 90 80 90 80 100 90 100 90 89 7
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 10 10 20 20 20 20 20 10 10 20 20 40 20 20 40 20 9
RES 32 20 10 10 10 10 20 20 10 20 10 20 20 20 20 10 15 5
16 20 20 20 20 30 20 20 20 30 20 20 30 10 20 30 22 6
8 40 40 40 30 20 30 40 30 30 30 40 30 20 30 40 33 7
ECG + RES | 32+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG + RES | 16+16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG + RES 8+8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG + RES | 32+16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG + RES 16+8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG + RES | 16+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG+RES | 8+16 5 10 10 5 10 5 10 0 5 5 5 10 10 5 5 7 3
ECG + RES | 63+16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG+RES | 32+8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG + RES | 16+63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECG+RES | 8+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Anmerkungen: Befall [%], 20 d nach der Mehltauinfektion;

PG = Priifglied, ECG = Epicatechingallat, RES = Resveratrol, RIk = Replikat;
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniber der Kontrolle: 125-32 ppm ECG, 125-16 ppm RES, alle kombinierten PGs aulRer 8+16 ppm

(Dunnett-Test, P < 0,001)
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Anlage 33: Beobachtete und nach der Colby-Formel berechnete Wirkungsgrade der kombinierten
Standardverbindungen Epicatechingallat und Resveratrol sowie Rhaponticin und
Procyanidin B2 im Blattsegmenttest gegeniiber Gerstenmehltau.

Beobachteter Berechneter
Wirkungsgrad [%] Wirkungsgrad [%]
Dosis [ppm] 20 d nach der Infektion
32+32 100 98
16+16 100 91
8+8 100 71
32+16 100 97
. . 16+8 100 87
Epicatechingallat + Resveratrol 16+32 100 o4
8+16 93 80
63+16 100 97
32+8 100 95
16+63 100 92
8+32 100 86
Dosis [ppm] 10 d nach der Infektion
32+32 100 99
16+16 96 97
8+8 81 70
32+16 100 98
. . - 16+8 98 90
Rhaponticin + Procyanidin B2 16+32 100 99
8+16 84 92
63+16 100 98
32+8 100 94
16+63 100 99
8+32 100 96
Dosis [ppm] 20 d nach der Infektion
32+32 100 99
16+16 95 97
8+8 72 71
32+16 100 98
. . - 16+8 98 90
Rhaponticin + Procyanidin B2 16+32 100 97
8+16 85 91
63+16 100 98
32+8 100 95
16+63 100 98
8+32 100 92
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Anlage 34: Mehltaubefall von Gerstenblattern im Blattsegmenttest mit den Polyphenolstandards Rhaponticin und Procyanidin B2
in Einzel- und Kombinationsanwendungen.

uabejuy

PG Dosis | Rlk Rlk Rik Rik Rik Rik Rik Rik Rik Rik Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk M SD

[ppm] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 [%] | [%]
Kontrolle - 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 0
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 5 5 5 5 5 5 10 5 10 5 10 5 5 5 5 6 2
RHA 32 5 5 5 5 5 5 5 10 5 10 10 5 5 5 5 6 2
16 10 10 10 10 20 10 10 20 5 5 10 10 10 10 10 11 4
8 30 20 30 40 30 40 30 40 30 30 30 40 30 20 30 31 6
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 5 5 5 20 5 5 10 5 10 10 5 10 5 10 5 8 4
PRO B2 32 5 5 5 10 20 20 10 5 10 10 5 10 10 10 5 9 5
16 20 20 10 20 30 20 20 20 30 20 20 20 10 20 30 21 6
8 70 80 70 80 70 80 70 80 80 80 70 80 80 80 80 77 5
RHA + PRO B2 | 32+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PRO B2 | 16+16 5 5 5 5 5 5 5 0 0 5 5 0 0 10 0 4 3
RHA + PRO B2 8+8 20 30 30 20 5 20 5 5 5 20 20 20 20 20 20 17 8
RHA + PRO B2 | 32+16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA+PROB2 | 16+8 0 0 0 0 0 0 5 0 5 0 0 5 5 5 0 2 2
RHA + PRO B2 | 16+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PROB2 | 8+16 5 5 20 20 5 5 10 20 10 30 20 10 20 10 20 14 8
RHA + PRO B2 | 63+16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PROB2 | 32+8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PRO B2 | 16+63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PRO B2 | 8+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Anmerkungen: Befall [%], 10 d nach der Mehltauinfektion;
PG = Priifglied, RHA = Rhaponticin, PRO B2 = Procyanidin B2, Rlk = Replikat;
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniber der Kontrolle: 125-16 ppm RHA, 125-32 ppm PRO B2, alle kombinierten PGs auRer 8+16 und 8+8 ppm
(Dunnett-Test, P < 0,008)
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Fortsetzung Anlage 34.

PG Dosis Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk Rlk M SD
[ppm] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 [%] | [%]
Kontrolle - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 5 5 5 5 5 5 10 5 10 5 10 5 5 5 5 6 2
RHA 32 5 5 5 5 5 5 5 10 5 10 10 5 5 5 5 6 2
16 10 10 10 10 20 10 10 20 10 10 10 10 20 10 10 12 4
8 40 30 30 40 30 40 30 40 40 40 30 40 30 20 30 34 6
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
63 10 20 20 20 10 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 19 4
PRO B2 32 30 20 20 20 30 20 20 20 20 20 20 20 20 40 20 23 6
16 30 30 20 20 30 20 20 30 30 20 20 30 20 40 30 26 6
8 80 80 90 90 80 80 80 80 90 90 80 80 80 90 90 84 5
RHA + PRO B2 | 32+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PROB2 | 16+16 5 5 5 5 10 10 5 0 10 5 10 0 0 10 0 5 4
RHA + PRO B2 8+8 20 30 30 40 30 20 30 30 20 20 40 20 50 20 20 28 9
RHA + PRO B2 | 32+16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA+PROB2 | 16+8 0 0 0 0 0 0 5 0 5 0 0 5 5 5 0 2 2
RHA + PROB2 | 16+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PROB2 | 8+16 5 10 20 20 5 10 10 20 10 30 20 10 20 10 20 15 7
RHA + PRO B2 | 63+16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PROB2 | 32+8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PROB2 | 16+63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA + PROB2 | 8+32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Anmerkungen: Befall [%], 20 d nach der Mehltauinfektion;

PG = Priifglied, RHA = Rhaponticin, PRO B2 = Procyanidin B2, Rlk = Replikat;

Der gegeniber der Kontrolle reduzierte Gerstenmehltaubefall war bei allen Prifgliedern signifikant (Dunnett-Test, P < 0,001).
Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniber der Kontrolle: 125-16 ppm RHA, 125-16 ppm PRO B2, alle kombinierten PGs auRer 8+16 und 8+8 ppm

(Dunnett-Test, P < 0,031)
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Anlage 35: Penetrationswege von Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.
Kontrolle GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
Zw T 66 71 79 67 81 58 54 86 68 76 62 67 75 50 62 76 71 66 77 69
Zzr T 32 21 18 24 14 38 38 14 27 24 31 30 25 32 32 18 24 28 19 23
So6 T 2 9 3 10 5 4 8 0 5 0 8 3 0 18 5 6 5 6 5 8
48 HAI
Zw T 70 64 55 74 70 71 78 75 41 64 72 61 60 73 67 61 56 56 53 60
Zzr T 27 33 41 19 23 21 22 25 53 36 28 27 33 24 29 33 35 38 35 34
So6 T 3 2 5 6 7 7 0 0 6 0 0 12 7 3 4 6 8 5 11 6
72 HAI
Zw T 66 71 54 62 43 58 60 65 60 48 46 50 39 62 53 48 52 55 47 56
Zzr T 23 14 35 23 39 33 30 19 27 29 38 13 26 18 27 15 30 16 20 25
So6 T 3 5 3 0 0 8 0 4 0 5 0 0 6 2 5 7 2 4 2 2
24 HAI
Zw D+T 65 62 56 62 64 71 65 66 64 75 71 59 65 56 50 54 60 58 61 68
Zzr D+T 27 26 38 38 29 29 26 24 18 20 14 34 27 34 43 37 38 36 37 28
So6 D+T 8 11 5 0 7 0 9 10 18 5 14 7 8 9 7 10 2 6 2 3
48 HAI
Zw D+T 49 52 58 50 46 60 56 48 64 67 62 63 59 52 62 53 57 56 55 47
Zzr D+T 41 29 26 39 41 16 32 32 36 30 24 29 23 21 24 27 28 38 23 34
So6 D+T 2 18 5 3 5 8 12 8 0 0 0 0 13 12 3 8 9 2 13 5
72 HAI
Zw D+T 63 59 44 42 39 34 53 63 67 33 60 69 43 56 55 55 62 39 41 54
Zzr D+T 18 22 37 26 37 40 28 26 22 47 25 27 33 25 26 27 22 38 44 21
So6 D+T 2 2 1 4 6 9 0 4 0 9 8 4 5 6 6 9 2 9 3 2
48 HAI
Zw NBT 60 46 49 48 56 46 61 56 36 69 73 41 44 56 48 57 78 41 50 53
Zzr NBT 37 36 32 47 38 38 26 42 42 19 20 49 32 31 36 33 22 40 43 30
So6 NBT 3 4 6 1 0 3 6 0 2 4 8 4 9 10 3 6 0 5 4 5
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), Zw = Zellwand, Zzr = Zellzwischenraum, S6 = Spaltéffnung, T = Tintenanfarbung,
D+T = Doppelféarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, NBT = Anfarbung mit Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT), GT = Genotyp,

E = Erntejahr (z.B. E14 = Erntejahr 2014), EtOAc = Ethylacetat, BS = Blattsegment
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Anlage 36: Penetrationswege von Gerstenmehltau nach der Infektion von Gerstenpflanzen der resistenten Linie ‘Ingrid’.
WT Mio mlo5 Mia12 Mig21

48 HAI
Zw T 48 59 50 45 50 54 62 49 64 66 48 54 71 44 58 33 56 53 52 56
Zzr T 43 28 39 45 36 43 33 47 30 18 41 40 21 31 35 56 41 28 33 40
So6 T 7 8 6 4 5 4 5 4 7 13 7 4 4 7 0 9 3 10 5 4

48 HAI
Zw D+T 64 60 58 37 42 45 58 55 49 52 50 46 52 61 52 59 48 42 49 53
Zzr D+T 24 29 36 46 44 35 37 29 40 27 44 46 29 29 40 30 29 18 38 43
So6 D+T 7 2 5 9 8 18 6 16 11 21 3 4 5 11 5 5 8 11 8 2
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), Zw = Zellwand, Zzr = Zellzwischenraum, S6 = Spaltéffnung, T = Tintenanfarbung,
D+T = Doppelféarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, WT = Wildtyp, BS = Blattsegment
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Sekundédrhyphenrate von Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.

Anlage 37:
Kontrolle GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
D+T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
48 HAI
D+T 7 2 12 8 8 16 0 12 0 3 15 7 5 14 11 11 7 4 9 13
NBT 0 14 13 4 5 13 6 3 20 8 0 6 15 2 12 4 0 14 4 12
72 HAI
T 9 10 8 15 17 0 10 12 13 19 15 38 29 18 15 30 16 25 31 18
D+T 16 17 18 28 19 17 20 7 11 12 6 0 19 13 13 9 15 14 12 23
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);
HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), T = Tintenanfarbung, D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte,
NBT = Anfarbung mit Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT), GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E14 = Erntejahr 2014), EtOAc = Ethylacetat, BS = Blattsegment
Anlage 38: Sekundarhyphenrate von Gerstenmehltau nach der Infektion von Gerstenpflanzen der resistenten Linie ‘Ingrid’.
WT Mlo mlo5 Mia12 Mig21
48 HAI
T 1 5 6 7 10 0 0 0 0 3 4 4 18 8 2 0 8 10 0
D+T 5 9 2 7 6 3 0 0 0 0 3 4 14 0 2 5 15 29 5 2
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), T = Tintenanfarbung, D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte,

WT = Wildtyp, BS = Blattsegment
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Anlage 39: Penetrationswege von Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit 250 ppm der Genotyp 10-Fraktionen 2 und 5 sowie
125 ppm der Standardsubstanzen Epicatechingallat und Resveratrol.

Kontrolle Frk 2 ECG Frk 5 RES
24 HAI
Zw T 63 57 53 50 48 56 90 56 57 69 70 51 70 54 59 50 44 59 69 52 50 40 62 75 55
Zzr T 35 38 37 37 36 44 10 31 29 21 30 43 23 43 39 50 44 29 26 38 38 47 38 21 36
S6 T 0 5 10 13 16 0 0 13 14 10 0 6 7 3 2 0 13 12 6 10 12 13 0 4 9
48 HAI
Zw T 45 77 49 63 39 69 69 61 60 51 68 63 60 57 58 59 76 71 76 50 43 59 40 44 44
Zzr T 36 20 37 21 50 19 25 29 23 44 14 22 37 36 32 38 10 21 24 23 37 26 46 33 35
S6 T 5 0 11 5 0 13 6 3 10 2 18 15 3 2 6 3 10 9 0 23 14 13 7 13 7
72 HAI
Zw T 50 43 48 35 45 56 50 60 50 41 54 59 50 60 36 63 67 63 61 55 60 39 42 65 62
Zzr T 25 33 29 44 37 38 22 30 40 46 34 26 40 22 53 29 27 31 39 38 32 52 36 20 29
S6 T 0 8 10 6 8 5 22 10 3 8 8 7 10 8 2 4 7 6 0 0 4 6 11 10 6
24 HAI
Zw | D+T | 53 52 78 59 49 64 65 68 86 63 48 65 62 62 53 71 63 64 57 73 74 62 55 75 72
Zzr | D+T | 33 39 22 36 42 27 32 19 0 33 41 26 38 29 34 24 33 28 30 23 26 33 38 17 19
S6 D+T | 15 9 0 5 9 9 3 13 14 3 10 10 0 9 13 5 4 8 14 5 0 4 7 8 9
48 HAI
Zw | D+T | 56 64 63 54 46 59 81 71 67 56 54 57 48 50 67 68 73 65 71 42 75 56 65 59 59
Zzr | D+T | 33 31 22 28 43 37 13 25 27 44 32 37 36 47 28 27 23 29 25 35 13 40 29 26 32
S6 D+T 5 2 7 7 4 4 6 4 7 0 11 7 9 0 2 0 0 3 4 13 13 4 6 3 5
72 HAI
Zw | D+T | 64 48 51 57 45 54 76 57 59 61 63 53 53 47 55 43 76 75 54 67 56 49 56 54 41
Zzr | D+T | 20 36 31 33 29 31 10 32 35 30 32 37 38 39 39 43 18 22 29 29 26 36 32 32 33
S6 D+T 2 3 1 3 5 3 3 9 5 9 5 2 10 5 3 14 6 3 6 4 11 0 5 5 5
48 HAI
Zw | NBT | 58 45 48 47 40 59 47 62 55 39 49 52 64 61 47 53 47 45 42 54 55 50 52 47 38
Zzr | NBT | 42 42 48 44 22 36 42 35 34 47 43 34 30 34 34 36 49 42 45 35 38 43 34 41 54
S6 NBT 0 8 1 2 3 4 2 3 0 6 4 10 0 2 5 6 4 9 12 9 6 4 9 6 9
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), Zw = Zellwand, Zzr = Zellzwischenraum, S6 = Spaltéffnung, T = Tintenanfarbung,

D+T = Doppelféarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, NBT = Anfarbung mit Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT), Frk = Fraktion,
ECG = Epicatechingallat, RES = Resveratrol, BS = Blattsegment
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Anlage 40: Sekundarhyphenrate von Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit 250 ppm der Genotyp 10-Fraktionen 2 und 5 sowie
125 ppm der Standardsubstanzen Epicatechingallat und Resveratrol.
Kontrolle Frk 2 ECG Frk 5 RES
24 HAI
T 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D+T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 HAI
T 14 3 4 12 1 0 0 6 7 2 0 0 0 5 3 0 0 4 3 7 10 14
D+T 5 4 7 11 7 0 0 0 0 0 3 0 7 3 2 3 0 11 0 0 12 5
NBT 0 4 3 7 36 2 9 0 11 9 4 4 6 2 13 4 1 2 3 5 6 0
72 HAI
T 25 15 14 14 10 0 6 0 7 5 4 7 0 10 9 0 0 7 3 11 5 3
D+T 15 13 16 7 20 13 10 2 0 0 0 8 0 9 3 0 10 0 15 8 8 21
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), T = Tintenanfarbung, D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte,
NBT = Anfarbung mit Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT), Frk = Fraktion, ECG = Epicatechingallat, RES = Resveratrol, BS = Blattsegment
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Anlage 41: Papillenformationsrate gegeniiber Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014.
Eff. Papillen Kontrolle GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
D+T 10 4 6 8 4 7 35 7 18 0 11 14 27 9 11 7 3 6 8 5
48 HAI
D+T 9 3 9 3 8 12 4 8 5 10 9 17 8 5 14 18 7 7 23 8
72 HAI
D+T 2 3 12 0 6 9 13 7 4 30 15 0 28 3 26 16 28 14 23 12
Ineff. Papillen Kontrolle GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
D+T 5 8 3 3 0 0 0 0 5 5 0 0 0 3 2 12 3 0 4 7
cv 100 100 100 100 - - - - 100 100 - - - 100 100 100 100 - 100 100
48 HAI
D+T 14 5 14 17 18 12 0 12 9 3 6 0 0 2 8 10 7 9 8 3
cv 33 33 33 18 27 0 - 0 50 0 50 - - 0 33 33 0 25 0 0
HAU 67 67 67 82 73 100 - 100 50 100 150 - - 100 33 67 100 75 100 100
72 HAI
D+T 4 2 15 2 13 2 8 0 4 9 8 0 3 6 11 7 17 6 7 4
cv 0 0 30 0 14 0 0 - 0 50 25 - 0 0 40 0 10 0 20 50
HAU 100 100 70 100 86 100 100 - 100 50 75 - 100 100 60 100 90 100 80 50
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

Eff. = effektiv, Ineff. = ineffektiv, HAl = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte,
CV = cytoplasmatische Verdichtungen, HAU = Haustorien (voll ausgebildete), GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E14 = Erntejahr 2014), EtOAc = Ethylacetat,
BS = Blattsegment
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Hypersensitivitatsreaktionsrate gegeniiber Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10

Anlage 42:
Erntejahr 2014.
Kontrolle GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase GT10 E14 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm

24 HAI

D+T 0 0 1 2 0 7 0 3 0 0 4 0 2 5 6
48 HAI

D+T 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 3 0 0 0 4
72 HAI

D+T 2 0 6 0 0 0 3 0 0 0 3 3 0 5 0

Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, GT = Genotyp,
E = Erntejahr (z.B. E14 = Erntejahr 2014), EtOAc = Ethylacetat, BS = Blattsegment

uabejuy




Papillenformationsrate gegeniiber Gerstenmehitau nach der Infektion von Gerstenpflanzen der resistenten Linie ‘Ingrid’.

Anlage 43:
Eff. Papillen WT Mio mlo5 Mla12 Mig21
48 HAI
D+T 7 10 17 4 3 33 37 0 26 24 17 37 19 21 12 24 25 11 19 23
Ineff. Papillen WT Mio mlo5 Mla12 Mig21
48 HAI
D+T 15 19 14 22 8 10 13 3 4 3 11 8 9 4 12 5 12 8 11 9
cv 25 45 56 40 67 50 0 0 50 0 75 25 40 0 60 100 33 67 0 80
HAU 75 55 44 60 33 50 100 100 50 100 25 75 60 100 40 0 67 33 100 20
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);
Eff. = effektiv, Ineff. = ineffektiv, HAl = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte,
CV = cytoplasmatische Verdichtungen, HAU = Haustorien (voll ausgebildete), WT = Wildtyp, BS = Blattsegment
Q Anlage 44: Hypersensitivitatsreaktionsrate gegeniiber Gerstenmehltau nach der Infektion von Gerstenpflanzen der resistenten Linie ‘Ingrid’.
WT Mlo mlo5 Mia12 Mig21
48 HAI
D+T 0 2 0 3 0 0 0 6 2 0 3 2 2 4 5 0 0 0 0 0
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), D+T = Doppelféarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, WT = Wildtyp,
BS = Blattsegment
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Anlage 45: Papillenformationsrate gegeniiber Gerstenmehlitau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit 250 ppm der Genotyp 10-Fraktionen 2 und 5 sowie
125 ppm der Standardsubstanzen Epicatechingallat und Resveratrol.

uabejuy

Ineff. Kontrolle Frk 2 ECG Frk 5 RES
Papillen
24 HAI
D+T | 22 42 2 1 30 14 5 3 14 7 17 13 0 12 9 5 1 12 22 5 5 20 10 4 16
cVv 83 67 100 | 83 86 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 60 75 - 75 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 78 100 | 100 | 100
HAU 17 33 0 17 14 0 0 0 0 0 40 25 - 25 0 0 0 0 0 0 0 22 0 0 0
48 HAI
D+T 7 5 30 21 38 7 0 7 17 12 3 0 9 6 20 16 0 6 0 9 8 8 6 9 0
cVv 0 67 30 42 38 50 - 50 20 67 0 - 60 50 67 33 - 0 - 60 50 50 100 | 33 -
HAU 100 | 33 70 58 62 50 - 50 80 33 100 - 40 50 33 67 - 100 - 40 50 50 0 67 -
72 HAI
D+T | 11 15 12 16 24 10 3 21 8 9 10 10 10 14 12 5 0 3 2 4 13 5 5 3 11
cVv 50 73 50 45 54 50 0 50 67 33 83 83 100 | 56 50 100 - 100 | 100 | 100 | 43 0 33 100 | 75
HAU 50 27 50 55 46 50 100 | 50 33 67 17 17 0 44 50 0 - 0 0 0 57 100 | 67 0 25
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

Eff. = effektiv, Ineff. = ineffektiv, HAl = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte,
CV = cytoplasmatische Verdichtungen, HAU = Haustorien (voll ausgebildete), Frk = Fraktion, ECG = Epicatechingallat, RES = Resveratrol,
BS = Blattsegment
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Anlage 46: Hypersensitivitiatsreaktionsrate gegeniiber Gerstenmehitau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit 250 ppm der Genotyp 10-Fraktionen 2 und 5

sowie 125 ppm der Standardsubstanzen Epicatechingallat und Resveratrol.

Kontrolle Frk 2 ECG Frk 5 RES

24 HAI

D+T 2 2 2 0 14 0 0 3 0 7 0 0 0 0 0 0
48 HAI

D+T 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 5 9 13 0
72 HAI

D+T 2 0 0 0 0 3 3 2 3 3 3 2 3 3 0 5

Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, Frk = Fraktion

ECG = Epicatechingallat, RES = Resveratrol, BS = Blattsegment
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Anlage 47: Superoxid-Akkumulationsorte nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der
Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014, den Genotyp 10-Fraktionen 2 und 5
sowie den Standardsubstanzen Epicatechingallat und Resveratrol.

A) Quantifizierungsdaten der Nitroblautetrazoliumchlorid-angefarbten Proben

(48 h nach der Infektion mit Gerstenmehltau). B) Exemplarische Mikroskopieaufnahmen.
A NPLZ Zw Zw Zzr Zzr So6 So6 ESH Summe

HAU HAU HAU

Kontrolle 24 3,4 0,8 24 0,6 0,0 0,0 0,0 9,6
GT10 E14 3,6 1,8 0,2 0,8 0,6 0,0 0,2 1,0 8,2
500 ppm
GT10 E14
250 ppm 3,0 1,8 0,0 0,2 0,2 0,6 0,0 0,4 6,2
GT10 E14 4,2 3,4 0,2 0,4 0,0 0,0 0,0 0,4 8,6
125 ppm
Kontrolle 1,2 3,0 0,4 2,0 0,2 0,0 0,0 0,6 7,4
Frk 2
250 ppm 1,8 1,8 0,2 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,8
ECG 24 0,8 0,0 0,8 0,0 0,6 0,0 0,2 4,8
125 ppm
Frk 5
250 ppm 04 1,2 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 3,2
RES
125 ppm 2,0 0,4 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,6 4,0
Anmerkungen: GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E14 = Erntejahr 2014), Frk = Fraktion,

ECG = Epicatechingallat, RES = Resveratrol, NPLZ = nicht penetrierte lebende Zelle
(ungekeimte Konidie), Zw = Zellwand, Zzr = Zellzwischenraum, S6 = Spaltéffnung,

HAU = Haustorium, ESH = elongierte sekundare Hyphe;
Superoxid-Akkumulationsorte (entspr. Blaustrukturen) waren in den mit

Nitroblautetrazoliumchlorid angefarbten Blattsegmenten (auch hinsichtlich der Kontrollen)
kaum detektierbar.

Kontrollen: grof3tenteils im Bereich Uber die Zellwand penetrierender Konidien;

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prufgliedern! (n = 5*100 Interaktionstypen)
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Fortsetzung Anlage 47.

Anmerkungen:

Superoxid-Akkumulationen an
oben I.: einer ungekeimten Konidie (NPLZ); GT10 E14 500 ppm (400-fache Vergr.)

oben 2.

von |.: einer Konidie; Kontrolle aus GT10-Reihe (1000-fache VergréRerung)
oben 2.

von r.: einer gekeimten Konidie; Frk 2 250 ppm (1000-fache VergroRerung)
oben r.: einem Haustorium; Kontrolle aus GT10-Reihe (1000-fache VergroRerung)
unten |.: einer ESH; GT10 E14 250 ppm (400-fache Vergréerung)

unten r.: einer ESH; Kontrolle aus GT10-Reihe (1000-fache Vergrofierung)
(Quelle: eigenes Bildmaterial)
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Anlage 48: Konidienkeimrate von Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 02 Erntejahr 2012.
Kontrolle GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
T 5 8 9 19 - 7 29 22 35 23 10 26 28 12 24 23 23
NPLZ D+T 11 14 15 11 - 31 28 27 30 25 15 36 29 23 20 12 23
T 45 42 41 31 - 43 21 28 15 27 40 24 22 38 26 27 27
Pz D+T 39 36 35 39 - 19 22 23 20 25 35 14 21 27 30 38 27
48 HAI
T 8 1 4 19 - 47 31 31 40 31 20 18 21 36 34 37 43
NPLZ D+T 10 12 5 19 - 11 33 21 33 33 23 23 13 21 13 30 16
T 42 49 46 31 - 3 19 19 10 19 30 32 29 14 16 13 7
Pz D+T 40 38 45 31 - 39 17 29 17 17 27 27 37 29 37 20 34
72 HAI
T 16 11 6 22 - 24 47 42 44 37 22 30 40 41 40 24 18
NPLZ D+T 7 14 15 11 - 35 31 22 21 20 18 27 20 23 14 9 13
T 34 39 44 28 - 26 3 8 6 13 28 20 10 9 10 26 32
Pz D+T 43 36 35 39 - 15 19 28 29 30 32 23 30 27 36 41 37
Anmerkungen: bezogen auf 50 ausgezahlte Interaktionsstellen;

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), NPLZ = nicht penetrierte lebende Zellen (ungekeimte Konidien), PZ = penetrierte Zellen
(gekeimte Konidien), T = Tintenanfarbung, D+T = Doppelfarbung mit 3,3"-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, GT = Genotyp, E = Erntejahr

(z.B. E12 = Erntejahr 2012), EtOAc = Ethylacetat, BS = Blattsegment
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Anlage 49: Penetrationswege von Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 02 Erntejahr 2012.
Kontrolle GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm

24 HAI

Zw T 80 83 76 81 - 77 67 86 67 - 67 78 83 68 - 58 65 78 48

Zzr T 18 17 17 13 - 19 33 14 27 - 30 23 17 27 - 29 31 22 37

So6 T 2 0 7 6 - 5 0 0 7 - 4 0 0 5 - 13 4 0 15
48 HAI

Zw T 79 82 67 74 - 67 89 63 80 - 89 87 78 66 - 79 75 85 100

Zzr T 19 14 28 26 - 33 5 21 20 - 5 13 22 31 - 14 25 15 0

So6 T 2 4 4 0 - 0 5 16 0 - 5 0 0 3 - 7 0 0 0
72 HAI

Zw T 74 56 66 64 - 92 100 75 50 - 77 79 85 40 - 89 90 46 38

Zzr T 3 8 18 11 - 8 0 25 33 - 23 11 5 20 - 0 10 31 34

So6 T 0 5 0 4 - 0 0 0 17 - 0 4 10 10 - 11 0 12 0
24 HAI

Zw D+T 59 67 54 72 - 47 55 48 60 - 64 49 43 33 - 63 47 45 63

Zzr D+T 36 31 40 28 - 37 41 43 35 - 28 40 50 29 - 15 37 42 11

So6 D+T 5 0 6 0 - 16 5 9 5 - 8 11 7 38 - 22 17 13 15
48 HAI

Zw D+T 50 58 33 45 - 33 82 38 71 - 76 48 63 38 - 59 49 55 41

Zzr D+T 38 29 53 42 - 59 18 48 24 - 24 44 26 43 - 28 46 30 41

So6 D+T 13 13 7 0 - 5 0 14 6 - 0 7 7 16 - 10 5 15 18
72 HAI

Zw D+T 44 47 54 49 - 40 63 57 45 - 47 47 57 50 - 48 36 61 51

Zzr D+T 28 42 37 23 - 47 21 21 41 - 47 44 35 37 - 30 50 22 32

So6 D+T 5 6 3 10 - 7 5 7 14 - 7 9 9 13 - 22 3 12 8

Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), Zw = Zellwand, Zzr = Zellzwischenraum, S6 = Spaltéffnung, T = Tintenanfarbung,
D+T = Doppelféarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), EtOAc = Ethylacetat,
BS = Blattsegment
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Anlage 50: Haustorienformationsrate von Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 02 Erntejahr 2012.
Kontrolle GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase GTO02 E12 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm

24 HAI
cv T 18 5 24 13 - 5 5 0 0 15 18 0 18 - - - -
HAU T 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 - - - -
cv D+T 5 14 20 10 - 0 9 0 0 0 0 7 5 4 7 8 4
HAU D+T 3 3 3 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0

48 HAI
cv T 21 16 33 32 - 0 5 0 0 32 27 16 7 7 0 8 0
HAU T 19 27 28 19 - 0 5 21 10 16 17 0 3 7 0 8 0
cv D+T 13 13 2 3 - 13 6 0 6 0 7 19 3 17 14 10 3
HAU D+T 13 13 9 0 - 8 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0 9

72 HAI
cv T 24 18 20 36 - 8 0 13 17 23 11 30 0 11 0 4 19
HAU T 21 3 9 14 - 0 0 0 0 8 11 5 10 0 0 4 13
cv D+T 5 6 3 5 - 7 0 4 7 3 13 17 0 0 3 0 0
HAU D+T 5 0 3 5 - 7 0 0 3 3 6 4 0 0 6 0 3
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), CV = cytoplasmatische Verdichtungen, HAU = Haustorien (voll ausgebildete),
T = Tintenanfarbung, D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012),
EtOAc = Ethylacetat, BS = Blattsegment
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Anlage 51: Sekundarhyphenrate von Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 02 Erntejahr 2012.

Kontrolle GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
D+T 0 3 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11
48 HAI
D+T 0 0 7 13 - 3 0 0 0 0 4 3 0 0 0
72 HAI
T 24 31 16 21 - 0 0 0 0 7 0 30 0 12 28
D+T 23 6 6 18 - 7 11 14 0 0 0 0 11 5 8
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), T = Tintenanfarbung, D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte,
GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012), EtOAc = Ethylacetat, BS = Blattsegment
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Anlage 52: Papillenformationsrate gegeniiber Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 02 Erntejahr 2012.

Eff. Papillen Kontrolle GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
D+T 10 14 9 15 - 16 27 39 15 - 48 34 21 10 - 0 23 26 15 -
48 HAI
D+T 13 16 18 13 - 3 6 24 0 - 0 33 11 19 - 21 14 10 24 -
72 HAI
D+T 12 19 20 10 - 27 11 29 41 - 20 19 26 30 - 15 28 29 22 -
Ineff. Papillen Kontrolle GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase GTO02 E12 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
D+T 23 11 3 26 - 5 5 13 5 - 4 6 0 0 - 4 3 8 7 -
cv 33 75 100 70 - 100 0 100 100 - 100 100 - - - 100 100 100 100 -
HAU 67 25 0 30 - 0 100 0 0 - 0 0 - - - 0 0 0 0 -
48 HAI
D+T 13 11 22 13 - 8 0 24 0 - 0 7 0 11 - 14 11 5 18 -
cv 60 25 50 50 - 67 - 57 - - - 50 - 50 - 75 25 100 67 -
HAU 40 75 50 50 - 33 - 43 - - - 50 - 50 - 25 75 0 33 -
72 HAI
D+T 16 28 11 15 - 7 5 7 17 - 27 13 9 20 - 11 6 10 11 -
cv 71 30 25 33 - 0 0 0 80 - 38 50 50 50 - 100 100 50 50 -
HAU 29 70 75 67 - 100 100 100 20 - 63 50 50 50 - 0 0 50 50 -
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);

Eff. = effektiv, Ineff. = ineffektiv, HAl = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte,
CV = cytoplasmatische Verdichtungen, HAU = Haustorien (voll ausgebildete), GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012),
EtOAc = Ethylacetat, BS = Blattsegment
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Hypersensitivitatsreaktionsrate gegeniiber Gerstenmehltau nach der Behandlung von Gerstenpflanzen mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 02

Anlage 53:
Erntejahr 2012.
Kontrolle GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase GT02 E12 EtOAc-Phase
500 ppm 250 ppm 125 ppm
24 HAI
D+T 10 11 3 13 - 16 0 0 10 - 8 9 29 0 - 4 0 13 4 -
48 HAI
D+T 13 3 13 23 - 8 0 0 24 - 0 0 4 8 - 7 0 0 3 -
72 HAI
D+T 14 19 14 18 - 0 0 0 0 - 17 13 17 3 - 7 17 10 3 -
Anmerkungen: Angabe in % von PZ (PZ = penetrierte Zellen [gekeimte Konidien]);
HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), D+T = Doppelfarbung mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) + Tinte, GT = Genotyp, E = Erntejahr

(z.B. E12 = Erntejahr 2012), EtOAc = Ethylacetat, BS = Blattsegment
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Anlage 54: Aktivititen der enzymatischen Antioxidantien Dehydroascorbatreduktase und
Monodehydroascorbatreduktase in mit dem Genotyp 10 Erntejahr 2014-Gesamtextrakt und
der Genotyp 10 Erntejahr 2014-Frakion 5 behandelten und Mehltau-infizierten
Gerstenblattern.

24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAI

o3 K7 502 5 520 i

0,50 0.26 0.7 0.0 0.38 0H

0.69 042 031 0,28 0,13 0,24

0,50 051 0,20 0.28 0,20 0.20

0,0 0,20 0.08 0.04 0,17 0.05

0.0 0.38 0.20 0.28 0,25 0,6

0,34 0,8 074 0,10 0,10 0,30

041 0.8 0,00 0.7 0,30 027

Kontrolle 0,0 0.01 0.33 034 0.0 0.33

0,08 0,20 0.5 0,13 023 041

0.2 0.6 0B 021 0,17 0.2

0.24 0,37 0.6 0,00 0.7 0,06

0.7 0.35 021 0.06 0,04 0.00

03 0.3 07 0.20 0.02 0,2

024 0,8 0B 027 0,5 0,09

021 0.0 0.5 0.25 022

M 028 027 0.8 0,20 0.8 0.0

5D 0,8 0.13 0,08 0,08 0.0 0.0

0,37 0.1 0,04 0,02 0,74 0,06

027 025 0.07 0.05 0.6 0.00

0.5 0.62 0,05 0.4 023 0.05

0.8 0.3 0,0 0,28 0.07 0,71

044 0.08 0,29 023 0,2 0,8

_ 042 0.28 0.23 0.38 0.2 0,27

< 033 0.25 0.4 0.29 0.7 0,74

'c GT10 1000 0.33 0.39 0.29 0.06 0.23 0,29

£ ppm 0,17 0,11 0.05 0,0 0.06 0.04

- 0,07 0,74 0.04 0.7 0,17 0,7

o 0.8 0D 0.20 0.8 0,33 0,27

- 0.6 0,05 0.29 0.5 0.26 0.20

E 0.13 0.35 0.02 0.27 0,7 021

0.7 0,0 0.04 021 0.7 0.0

= 0,22 0,07 0,6 0,24 027
e 0.8 0.0 0,42

=t M 024 022 0.6 020 077 0.6

3 5D 0, 0.6 0D 0,0 0,07 0,09

= 0,0 0,5 0,13 021 0,71 0,37

2 0,35 0.0 0,52 0,26 0,07 0.37

= 023 0.3 0.7 022 0,0 0.35

= 021 0.25 0.6 0.58 0.6 021

i 042 0,25 0,20 021 041 0.3

S 021 0,17 0.57 0,45 0,8 0.4

s 0,06 077 0.7 025 0,32 0,13

< GT10 500 028 0.39 0.1 035 027 0.5

o ppm 0,13 0,13 023 0,8 0,0 0.

< 013 0,20 0,0 0,29 021 0.31

I 0,08 0.07 0.1 0,13 0.5 0.7

o 07 0.29 0,07 0,25 0,20 0,71

021 047 0,11 0.35 0.22 0,30

0.0 0.20 007 0.6 0,5 0,5

0,06 0.5 0.40 0B 0D 0.8

0.06 0.39 0.1 0,23 0,25

M 0,0 027 022 0,96 0.0 0.02

5D 0.0 0.2 0.6 0,2 0,09 0,09

0.7 0,20 0.9 0,25 0,06 0,5

0,08 0.29 0,22 0.24 0.09 0,25

0.30 0.46 0.26 0.09 0.03 021

0.30 0,35 0,0 023 0,31 0,20

032 0.04 03 0.07 0.5 0.02

036 0.34 04 0.44 023 0,0

038 0,0 0,40 032 0,13 0.0

Frk 5 034 0,34 0,35 041 0,34 0.7

022 0.29 047 0,02 023 0,07

0.0 0.3 0.7 0,8 0,6 0,37

0,29 0,6 0.6 0,06 0.0 0,30

025 031 0,43 0,13 0,03 0,40

0,13 0.1 048 0.7 0.04 0.02

004 0D 023 05 0,0 022

0,6 0,20 0,0 0.7 0,10

0,22 0.03 0,45 0.8 0.7

M 025 026 030 021 0.5 0.8

5D 0.09 0.1 0.3 0,11 0.0 0.1

Anmerkungen: DHAR = Dehydroascorbatreduktase, DHA = oxidierte Ascorbinsadure, FM = Frischmasse,

GT = Genotyp, Frk = Fraktion, HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days after treatment/
infection (Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion
[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Fortsetzung Anlage 54.

24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAI

005 007 0.0 027 0.0 0T
023 0,09 0.30 0,0 0,27 0,27
0.26 0.08 0,31 0,30 021 0.34
0.28 0.04 0,26 0.28 0.6 0.28
0,08 0,02 0.28 0.25 0,28 0.36
0,1 0,05 032 021 0.23 0.36
0,21 0.08 0.28 0,26 0.34 0.36
0,30 0,0 0.H 0.29 0.30 0.36
Kontrolle 0.02 0,08 0.0 0,17 0,5 0.05
0,00 0,07 0.8 0.0 0,08 0,03
0,01 0,2 0.7 0,06 0.05 0,31
0,09 0.01 0,03 0.27 0.09 0.7
0,8 0.0 023 0.05 0.H 0,32
0.8 0.24 0.5 0,17
0,09 0,8 0.1 0,33

0% 0.0
i 0H 0,07 020 0,20 0.8 027
SD 0,0 0,04 0,0 0,08 0,09 0,2
0,20 0,07 0,23 0,22 0,6 0,28
0,07 0.05 0.27 0,11 0.1 0.26
0,17 0.22 021 0.6 0,8 0.28
0,09 0.24 0,09 0,20 021 0,31
. 0.24 0.07 0,11 0.24 0.7 0,33
< 0.22 0.H 0.7 0.25 0,24 0.45
c 0.1 0.1 0,09 0,17 0,0 0.30
g | Gr101000 021 0.08 021 0.20 0.23 0.31
= ppm 0,01 0.03 0.06 0,09
o 0,03 0,08 0.5 0.5
= 0,01 0,00 0,08 0.5
= 0,03 0.27 0.2 0.0
1 0,07 0,08
2 0,34
0,07
E 0,23
< i 0.0 0.8 0.7 0.5 0.6 0.23
= SD 0,09 0,07 0,07 0,09 0,06 0,2
3 0,0 0,77 0,20 0,26 0,77 0,29
g 0,24 0,20 0,02 0.28 0.5 0.30
S 0,30 0,5 037 0.28 0.0 0,40
= 0.24 0,03 0.32 0.27 0.1 033
= 0.27 0.8 0,0 0,0 0,8 0.32
2 0,32 0,05 0,25 0,24 0,20 0.27
e 0.24 01 0,06 0.7 0.26 0.36
< GT10 500 030 0.1 0.05 0,27 0,0 0.24
o ppm 0.0 0,08 0.08 0,77 0.6 0,0
< 0,00 0,06 0,11 0.6 021 0.8
T 0,07 006 0.6 0.1 0.8 0.H
o 0,03 0.04 0,02 0.6 0,07 0,06
= 0.0 0.00 0.28 0,23 0,2 0.05
0,06 0,8 0H 0.28

0,03
W 0.7 0,09 0.6 021 0.5 023
SD 0,1 0,06 0,2 0,06 0,06 0,2
0,17 0,09 021 0,25 0,0 0,35
00 0.05 0,22 0.24 0,28 0.30
0,23 0.08 0.4 0,6 0,0 0,31
031 0,06 0,26 0,27 0,02 0,22
0,27 0,03 0,11 0.26 0.24 0.36
0,8 0.06 0,0 0.40 0.7 0.34
0,29 0,0 0,26 0.30 0,00 0.29
0.30 0B 0.06 0,6 0.08 0,31
Frk 5 0.07 0,5 0,07 0,06 0.05
0,06 0,25 0.04 0.06 0.43
0,03 0.08 0,01 0,0
0.20 0,03 0.21
021 0,08 0.0
0,05 0.23 0.5
0.06 0.6
0.8
i 0.8 0,08 0.0 0.8 0,0 0,25
SD 0.0 0,05 0,07 0,11 0,09 0,0
Anmerkungen: MDHAR = Monodehydroascorbatreduktase, NADH = Nicotinamidadenindinukleotid,

FM = Frischmasse, GT = Genotyp, Frk = Fraktion, HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days
after treatment/infection (Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion
[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Anlage 55: Gehalte an Gesamtascorbat und Gesamtglutathion in mit dem Genotyp 10 Erntejahr 2014-
Gesamtextrakt und der Genotyp 10 Erntejahr 2014-Frakion 5 behandelten und Mehltau-
infizierten Gerstenblattern.

24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAl
XK TR T30 T T s 55
0.82 0.8 0.25 0.95 042 0.04
e 022 0.32 0.07 081 0,0
002 0.25 0.28 B 0,74 0,36
11 0.25 0.53 749 0.38 0.0
5 0.22 0.44 174 047 0,56
134 023 045 065 0,58 0.36
120 0.32 041 196 0.66 0.54
Kontrolle 084 104 0.75 0.56 51 154
08 084 0.64 053 104 153
0,70 046 0.80 124 102 D
0.59 051 0.74 21 128 71
0.34 0.73 0.73 0.06 0.78 043
0.0 0.78 0.68 108 0.83 0.36
0,28 0.66 0.69 104 0.97 102
0.35 0.77 0,70 700 7 0,55
M 0.79 048 055 101 0,82 0,80
5D 036 0,29 0.1 048 033 0,50
0,57 0,55 172 0,64 0,53 0,30
0.76 0,45 169 0,0 0.65 0.26
0.98 063 7 163 0.30 0.20
0.04 0.62 © 048 0.45 0.22
123 0.55 2 6,4 0,68 0.97
16 0.39 0 186 057 0.99
062 0.52 5 0,01 0.57 104
GT10 1000 0.39 043 162 252 0.73 0,85
ppm 2 t a 53 5 5
_ 034 0.00 16 03 0.67 3
= 0.27 0.02 1% 0.30 0.84 129
T 045 0.62 106 0.64 0.00 0,04
o 051 0.70 700 067 0.89 0.02
= 0.87 133 057 0.89 0.68
S 081 0.70 0.78 0.63
1S M 0,67 0,70 121 19 0,66 0,71
= 5D 030 024 0,30 164 0,17 0,36
ﬁ' 751 0,68 0,87 0,25 0,55 024
2 3.06 0,85 13 0.26 0.21 0.42
a 30 0.54 10 0.67 043 037
+ 7 0.73 706 022 042 049
< 306 0.88 062 0.70 0.5 061
) 6.08 0.66 0.57 0.67 0,20 0.55
< 121 0.68 104 0,65 0.57 160
GT10 500 T 0.83 0.94 0,69 0.57 082
m 0.03 40 122 0,50 048 0.94
PP 0.09 29 0,08 0.46 0,68 149
0.06 35 1% 044 046 0,68
0.08 46 700 0,52 043 134
0,6 54 0,70 0,77 0,76
0,69 53 0.83 0.81 0.82
0,11 0.02 07 0,51
0,0 0.02 08 0.45
M 128 103 097 050 048 0.76
5D 163 036 021 0,8 0,20 041
9,07 0.59 125 0,56 0.36 106
0.95 0.59 144 191 0.22 101
5.74 0.56 181 222 0.25 02
3.85 05 160 0.68 0.24 0,24
124 0.9 104 0.53 0.0 0.46
944 0.80 01 043 0.0 054
109 0.90 7 045 0,27 0.64
Frk 5 0,0 0.84 % 0,54 0.23 053
0,20 10 30 0.55 0.77 0.72
0.39 107 20 0.73 0.79 0.74
0.74 0,89 36 0.70 103 0.59
0.02 0.90 83 0.86 109 0.84
0.69 108 38 0.82 0,66 0.0
0.0 082 i5 057 0.6
0R 37 56 0,51 049
44 58 0,63 0,59
M 756 090 40 085 0,50 0,58
5D 325 027 028 056 0,30 0,30
Anmerkungen: AsA = reduziertes Ascorbat, DAsA = oxidiertes Ascorbat, FM = Frischmasse,

GT = Genotyp, Frk = Fraktion, HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days after treatment/
infection (Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion
[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Fortsetzung Anlage 55.

24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAI
0os 006 000 o0 020 020
0.23 0.07 0,0 06 0,5 0.0
0.20 0H 022 0.20 0.23 0K
0.30 0,09 0.4 0.20 0.20 0,06
002 0,6 0B 0.23 0,09 0,0
021 0.1 0K 0.23 0,0 0,09
0,28 0.8 06 0.8 0.6 0.07
0.23 0,08 0B 0.20 0,22 0.0
Kontrolle 021 0.8 024 0.24 021 0.25
0,20 023 0.28 0.27 0.8 0.27
0.8 0.23 0.23 0.35 0,20 0.27
024 0.29 0.0 0.28 0.28
0.5
025
0.27
0.26
M 023 07 (K2 023 07 0.6
5D 004 0,07 0,06 0.05 0,05 0,08
021 0,0 0,0 0,27 0.4 0,07
0.7 0,08 0B 0.23 0% 0.8
0.5 0.09 0,08 0.24 0H 0,08
0.6 0.08 0,0 0.25 0.0 0,11
0,22 0.0 0.8 0.29 0H 0.0
0.22 0,07 0,09 0.26 0.21 0,06
0.6 0.08 0,11 0,8 0.0 0.8
GT10 1000 021 0,08 0.6 0.26 0.0 0.09
ppm 0B 0.23 05 0.25 0.0 0.25
0.0 0.20 06 0.39 0.8 0.29
. 0.0 0.1 0.8 0.34 0,27 0.26
= 0.8 0.0 023 0.26 0,21
T 0,22
o 021
= 0T
o) 026
E M 0,0 08 07 027 0% 0.5
% SD 0,04 0,06 0,04 0,05 0,05 0,08
0.6 0,04 0.8 0,31 0,05 0.0
i 0.7 0,17 0.5 0.5 0,11 0,06
@ 0.6 0B Xi 05 07 0,0
+ 0.0 0,09 0.04 KA 0.7 0K
- 022 0.7 0.7 0.7 0,09 07
b 0.20 0,08 0.5 0.24 0,71 0,08
o 0,8 0.09 0.0 0,8 0,05 0.7
GT10 500 0B 0.27 0B 0K 0.07 0.0
ppm oE 553 55 555 ¥
0H 0, 0.33 0.30 0,33
0B 0.26 0.22 0.05
0,20
0.25
0,0
K
M 0.7 0.5 07 023 0.7 0.7
5D 0,03 0,07 0,05 0.08 0,08 0,08
0,20 0,6 0,1 0,07 0,17 024
0.8 0,07 0,08 0.09 0.8 0.20
0,20 0.6 0.04 0.24 0.0 0.7
0.0 0.0 0.04 021 KA 0B
0.6 0.6 0,6 0,20 0.0 0
0,22 0B 0. 0,8 0.0 0,00
0.0 0,09 0.8 0,07 0,08 0.07
Frk 5 08 0.07 0D 0.06 0.08 0.05
023 0.23 0.0 022 033 0,0
02 0.24 023 0.24 0.25 0,39
0.2 0.0 0.5 0.33 0.27 0.8
0.03 022 023 0.35 0.24 0D
0.20
0,17
M 0.0 05 0R 0.0 [oKid 0.5
5D 0,03 0,06 0,06 0.0 0,08 0,00
Anmerkungen: GSH = reduziertes Glutathion, GSSG = oxidiertes Glutathion, FM = Frischmasse,

GT = Genotyp, Frk = Fraktion, HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days after treatment/
infection (Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion

[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Anlage 56: Aktivititen der enzymatischen Antioxidantien in mit dem Genotyp 02 Erntejahr 2012-Extrakt
behandelten und Mehltau-infizierten Gerstenblattern.

24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAl
80,42 106,50 332,51 106,04 146,79 24294
76,51 116,93 209,92 91,79 171,12 249,12
65,49 90,35 306,44 76,75 78,26 123,29
94,72 81,92 200,78 39,80 107,55 123,16
. Kontrolle
A 100,48 75,88 140,32 96,74 149,51 168,91
IS 71,98 91,24 112,48 32,32 89,86 190,67
g’ 58,40 90,08 482,20 32,46 85,50 218,02
|I.§|_ 57,68 90,63 114,80 96,17 85,82 128,09
2 M 75,71 92,94 237,43 71,51 114,30 180,53
(5: SD 15,77 13,07 128,67 31,49 36,07 52,86
10: 157,73 26,76 104,14 134,28 85,94 156,27
:EL 116,06 32,89 67,84 126,12 76,14 128,06
E 108,89 74,16 225,28 69,07 79,93 395,49
'é 139,62 108,94 218,06 129,21 72,79 210,31
< GT02 E12
- 79,94 21,17 398,11 95,25 64,86 285,47
S 72,37 44,50 419,07 85,68 99,48 221,66
49,99 194,63 85,52 66,72 80,51
66,20 313,98 106,74 82,75 113,43
M 112,43 53,08 242,64 103,99 78,57 198,90
SD 33,10 29,12 127,24 23,97 11,20 103,47
0,63 0,40 0,40 1,25 1,13 0,16
1,11 0,28 0,26 0,43 0,62 0,25
1,13 0,29 0,10 0,25 1,06 0,38
~ Kontrolle 2,05 0,52 0,11 0,51 0,94 0,26
T 1,91 0,90 0,27 0,90 0,79 0,39
E 0,43 0,69 0,35 0,50 0,50 0,59
= 0,66 0,61 0,27 0,87
E 0,78 0,10
e M 1,13 0,51 0,36 0,53 0,84 0,42
%: SD 0,63 0,24 0,23 0,38 0,25 0,24
© 1,25 0,33 0,34 0,45 0,27 0,69
5—, 0,69 0,25 0,12 0,51 0,15 0,35
i‘g 0,25 0,31 0,13 0,89 0,10 0,15
g GT02 E12 0,23 0,68 0,74 1,11 0,23 0,39
n<: 0,27 1,11 0,22 0,85 0,45 0,62
g 0,65 0,99 0,65 0,40 0,35 0,36
0,90 0,66 0,20 0,10 1,13
1,02 0,66 0,35 1,14
M 0,66 0,61 0,41 0,63 0,25 0,60
SD 0,39 0,37 0,27 0,30 0,13 0,37
Anmerkungen: CAT = Katalase, DHAR = Dehydroascorbatreduktase, FM = Frischmasse,

DHA = oxidierte Ascorbinsaure, GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012);
GT02 E12 Ethylacetat-Phase 1000 ppm;

HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days after treatment/infection

(Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion

[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Anlagen

Fortsetzung Anlage 56.

24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAI

2,72 1,80 0,52 1,81 1,02 0,74

2,19 1,71 0,70 1,52 1,48 3,45

2,66 0,58 0,50 1,37 1,34 2,19

—~ 2,49 0,59 0,58 1,11 0,90 3,24
= Kontrolle

E 1,33 0,77 0,73 1,48 0,74 3,53

% 1,62 1,91 0,55 1,50 1,23 2,46

s 1,47 1,27 1,53 2,18

= 1,16 1,88 3,99

= M 2,07 1,22 0,60 1,46 1,26 2,72

B SD 0,59 0,54 0,10 0,23 0,37 1,05

ﬁ 0,82 0,91 0,27 1,52 2,15 1,16

g 1,00 0,19 0,84 1,36 1,53 0,78

% 1,47 0,40 0,36 1,22 1,38 0,74

= 1,23 0,16 0,58 1,49 1,54 0,56

g GTo2E12 0,82 0,61 0,50 0,92 0,76 0,94

X 132 0,41 0,85 127 1,10

=< 1,47 0,46 0,44 0,92

1,08

M 1,16 0,45 0,55 1,30 1,47 0,91

SD 0,29 0,26 0,23 0,22 0,50 0,21

2,87 0,93 0,70 1,43 1,29 0,99

3,09 1,49 0,87 1,24 1,21 1,26

1,75 0,76 1,24 1,16 0,78 0,82

_ Kontrolle 4,54 1,25 0,95 1,49 0,53 1,09

= 2,09 0,73 1,02 1,62 0,62 1,05

E 2,69 0,98 1,06 1,39 0,82 1,93

> 2,80 0,74 1,37 1,18 0,99 0,95

2 1,88 0,83 1,21 1,46

i’ vl 271 0,08 1,00 1,36 0,03 119

o SD 0,89 0,29 0,22 0,17 0,29 0,36

= 0,86 0,79 0,42 1,10 0,77 1,77

g 1,38 1,08 0,95 113 1,12 0,94

:% 1,10 1,31 1,09 1,14 1,18 0,96

s 1,46 1,49 2,39 1,03 1,01 0,72
= GT02 E12

= 1,06 1,02 1,18 1,17 1,21 1,23

g' 1,03 1,37 2,37 1,27 0,81 1,35

1,16 1,27 1,29 1,76 1,51 0,88

1,23 1,61 1,98 1,25 1,56

M 1,16 1,24 1,46 1,23 1,09 1,18

SD 0,19 0,27 0,71 0,23 0,26 0,37

Anmerkungen: APX = Ascorbatperoxidase, GR = Glutathionreduktase, FM = Frischmasse,

NADPH = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, GT = Genotyp, E = Erntejahr
(z.B. E12 = Erntejahr 2012);

GT02 E12 Ethylacetat-Phase 1000 ppm;

HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days after treatment/infection
(Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion
[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Fortsetzung Anlage 56.

24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAI

0,42 0,20 0,17 0,37 0,17 0,44

0,36 0,36 0,31 0,24 0,48 0,81

0,35 0,25 0,31 0,41 0,27 0,48

— 0,78 0,20 0,30 0,29 0,23 0,49
0= Kontrolle

= 0,37 0,32 0,25 0,19 0,22 0,67

N 0,18 0,21 0,42 0,22 0,32 0,51

s 0,35 0,15 0,21 0,31 0,85

uc;n 0,29 0,26 0,81

% M 0,39 0,26 0,27 0,27 0,28 0,63

<Z( SD 0,17 0,07 0,09 0,08 0,10 0,17

g 0,18 0,27 0,36 0,31 0,11 0,46

33 0,09 0,10 0,20 0,46 0,25 0,62

E‘g 0,24 0,14 0,31 0,35 0,31 0,16

%l GT02 E12 0,19 0,03 0,86 0,20 0,25 0,44

E 0,39 0,25 0,43 0,24 0,34 0,41

E 0,26 0,65 0,49 0,25 0,42

= 0,24 0,30 0,53 0,30 0,28

0,12 0,61 0,54 0,53

M 0,21 0,16 0,47 0,39 0,26 0,42

SD 0,09 0,10 0,22 0,13 0,08 0,14

Anmerkungen: MDHAR = Monodehydroascorbatreduktase, NADH = Nicotinamidadenindinukleotid,

FM = Frischmasse, GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012);

GT02 E12 Ethylacetat-Phase 1000 ppm;

HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days after treatment/infection
(Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion
[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Anlage 57: Gehalte der nicht-enzymatischen Antioxidantien in mit dem Genotyp 02 Erntejahr 2012-

Extrakt behandelten und Mehltau-infizierten Gerstenblattern.
24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAI
0,22 0,31 1,12 0,33 0,48 3,13
0,33 0,34 1,01 0,36 0,39 4,68
Kontrolle
= 0,26 0,17 1,46 0,46 0,51 2,51
ul;) 0,41
% M 0,27 0,27 1,20 0,39 0,45 3,44
£ SD 0,06 0,09 0,24 0,07 0,05 1,12
E 0,32 0,38 3,90 2,82 0,42 2,19
8 0,78 0,41 4,06 0,51 0,49 1,30
: GT02 E12
‘}, 0,51 0,50 2,51 0,68 0,47 1,80
< 0,35 2,98 1,92 0,46 2,22
M 0,54 0,41 3,36 1,48 0,46 1,88
SD 0,23 0,07 0,74 1,09 0,03 0,43
0,06 0,21 -0,70 -0,32 -0,20 -2,63
1,23 1,98 -0,52 -0,26 -0,06 -4,15
Kontrolle
= 0,77 0,93 -1,12 -0,22 -0,14 -1,92
o
= -0,01
5 M 0,69 1,04 -0,78 -0,27 -0,11 -2,90
5 SD 0,59 0,89 0,31 0,05 0,08 1,14
E" -0,18 -0,10 -2,52 -2,61 -0,09 -0,83
(5? -0,58 -0,01 -3,05 -0,45 -0,21 -0,72
< GT02 E12
2 -0,35 0,06 -1,14 -1,67 -0,07 -0,89
o 0,45 -1,37 -0,13 -1,05
M -0,37 0,10 -2,02 -1,58 -0,13 -0,87
SD 0,20 0,24 0,92 1,08 0,06 0,14
0,28 0,51 0,42 0,01 0,27 0,49
1,56 2,32 0,42 0,10 0,33 0,53
Kontrolle
S 1,03 1,10 0,49 0,24 0,37 0,58
"'t;) 0,23 0,33 0,34 0,40 0,68
3 M 0,77 1,06 0,42 0,12 0,34 0,57
% SD 0,64 0,90 0,06 0,12 0,05 0,08
z; 0,24 0,28 1,38 0,21 0,33 1,36
(2] 0,14 0,40 1,01 0,06 0,27 0,59
+ GT02 E12
3:’ 0,20 0,56 1,37 0,25 0,40 0,91
< 0,16 0,80 1,61 0,33 1,17
M 0,18 0,51 1,34 0,17 0,33 1,01
SD 0,04 0,23 0,25 0,10 0,05 0,33
Anmerkungen: AsA = reduziertes Ascorbat, DAsA = oxidiertes Ascorbat, FM = Frischmasse,

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012);

GT02 E12 Ethylacetat-Phase 1000 ppm;

HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days after treatment/infection
(Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion

[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Fortsetzung Anlage 57.

24 HAT 48 HAT 7 DAT 24 HAI 48 HAI 7 DAI
0,14 0,25 0,40 0,22 0,44 0,64
-0,01 0,28 0,47 0,14 0,16 0,56
Kontrolle
= 0,02 0,30 0,46 0,11 0,31 0,73
'; 0,54 0,15 0,60
% M 0,05 0,28 0,46 0,16 0,27 0,63
:E,_ SD 0,08 0,02 0,06 0,05 0,14 0,07
E 0,13 0,20 0,45 0,40 0,23 0,60
3 0,20 0,19 0,39 0,19 0,25 0,36
: GT02 E12
% 0,25 0,21 0,49 0,21 0,32 0,62
o 0,12 0,19 0,50 0,19 0,34
M 0,17 0,20 0,46 0,27 0,25 0,48
SD 0,06 0,01 0,05 0,12 0,06 0,15
0,07 0,02 0,14 0,10 0,03 0,20
0,08 0,01 0,17 0,07 0,09 0,18
Kontrolle
= 0,10 0,02 0,10 0,08 0,03 0,14
"'5, 0,12 0,13 0,08 0,11 0,24
% M 0,09 0,02 0,14 0,08 0,06 0,19
5 SD 0,02 0,00 0,03 0,01 0,04 0,04
s 0,07 0,10 0,11 0,14 0,13 0,15
3 0,10 0,11 0,13 0,17 0,09 0,10
i) GT02 E12
N 0,11 0,12 0,17 0,10 0,16 0,09
n
o 0,08 0,10 0,17 0,09 0,13 0,14
M 0,09 0,11 0,15 0,12 0,13 0,12
SD 0,02 0,01 0,03 0,04 0,03 0,03
0,22 0,28 0,54 0,31 0,47 0,84
0,09 0,27 0,64 0,21 0,26 0,75
Kontrolle
=S 0,14 0,29 0,56 0,01 0,33 0,87
"'5) 0,32 0,67 0,20 0,26 0,85
% M 0,15 0,29 0,60 0,18 0,33 0,83
§ SD 0,07 0,02 0,06 0,13 0,10 0,05
8 0,21 0,29 0,57 0,00 0,36 0,75
o 0,30 0,30 0,52 0,57 0,34 0,46
+ GT02 E12
% 0,36 0,34 0,67 0,29 0,48 0,72
o 0,19 0,29 0,67 0,30 0,32 0,47
M 0,26 0,30 0,61 0,29 0,37 0,60
SD 0,08 0,02 0,08 0,23 0,07 0,15
Anmerkungen: GSH = reduziertes Glutathion, GSSG = oxidiertes Glutathion, FM = Frischmasse,

GT = Genotyp, E = Erntejahr (z.B. E12 = Erntejahr 2012);

GT02 E12 Ethylacetat-Phase 1000 ppm;

HAT/DAT/HAI/DAI = engl. hours/days after treatment/infection
(Stunden/Tage nach der Behandlung/Infektion
[Mehltau-infizierte Gruppe {HAI/DAI} und erregerfreie Gruppe {HAT/DAT}])
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Anlage 58: Vorversuche des Mutantenscreenings mit dem Genotyp 02 Erntejahr 2012-Extrakt und den Mutanten npr1-1 und ein2-1.

Mehltau-Befall [%] M SD
Col-8 Kontrolle 100 100 75 66 - 85 17,42
Col-8 GTO02 0 6 13 23 - 11* 9,88
npr1-1 Kontrolle 100 100 70 75 - 86 16,01
npr1-1 GT02 60 40 70 25 - 49* 20,16
Col-8 Kontrolle 80 90 95 95 85 89 6,52
Col-8 GTO02 70 60 50 85 50 63 14,83
ein2-1 Kontrolle 90 100 100 100 80 94 8,94
ein2-1 GT02 100 80 90 100 100 94 8,94
Anmerkungen: Befall von Arabidopsis-Blattern unterer Blattrosetten des Wildtyps Col-8, der Salicylsdure-defizienten Mutante npr7-1 und der Ethylen-defizienten Mutante

ein2-1 13 d nach der Infektion mit Erysiphe cruciferarum im Test an ganzen Pflanzen mit der 24 h prainfektionell applizierten Ethylacetat-Phase (0,1 %) des
Genotyps 02 (GT02) Erntejahr 2012 (E12).

Signifikante Unterschiede im Befallsgrad gegeniiber der jeweiligen Kontrolle sind mit Sternchen markiert (Holm-Sidak-Test / Tukey-Test, P < 0,021).
Col-8_GTO02 versus (vs.) npr1-1_GT02: P = 0,024, Col-8_GT02 vs. ein2-1_GT02: P = 0,032

uabejuy
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Anlage 59: Intensitat des Mehltaubefalls von Arabidopsis-Blattern des Wildtyps Col-8 und der Mutante pad4-7 im Blattsegmenttest
mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014 sowie Zahl an Mehltaukonidien auf den zugehérigen Blattausschnitten.

uabejuy

Versuch PG B1 B2 B3 B4 | B5 | B6 | B7 B8 B9 | B10 | B11 | B12 | B13 | B14 | B15 | B16 M SD SEM

Kontrolle 80 90 | 100 | 90 50 90 | 100 | 70 50 | 100 | 90 95 | 100 | 95 95 90 87 16,30 | 4,08

Col-8 GT10 50 40 40 40 50 40 30 20 30 20 70 10 20 10 - - 34 16,92 | 4,52

1 Kontrolle | 100 | 70 | 100 | 80 90 90 70 | 100 | 80 80 80 80 | 100 | 85 - - 86 10,77 | 2,88

pad41 GT10 30 50 50 10 40 60 10 10 20 60 50 40 50 30 20 - 35 18,07 | 4,67

Kontrolle 80 | 100 | 100 | 100 | 80 | 100 | 95 | 100 | 80 | 100 | 90 | 100 | 95 | 100 | 80 70 92 10,31 | 2,58

Col-8 GT10 40 50 60 50 30 40 30 20 90 80 50 80 50 20 40 10 46 22,77 | 5,69

2 Kontrolle 70 90 80 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 90 | 100 | 80 | 100 | 100 - 93 9,76 2,52

pads-1 GT10 50 60 80 70 60 90 50 80 60 70 80 90 40 40 40 80 65 17,51 | 4,38

Kontrolle 90 | 100 | 80 | 100 | 90 | 100 | 95 | 100 | 85 85 70 85 | 100 | 90 85 | 100 91 8,98 2,25

Col-8 GT10 20 20 10 70 10 10 10 30 20 10 80 60 10 10 60 40 29 24,62 | 6,16

’ Kontrolle 90 90 90 | 100 | 100 | 80 90 85 70 60 70 90 85 85 | 100 | 40 83 16,02 | 4,00

pads-1 GT10 100 | 100 | 30 70 40 40 30 30 30 40 80 70 80 | 100 | 85 85 63 27,92 | 6,98
Anmerkungen: PG = Prifglied, GT = Genotyp, B = Blatt;

GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,5 %;

Drei unabhangige Versuche (V1 bis V3):

V1:  Ansaat = 01.10.2014, Applikation = 25.11.2014, Mehltau-Vermehrung = 12.11.2014, Inokulation = 27.11.2014, Inokulumdichte = 1,63 Konidien / mm?
(n =4 in Doppelbest.), Bonitur = 04.+05.12.2014 (7-8 d nach der Infektion [engl. days after infection {DAI}]), Auszahlung = 05.(+06.)12.2014 (8 DAI)

V2:  Ansaat = 15.10.2014, Applikation = 09.12.2014, Mehltau-Vermehrung = 27.11.2014, Inokulation = 11.12.2014, Inokulumdichte = 1,50 Konidien / mm?
(n =4 in Doppelbest.), Bonitur = 18.12.2014 (7 DAI), Auszahlung = 18.12.2014 (7 DAI)

V3: Ansaat = 14.01.2015, Applikation = 10.03.2015, Mehltau-Vermehrung = 25.02.2015, Inokulation = 12.03.2015, Inokulumdichte = 1,63 Konidien / mm?
(n =4 in Doppelbest.), Bonitur = 20.03.2015 (8 DAI), Auszahlung = 20.03.2015 (8 DAI);

Dunn-Test:
Col-8_Kontrolle versus (vs.) Col-8_GT10 <0,001
pad4-1_Kontrolle vs. pad4-1_GT10 <0,001

Col-8_Kontrolle vs. pad4-1_Kontrolle 1,000
pad4-1_GT10 vs. Col-8_GT10 0,079
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Fortsetzung Anlage 59.

\'} PG Bf1 Bf2 Bf3 Bf4 Bf5 Bf6 Bf7 Bf8 Bf9 Bf10 Bf11 Bf12 Bf13 Bf14 Bf15 Bf16
Kontrolle | 192.500 | 145.000 | 160.000 | 145.000 | 107.500 | 102.500 | 10.000 | 12.500 | 30.000 | 32.500 2.500 7.500 30.000 | 22.500 | 27.500 | 42.500
Col-8 GT10 12.500 | 27.500 | 30.000 | 47.500 | 55.000 | 45.000 2.500 5.000 12.500 | 12.500 | 20.000 | 12.500 | 127.500 | 77.500 2.500 0
1 Kontrolle | 432.500 | 365.000 | 82.500 | 90.000 | 67.500 | 55.000 5.000 15.000 | 192.500 | 127.500 | 72.500 | 75.000 | 192.500 | 207.500 | 177.500 | 177.500
padd-1 GT10 75.000 | 72.500 7.500 7.500 45.000 | 60.000 | 15.000 | 10.000 | 300.000 | 302.500 | 32.500 | 30.000 | 297.500 | 277.500 | 17.500 | 12.500
Kontrolle 7.500 12,500 | 10.000 7.500 45.000 | 87.500 | 105.000 | 170.000 | 332.500 | 392.500 | 32.500 | 22.500 | 145.000 | 120.000 | 15.000 | 15.000
Col-8 GT10 2.500 15.000 | 25.000 | 12.500 | 47.500 | 40.000 7.500 10.000 | 12500 | 12.500 | 12.500 | 12500 | 17.500 | 15.000 5.000 7.500
2 Kontrolle | 102.500 | 87.500 | 20.000 | 30.000 | 315.000 | 472.500 | 302.500 | 292.500 | 175.000 | 155.000 | 105.000 | 100.000 | 25.000 | 12.500 | 122.500 | 77.500
padd-1 GT10 55.000 | 85.000 | 17.500 | 10.000 | 32.500 | 27.500 | 15.000 | 25.000 | 125.000 | 70.000 | 32.500 | 32.500 | 37.500 | 55.000 2.500 2.500
Kontrolle 20.000 5.000 7.500 7.500 | 270.000 | 390.000 | 50.000 | 42.500 | 67.500 | 60.000 5.000 12.500 | 25.000 | 17.500 2.500 10.000
Col-8 GT10 12.500 | 12.500 0 0 10.000 7.500 2.500 0 27.500 | 32.500 | 15.000 | 10.000 | 25.000 | 40.000 5.000 7.500
3 Kontrolle | 230.000 | 240.000 | 80.000 | 115.000 | 185.000 | 180.000 | 22.500 | 17.500 | 180.000 | 242.500 | 50.000 | 57.500 | 352.500 | 240.000 0 5.000
padd-1 GT10 307.500 | 160.000 | 50.000 | 35.000 5.000 5.000 32,500 | 32.500 | 70.000 | 120.000 | 5.000 7.500 7.500 7.500 7.500 12.500
Anmerkungen: V = Versuch, PG = Priifglied, GT = Genotyp, Bf = Blattflache/-ausschnitt;

GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,5 %;

Drei unabhangige Versuche (V1 bis V3):

V1:  Ansaat = 01.10.2014, Applikation = 25.11.2014, Mehltau-Vermehrung = 12.11.2014, Inokulation = 27.11.2014, Inokulumdichte = 1,63 Konidien / mm?

(n =4 in Doppelbest.), Bonitur = 04.+05.12.2014 (7-8 d nach der Infektion [engl. days after infection {DAI}]), Auszahlung = 05.(+06.)12.2014 (8 DAI)

V2:  Ansaat = 15.10.2014, Applikation = 09.12.2014, Mehltau-Vermehrung = 27.11.2014, Inokulation = 11.12.2014, Inokulumdichte = 1,50 Konidien / mm?
(n =4 in Doppelbest.), Bonitur = 18.12.2014 (7 DAI), Auszéhlung = 18.12.2014 (7 DAI)
V3:  Ansaat = 14.01.2015, Applikation = 10.03.2015, Mehltau-Vermehrung = 25.02.2015, Inokulation = 12.03.2015, Inokulumdichte = 1,63 Konidien / mm?

(n =4 in Doppelbest.), Bonitur = 20.03.2015 (8 DAI), Auszahlung = 20.03.2015 (8 DAI);

Dunn-Test:

Col-8_Kontrolle versus (vs.) Col-8_GT10 0,005
pad4-1_Kontrolle vs. pad4-1_GT10

Col-8_Kontrolle vs. pad4-1_Kontrolle

pad4-1_GT10 vs. Col-8_GT10

<0,001
0,002
0,017

uabejuy
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Anlage 60: Intensitat des Mehltaubefalls von Arabidopsis-Blattern des Wildtyps Col-8 und der Mutante MYB517 im Blattsegmenttest
mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014 sowie Zahl an Mehltaukonidien auf den zugehérigen Blattausschnitten.

uabejuy

Versuch PG B1 B2 B3 B4 | B5 | B6 | B7 B8 B9 | B10 | B11 | B12 | B13 | B14 | B15 | B16 M SD SEM
1 Col-8 Kontrolle 80 90 | 100 | 90 | 100 | 95 95 | 100 | 100 | 70 | 100 | 90 | 100 | 100 | 90 70 92 10,31 | 2,58
GT10 60 70 60 40 40 30 70 30 50 30 80 70 0 80 0 10 45 26,04 | 6,51
MYB51 Kontrolle 60 70 30 50 70 80 80 10 | 100 | 90 90 80 | 100 | 50 | 100 | 50 69 26,20 | 6,55
GT10 40 50 70 70 40 30 40 30 70 30 20 70 70 | 100 | 70 - 53 22,57 | 5,83
2 Col-8 Kontrolle 40 | 100 | 50 60 30 30 50 80 80 40 60 70 40 | 100 | 40 40 57 23,01 | 5,75
GT10 50 30 30 40 40 30 40 30 30 20 50 20 20 30 30 - 33 9,61 2,48
MYB51 Kontrolle 70 50 30 40 50 80 50 40 40 50 80 80 40 40 50 30 51 17,08 | 4,27
GT10 20 20 20 30 30 30 20 20 30 30 30 10 10 10 - - 22 8,02 2,14
3 Col-8 Kontrolle 40 50 50 80 50 55 50 60 55 65 90 85 75 75 90 95 67 17,67 | 4,42
GT10 45 10 70 80 90 15 10 5 15 15 10 10 95 70 20 70 39 33,61 | 8,40
MYB51 Kontrolle 50 50 60 45 50 90 70 90 70 95 80 95 30 80 60 95 69 20,81 | 5,20
GT10 60 55 60 55 30 35 10 30 5 10 5 10 10 5 0 0 24 22,69 | 5,67

Anmerkungen: PG = Prifglied, GT = Genotyp, B = Blatt;

GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,5 %;

Drei unabhangige Versuche (V1 bis V3):

V1:  Ansaat = 11.03.2015, Applikation = 11.05.2015, Mehltau-Vermehrung = 28.04.2015, Inokulation = 13.05.2015, Inokulumdichte = 1,02 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 20.05.2015 (7 d nach der Infektion [engl. days after infection {DAI}]), Auszahlung = 21.4+22.05.2015 (8-9 DAI)

V2:  Ansaat = 08.04.2015, Applikation = 02.06.2015, Mehltau-Vermehrung = 13.05.2015, Inokulation = 04.06.2015, Inokulumdichte = 0,55 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 11.06.2015 (7 DAI), Auszahlung = 11.+13.06.2015 (7-9 DAI)

V3: Ansaat = 03.06.2015, Applikation = 28.07.2015, Mehltau-Vermehrung = 15.07.2015, Inokulation = 30.07.2015, Inokulumdichte = 1,52 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 06.08.2015 (7 DAI), Auszahlung = 07.08.2015 (8 DAI);

Dunn-Test:
Col-8_Kontrolle versus (vs.) Col-8_GT10 <0,001
MYB51_Kontrolle vs. MYB51_GT10 <0,001

Col-8_Kontrolle vs. MYB51_Kontrolle 0,986
MYB51_GT10 vs. Col-8_GT10 1,000
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Fortsetzung Anlage 60.

\'} PG Bf1 Bf2 Bf3 Bf4 Bf5 Bf6 Bf7 Bf8 Bf9 Bf10 Bf11 Bf12 Bf13 Bf14 Bf15 Bf16
Kontrolle 82.500 | 72.500 | 67.500 | 57.500 | 347.500 | 305.000 | 295.000 | 392.500 | 172.500 | 197.500 | 42.500 | 40.000 | 172.500 | 155.000 | 57.500 | 55.000
Col-8 GT10 112,500 | 110.000 | 27.500 | 25.000 | 217.500 | 145.000 | 10.000 | 30.000 5.000 10.000 | 10.000 | 25.000 | 82.500 | 77.500 0 7.500
! Kontrolle 75.000 | 42.500 2.500 5.000 | 350.000 | 275.000 | 150.000 | 175.000 | 185.000 | 210.000 | 85.000 | 80.000 | 187.500 | 137.500 | 15.000 | 37.500
MYBST GT10 77.500 | 90.000 0 32500 | 22.500 | 15.000 | 42.500 | 37.500 | 27.500 | 22.500 2.500 7.500 | 272.500 | 212.500 | 90.000 | 100.000
Kontrolle 10.000 | 15.000 5.000 15.000 | 15.000 | 15.000 7.500 7.500 5.000 7.500 5.000 2.500 5.000 2.500 12.500 2.500
Col-8 GT10 17.500 5.000 2.500 10.000 0 2.500 22,500 | 20.000 5.000 5.000 5.000 2.500 2.500 2.500 0 5.000
2 Kontrolle 0 10.000 0 2.500 15.000 | 25.000 | 15.000 7.500 | 185.000 | 215.000 | 7.500 5.000 5.000 2.500 12.500 | 30.000
MYBST GT10 2.500 2.500 7.500 5.000 2.500 2.500 2.500 7.500 2.500 5.000 0 7.500 5.000 5.000 2.500 2.500
Kontrolle | 160.000 | 202.500 | 60.000 | 80.000 | 17.500 | 37.500 | 15.000 5.000 42500 | 62.500 7.500 17.500 | 130.000 | 145.000 | 15.000 | 10.000
Col-8 GT10 50.000 | 77.500 | 25.000 7.500 12.500 | 12.500 | 25.000 | 22.500 5.000 0 7.500 22500 | 45.000 | 42.500 | 35.000 7.500
3 Kontrolle 40.000 | 42.500 5.000 12.500 | 492.500 | 407.500 | 112.500 | 70.000 | 185.000 | 152.500 | 62.500 | 52.500 | 92.500 | 105.000 | 7.500 0
MYBST GT10 150.000 | 285.000 | 60.000 | 132.500 | 262.500 | 215.000 | 10.000 7.500 5.000 5.000 2.500 0 10.000 5.000 5.000 2.500
Anmerkungen: V = Versuch, PG = Priifglied, GT = Genotyp, Bf = Blattflache/-ausschnitt;

GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,5 %;

Drei unabhangige Versuche (V1 bis V3):

V1: Ansaat = 11.03.2015, Applikation = 11.05.2015, Mehltau-Vermehrung = 28.04.2015, Inokulation = 13.05.2015, Inokulumdichte = 1,02 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 20.05.2015 (7 d nach der Infektion [engl. days after infection {DAI}]), Auszahlung = 21.+22.05.2015 (8-9 DAI)

V2: Ansaat = 08.04.2015, Applikation = 02.06.2015, Mehltau-Vermehrung = 13.05.2015, Inokulation = 04.06.2015, Inokulumdichte = 0,55 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 11.06.2015 (7 DAI), Auszahlung = 11.+13.06.2015 (7-9 DAI)

V3:  Ansaat = 03.06.2015, Applikation = 28.07.2015, Mehltau-Vermehrung = 15.07.2015, Inokulation = 30.07.2015, Inokulumdichte = 1,52 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 06.08.2015 (7 DAI), Auszahlung = 07.08.2015 (8 DAI);

Tukey-Test:
Col-8_Kontrolle versus (vs.) Col-8_GT10 0,045
MYB51_Kontrolle vs. MYB51_GT10 0,014

Col-8_Kontrolle vs. MYB51_Kontrolle 0,998
MYB51_GT10 vs. Col-8_GT10 0,997
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Anlage 61: Intensitat des Mehltaubefalls von Arabidopsis-Blattern des Wildtyps Col-8 und der Mutante ein2-1 im Blattsegmenttest
mit der Ethylacetat-Phase des Genotyps 10 Erntejahr 2014 sowie Zahl an Mehltaukonidien auf den zugehérigen Blattausschnitten.

Versuch PG B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 | B10 | B11 | B12 | B13 | B14 | B15 | B16 M SD SEM
Col-8 Kontrolle 80 90 100 | 90 100 | 95 95 100 | 100 | 70 100 | 90 100 | 100 | 90 70 92 10,31 | 2,58
1 GT10 60 70 60 40 40 30 70 30 50 30 80 70 0 80 0 10 45 26,04 | 6,51
ein2-1 Kontrolle 30 50 40 60 90 50 70 70 90 70 90 80 50 60 70 30 63 19,83 | 4,96
GT10 50 70 50 80 30 30 40 50 20 30 30 50 20 30 60 30 42 17,59 | 4,40
Col-8 Kontrolle 40 | 100 | 50 60 30 30 50 80 80 40 60 70 40 100 | 40 40 57 23,01 | 5,75
5 GT10 50 30 30 40 40 30 40 30 30 20 50 20 20 30 30 33 9,61 2,48
ein2-1 Kontrolle 40 40 40 40 40 40 40 50 50 60 50 50 50 40 40 50 45 6,32 1,58
GT10 50 30 50 30 20 20 20 30 30 40 20 30 20 30 20 29 10,33 | 2,67
Col-8 Kontrolle 40 50 50 80 50 55 50 60 55 65 90 85 75 75 90 95 67 17,67 | 4,42
3 GT10 45 10 70 80 90 15 10 5 15 15 10 10 95 70 20 70 39 33,61 | 8,40
ein2-1 Kontrolle 90 5 95 80 75 75 90 85 55 45 15 30 25 10 20 35 52 32,24 | 8,06
GT10 60 45 20 15 25 30 20 20 20 10 25 15 55 65 20 50 31 15,76 | 3,94
Col-8 Kontrolle 30 50 40 40 40 60 40 70 50 70 60 70 60 60 80 80 56 15,44 | 3,86
4 GT10 20 20 20 10 5 20 5 10 3 0 20 20 5 0 3 3 10 8,25 2,06
ein2-1 Kontrolle 40 40 50 40 70 50 70 70 60 60 50 50 50 70 60 55 11,25 | 2,91
GT10 20 5 10 10 0 10 10 0 10 30 30 20 3 5 10 12 9,50 2,45
Anmerkungen: PG = Prifglied, GT = Genotyp, B = Blatt;

GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,5 %;

Vier unabhangige Versuche (V1 bis V4):

V1:  Ansaat = 11.03.2015, Applikation = 11.05.2015, Mehltau-Vermehrung = 28.04.2015, Inokulation = 13.05.2015, Inokulumdichte = 1,02 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 20.05.2015 (7 d nach der Infektion [engl. days after infection {DAI}]), Auszahlung = 21.422.05.2015 (8-9 DAI)

V2:  Ansaat = 08.04.2015, Applikation = 02.06.2015, Mehltau-Vermehrung = 13.05.2015, Inokulation = 04.06.2015, Inokulumdichte = 0,55 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 11.06.2015 (7 DAI), Auszahlung = 11.+13.06.2015 (7-9 DAI)

V3: Ansaat = 03.06.2015, Applikation = 28.07.2015, Mehltau-Vermehrung = 15.07.2015, Inokulation = 30.07.2015, Inokulumdichte = 1,52 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 06.08.2015 (7 DAI), Auszahlung = 07.08.2015 (8 DAI)

V4: Ansaat = 07.10.2015, Applikation = 01.12.2015, Mehltau-Vermehrung = 18.11.2015, Inokulation = 03.12.2015, Inokulumdichte = 0,63 Konidien / mm?
(n =4 in Doppelbestimmung), Bonitur = 10.12.2015 (7 DAI), Auszahlung = 14.12.2015 (11 DAI);

Dunn-Test:

Col-8_Kontrolle versus (vs.) Col-8_GT10 <0,001
ein2-1_Kontrolle vs. ein2-1_GT10 <0,001
Col-8_Kontrolle vs. ein2-1_Kontrolle 0,057

ein2-1_GT10 vs. Col-8_GT10 1,000
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Fortsetzung Anlage 61.

\") PG Bf1 Bf2 Bf3 Bf4 Bf5 Bf6 Bf7 Bf8 Bf9 Bf10 Bf11 Bf12 Bf13 Bf14 Bf15 Bf16
Kontrolle 82.500 | 72.500 | 67.500 | 57.500 | 347.500 | 305.000 | 295.000 | 392.500 | 172.500 | 197.500 | 42.500 | 40.000 | 172.500 | 155.000 | 57.500 | 55.000
Col-8 GT10 112.500 | 110.000 | 27.500 | 25.000 | 217.500 | 145.000 | 10.000 | 30.000 5.000 10.000 | 10.000 | 25.000 | 82.500 | 77.500 0 7.500
1 ] Kontrolle 45.000 | 20.000 | 25.000 | 35.000 | 170.000 | 120.000 | 10.000 7500 | 282.500 | 242.500 | 15.000 | 30.000 | 220.000 | 182.500 | 17.500 | 17.500
ein2-1 GT10 122.500 | 102.500 | 70.000 | 60.000 | 37.500 | 15.000 0 25.000 | 15.000 5.000 2.500 22.500 5.000 2.500 7.500 22.500
Kontrolle 10.000 | 15.000 5.000 15.000 | 15.000 | 15.000 7.500 7.500 5.000 7.500 5.000 2.500 5.000 2.500 12.500 2.500
Col-8 GT10 17.500 5.000 2.500 10.000 0 2.500 22.500 | 20.000 5.000 5.000 5.000 2.500 2.500 2.500 0 5.000
2 ] Kontrolle 7.500 5.000 32500 | 15.000 | 32.500 | 60.000 | 82.500 | 90.000 0 5.000 45.000 | 32.500 | 45.000 | 27.500 7.500 2.500
ein2-1 GT10 0 0 42500 | 50.000 0 2.500 2.500 0 2.500 5.000 0 2.500 5.000 10.000 0 2.500
Kontrolle | 160.000 | 202.500 | 60.000 | 80.000 | 17.500 | 37.500 | 15.000 5.000 42500 | 62.500 7.500 17.500 | 130.000 | 145.000 | 15.000 | 10.000
Col-8 GT10 50.000 | 77.500 | 25.000 7.500 12500 | 12.500 | 25.000 | 22.500 5.000 0 7.500 22500 | 45.000 | 42.500 | 35.000 7.500
3 ] Kontrolle | 100.000 | 87.500 2.500 2500 | 117.500 | 140.000 | 60.000 | 130.000 | 10.000 5.000 5.000 17.500 5.000 0 0 7.500
ein2-1 GT10 50.000 | 40.000 | 30.000 | 20.000 | 20.000 | 52.500 | 42.500 | 67.500 | 72.500 | 70.000 | 27.500 | 22.500 5.000 22,500 | 17.500 | 17.500
Kontrolle 10.000 | 10.000 | 17.500 | 27.500 | 15.000 | 20.000 | 15.000 | 35.000 | 340.000 | 240.000 | 62.500 | 72.500 | 20.000 | 20.000 | 25.000 | 40.000
Col-8 GT10 15.000 | 10.000 7.500 7.500 10.000 2.500 35.000 | 37.500 5.000 7.500 2.500 5.000 2.500 10.000 2.500 0
4 . Kontrolle 27.500 5.000 5.000 2.500 25.000 | 17.500 | 15.000 | 17.500 | 77.500 | 87.500 5.000 12.500 0 2.500 5.000 12.500
ein2-1 GT10 2.500 0 2.500 7.500 22.500 | 10.000 0 0 15.000 | 17.500 0 12.500 5.000 15.000 5.000 12.500
Anmerkungen: V = Versuch, PG = Priifglied, GT = Genotyp, Bf = Blattflache/-ausschnitt;

GT10 Erntejahr 2014 Ethylacetat-Phase 0,5 %;

Vier unabhangige Versuche (V1 bis V4):

V1: Ansaat = 11.03.2015, Applikation = 11.05.2015, Mehltau-Vermehrung = 28.04.2015, Inokulation = 13.05.2015, Inokulumdichte = 1,02 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 20.05.2015 (7 d nach der Infektion [engl. days after infection {DAI}]), Auszahlung = 21.+22.05.2015 (8-9 DAI)

V2: Ansaat = 08.04.2015, Applikation = 02.06.2015, Mehltau-Vermehrung = 13.05.2015, Inokulation = 04.06.2015, Inokulumdichte = 0,55 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 11.06.2015 (7 DAI), Auszahlung = 11.+13.06.2015 (7-9 DAI)

V3:  Ansaat = 03.06.2015, Applikation = 28.07.2015, Mehltau-Vermehrung = 15.07.2015, Inokulation = 30.07.2015, Inokulumdichte = 1,52 Konidien / mm?
(n = 8 in Doppelbestimmung), Bonitur = 06.08.2015 (7 DAI), Auszahlung = 07.08.2015 (8 DAI)

V4:  Ansaat = 07.10.2015, Applikation = 01.12.2015, Mehltau-Vermehrung = 18.11.2015, Inokulation = 03.12.2015, Inokulumdichte = 0,63 Konidien / mm?
(n =4 in Doppelbestimmung), Bonitur = 10.12.2015 (7 DAI), Auszahlung = 14.12.2015 (11 DAI);

Tukey-Test:

Col-8_Kontrolle versus (vs.) Col-8_GT10 <0,001
ein2-1_Kontrolle vs. ein2-1_GT10 0,080
Col-8_Kontrolle vs. ein2-1_Kontrolle 0,262

ein2-1_GT10 vs. Col-8_GT10 0,992
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Anlage 62: Beschreibung der ausgewahlten abwehrrelevanten Gene der DNA-Microarray-Analysen.
»Gene Description® »Gene Symbol“ | ,,GO Biological Process Term“ (Auswahl)
ABC transporter G MAPK cascade // signal transduction // response to ET stimulus // response to auxin stimulus // response to JA stimulus // SAR,
Famil merﬁber 40 PDR12 SA mediated signaling pathway // response to chitin // regulation of H202 metabolic process // regulation of plant-type HR //
y defense response to fungus
MAPK cascade // incompatible interaction // SAR, SA mediated signaling pathway // JA mediated signaling pathway // response to
beta-1,3-glucanase 3 BG3 chitin // regulation of H202 metabolic process // regulation of plant-type HR // regulation of innate immune response // defense
response to fungus
chitinase class IV EP3 respiratory burst involved in defense response // plant-type HR // chitin catabolic process
chiorophyliase 1 CLH1 MAPK ca}scade 1 S:AR, SA mediated signaling pathway // JA mediated signaling pathway // regulation of H202 metabolic process
/I regulation of plant-type HR // defense response to fungus
classll heat shock AT1G07400 response to oxidative stress // response to heat
protein
D-3- . . . . . - . . . o .
phosphoglycerate AT1G17745 L-serlnfe blosynthe_tlc process // !ndqleza-cetlc apld biosynthetic process // positive regulation of flavonoid biosynthetic process //
regulation of plant-type HR // oxidation-reduction process
dehydrogenase
enhanced disease drug transmembrane transport // indoleacetic acid biosynthetic process // JA biosynthetic process // SAR, SA mediated signaling
suscentibility 5 EDS5 pathway // response to chitin // regulation of H2O2 metabolic process // regulation of plant-type HR // secondary metabolic process
P y // innate immune response // defense response to fungus
glutathione S- GSTF6 response to oxidative stress // toxin catabolic process // defense response
transferase 6
glutathione S- . . . .
transferase 7/11 GSTF7 defense response to fungus, incompatible interaction // response to stress // response to toxic substance
glutathione S- GSTF12 anthocyanin-containing compound biosynthetic process // regulation of flavonol biosynthetic process // response to stress
transferase phi 12
heat shock protein 70 AT5G02490 response to heat // SAR // SA biosynthetic process // response to H202 // response to stress
late embryogenesis MAPK cascade // respiratory burst involved in defense response // cellular membrane fusion // SAR, SA mediated signaling
abundant S . . ! o . ;
hydroxyproline-rich YLS9 pathwa_y /I JA mediated signaling pathway // leaf senescence // response to chitin // regulation of H202 metabolic process //
. regulation of plant-type HR // defense response to fungus
glycoprotein
lectin-like protein AT3G15356 defense response to fungus, incompatible interaction
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Fortsetzung Anlage 62.

domain-containing

protein

»Gene Description® »Gene Symbol“ | ,,GO Biological Process Term“ (Auswahl)

leucine-rich recentor- protein phosphorylation // cellular membrane fusion // response to oxidative stress // signal transduction // transmembrane

like protein kinasg LRR XI-23 receptor protein tyrosine kinase signaling pathway // SAR // stomatal complex morphogenesis // regulation of plant-type HR //

P regulation of defense response

MLO-like protein MLO12 respiratpry burst involved in q_efense response // cell death // toxin catabolic process // defense response to fungus, incompatible
interaction // response to chitin

monodehydroascorba . . .

te reductase (NADH) MDHAR signal transduction // response to wounding

nudix hydrolase 6 NUDT6 MAPK c_ascade /I SAR, SA medlated signaling pathway //. JA mgdmted_ signaling pathway // response to chitin // regulation of H202
metabolic process // regulation of plant-type HR // regulation of innate immune response // defense response to fungus

O-methy Itransferase AT1G21120 indole glucosinolate metabolic process // methylation

family protein

pathogenesis-related PR1 MAPK cascade // defense response // SAR // SA biosynthetic process // response to chitin // regulation of H202 metabolic

protein 1 process // regulation of plant-type HR // regulation of innate immune response

athogenesis-related MAPK cascade // respiratory burst // cellular membrane fusion // defense response, incompatible interaction // SAR, SA mediated
proteig 5 PR5 signaling pathway // JA mediated signaling pathway // response to chitin // regulation of H202 metabolic process // regulation of
P plant-type HR // cell differentiation // regulation of anthocyanin biosynthetic process // regulation of innate immune response
rotein NIM1- MAPK cascade // SA biosynthetic process // SAR, salicylic acid mediated signaling pathway // JA mediated signaling pathway //

fNTERACTING 1 NIMIN1 regulation of SAR // regulation of H202 metabolic process // regulation of plant-type HR // regulation of defense response //
regulation of immune response // defense response to fungus

putative WRKY WRKY38 | MAPK cascade

transcription factor 38

putative WRKY . . . .

transcription factor 51 WRKY51 JA mediated signaling pathway // defense response to bacterium

gegcep for like protein RLP39 defense response // signal transduction

;e1cep for like protein RLP41 defense response // signal transduction // SAR

receptor-like protein RLK1 MAPK cascade // protein phosphorylation // SAR, SA mediated signaling pathway // JA mediated signaling pathway // regulation of

kinase 1 H202 metabolic process // regulation of plant-type HR

Rossmann-fold

NAD(P)-binding AT4G13180 metabolic process // oxidation-reduction process
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Fortsetzung Anlage 62.

»Gene Description® »Gene Symbol“ | ,,GO Biological Process Term“ (Auswahl)
short-chain
dehydrogenase AT2G47130 abscisic acid biosynthetic process // defense response // plant-type HR // oxidation-reduction process
reductase 3a
sulfotransferase 2A ST2A response to wounding // JA metabolic process // response to JA stimulus // JA mediated signaling pathway
;’arget of Myb protein AT1G76970 cellular membrane fusion
Toll-Interleukin- . . . . . S . .

. . MAPK cascade // signal transduction // SA biosynthetic process // defense response, incompatible interaction // JA mediated
Resistance domain- AT1G57630 . . . : X

. : signaling pathway // regulation of plant-type HR // innate immune response

containing protein
transcription factor PAP1 anthocyanin-containing compound biosynthetic process // response to ET stimulus // response to auxin stimulus // response to JA
MYB75 stimulus // removal of superoxide radicals // defense response to fungus
tyrosine TAT3 signal transduction // response to wounding // response to fungus // SAR // JA biosynthetic process // SA biosynthetic process //
aminotransferase 3 response to ET stimulus // response to auxin stimulus // abscisic acid mediated signaling pathway
VQ motif-containing AT1G78410 MAPK cascade // response to oxidative stress // SAR, SA mediated signaling pathway // JA mediated signaling pathway //
protein response to chitin // regulation of H202 metabolic process // regulation of plant-type HR
vaQ motlf-conta/n/ng AT2G41180 SAR /I regulation of defense response
protein
WRK.Y DNA-binding WRKY18 response to SA stimulus
protein 18
WRK.Y DNA-binding WRKY30 response to SA stimulus // response to H202
protein 30
WRKY DNA-binding WRKY54 MAPK cascade // SAR // SA biosynthetic process // JA mediated signaling pathway // response to chitin // regulation of H202
protein 54 metabolic process // regulation of plant-type HR // regulation of innate immune response // defense response to fungus
WRKY transcription WRKY6 respiratory burst involved in defense response // toxin catabolic process // intracellular signal transduction // ET mediated signaling
factor 6 pathway
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Anlage 63: Transkriptabundanzen der Pathogenese-zugehorigen Protein-kodierenden Gene PR1, PR2 und PR5 des dritten biologischen Replikats
der postinfektionellen qRT-PCR-Analysen (nicht infizierte Vergleichsproben).

PR1 PR2 PR5

H20 GT10 H20 GT10 H20 GT10

1,066832 1,002313 0,933033 0,777366 0,952638 0,959264

1,112136 1,023374 1,006956 1,334840 1,071773 1,164734

0,842842 0,974905 1,064370 0,963707 0,979420 1,248331

0,866537 1,189207

48 HAT 0,909618 0,795536

1,268684 1,057018

0,808508 0,849685

0,791869 1,176907

1,561934 1,076738

3,131094 4,169863 5,426417

3,498331 3,160165 4,438278

2,555018 4,377175 4,834388

1,977028

8 HAI 2,367449

2,221704

1,707241

uabejuy

2,773421

2,163449

1,540430 2,462289 4,027822

1,417485 3,630077 3,514534

1,540430 3,758091 3,371366

1,958841

12 HAI 1,086735

1,815038

1,500039

1,563739

1,469169

Anmerkungen: gRT-PCR = quantitative Reverse-Transkriptase-PCR (PCR = engl. polymerase chain reaction [Polymerasekettenreaktion]);
HAT/HAI = engl. hours after treatment/infection (Stunden nach der Behandlung/Infektion), PR = engl. pathogenesis-related (Pathogenese-zugehorig),
GT = Genotyp
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Fortsetzung Anlage 63.

PR1

PR2

PR5

H20

GT10

H20

GT10

H20

GT10

16 HAI

0,905425

2,239743

1,265757

0,850667

2,700700

1,219819

0,924450

2,434007

1,362888

0,534650

0,491978

0,360149

0,973779

0,830278

0,737987

20 HAI

0,935191

0,611320

1,265757

1,030492

0,773782

1,526259

1,002313

0,692555

1,477679

0,611320

0,907519

0,668191

0,800145

0,834124

0,846745

24 HAI

16,223352

2,479415

3,241511

1,967913

4,074623

2,620787

20,677645

2,751084

3,286761

1,900879

3,152872

2,848100

17,387758

1,958841

3,990769

1,598442

3,286761

2,757447

11,445167

1,677912

12,787538

1,810850

19,517098

2,155964

16,373982

2,201266

12,238318

2,732081

2,789487

Anmerkungen:

HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), PR = engl. pathogenesis-related (Pathogenese-zugehérig), GT = Genotyp
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Anlage 64: Transkriptabundanzen der Pathogenese-zugehorigen Protein-kodierenden Gene PR1, PR2 und PR5 des dritten biologischen Replikats
der postinfektionellen qRT-PCR-Analysen (infizierte Proben).

PR1 PR2 PR5
H20 GT10 H20 GT10 H20 GT10
1,017480 1,066832 0,842842 0,866537 1,061914 0,942785
0,982821 0,948246 1,112136 1,388313 1,146047 1,060688
0,969290 0,988514 1,066832 0,831238 0,821690 1,006956
1,031683 1,122462 1,086735 1,057018 1,002313 0,937354
48 HAT 0,559936 0,816014 1,057018 0,979420 0,928731 0,899171
1,009285 1,091768 0,870551 0,965936 1,074253 1,186463
0,878633 1,107009 1,138131 0,901250
0,848704 0,821690 0,838956 0,922316
1,341022 1,099362 1,047294 0,825496
20,228723 105,907920 0,250000 7,835362 0,432269 20,112214
18,614221 104,449854 0,396392 8,224911 0,331788 26,722813
17,732614 90,300788 0,354781 4,228072 0,368142 20,677645
16,355077 190,019017 0,359733 0,327220
8 HAI 17,650861 150,122874
12,921187 189,580487
17,468292 184,396398
16,074107 142,682705
15,312805 165,803808
2,097009 6,105037 1,781797 37,966804 8,310873 8,310873
2,691356 7,160201 3,371366 42,419822 15,580468 15,580468
1,136817 8,339726 2,795940 56,754649 11,405570 11,405570
1,361314 7,889862 4,443408 25,457167 8,514961 11,739779
1,747146 6,364292 3,814957 22,784803 11,235559 8,514961
12 HAI 1,810850 7,012846 4,174683 40,597904 11,418754 7,361501
2,324091 6,980514 53,199225 10,728179 11,235559
1,857463 5,910718 27,986645 12,495471 11,418754
2,224272 6,558352 69,230379 9,940603 8,774600
10,728179
12,495471
9,940603
Anmerkungen: gRT-PCR = quantitative Reverse-Transkriptase-PCR (PCR = engl. polymerase chain reaction [Polymerasekettenreaktion]);

HAT/HAI = engl. hours after treatment/infection (Stunden nach der Behandlung/Infektion), PR = engl. pathogenesis-related (Pathogenese-zugehdrig),

GT = Genotyp
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Fortsetzung Anlage 64.

PR1 PR2 PR5
H20 GT10 H20 GT10 H20 GT10
8,544523 63,118893 0,692555 49,866533 0,901250 42,517946
9,157793 40,224428 1,019833 41,642939 1,050930 58,081226
7,004749 58,892010 0,998845 28,246496 0,967053 39,396621
5,931238 78,611402 0,906471 30,838628 1,029302 55,075292
16 HAI 12,153781 64,296427 24,195497 44,735038
7,378530 60,828127 27,793328 29,107789
7,908112 76,109255
13,392314 77,171701
11,339879 61,819925
10,815287 152,923537 0,248273 1,109569 0,594604 18,252219
7,594737 142,682705 0,313166 1,883392 0,589815 16,111289
7,507504 143,675142 0,421908 0,308498 0,554144 14,928528
7,718569 235,568039 0,375010 0,546515
20 HAI 10,678719 221,321531
9,339422 173,645354
4,448544 249,575643
6,558352 198,546530
12,266627 193,117264
18,571263 167,343264 0,384219 26,908685 2,340257 74,030000
19,226177 213,289135 0,858565 21,406841 1,954320 54,948188
10,374716 158,316374 0,852635 20,821470 3,286761 62,682899
8,310873 280,787195 0,790041 16,602555 1,002313 43,211198
24 HAI 18,808767 234,481994 21,308148 0,860551 55,844114
7,533568 203,187335 19,203979 0,825496 77,888225
16,602555 214,772678
14,859703 257,185709
13,579264 230,187657
Anmerkungen: HAI = engl. hours after infection (Stunden nach der Infektion), PR = engl. pathogenesis-related (Pathogenese-zugehdrig), GT = Genotyp;

PR1: signifikant erhdhte Transkriptabundanzen 8, 20 und 24 HAI (GT10 8-24 HAI versus [vs.] GT10 48 HAT, Dunnett-Test, P < 0,001)

PR2: signifikant erhdhte Transkriptabundanzen 12 und 16 HAI (GT10 8-24 HAI vs. GT10 48 HAT, Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,001)

PR5: signifikant erhdhte Transkriptabundanzen 16 und 24 HAI (GT10 8-24 HAI vs. GT10 48 HAT, Dunn-Test vs. Kontrolle, P < 0,001);

Im Vergleich zur Anlage 63 (nicht infizierte Vergleichsproben) zeigten sich 48 HAT und 24 HAI mit den H20-Werten Ubereinstimmende Transkriptabundanz-
Werte, welche auch im Vergleich zur unbehandelten GT10-Gruppe ahnlich, im Ubrigen aber deutlich geringer ausfielen (PR1).

Hinsichtlich des PR2 Gens lagen die Transkriptabundanz-Werte im Falle der Kontrollen etwa gleich und anderenfalls z.T. deutlich niedriger.

Ahnliches war bzgl. des PR5 Gens beobachtbar (Ausnahme: GT10 48 HAT). Hohere Transkriptabundanz-Werte der PR Gene in den nicht infizierten
Vergleichsproben entsprachen i.d.R. den PR Gen-Transkriptabundanz-Werten in den infizierten Proben, die keine bedeutenden Abweichungen aufwiesen.
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Anlagen

Anlage 65: Transkriptabundanzen der Pathogenese-zugehorigen Protein-kodierenden Gene PR1, PR2
und PR5 in extraktbehandelten und infizierten Proben sowie extraktbehandelten und
nicht infizierten Vergleichsproben der postinfektionellen qRT-PCR-Analysen.

nicht infiziert SEM infiziert SEM Statistik
8 HAI 0,62982919 0,0367987 3,06378475 0,12274772 | ns
PR1 16 HAI 1,00304682 0,04506183 2,53557896 0,40496113 | P =<0,001
20 HAI 0,20606577 0,02216052 0,90095601 0,11606487 | ns
8 HAI 1,9650544 0,10695689 3,05046271 0,25790702 | P =<0,001
PR2 16 HAI 2,2635588 0,07200208 2,22485545 0,17201033 | ns
20 HAI 0,70816265 0,04719167 1,83484201 0,0978763 ns
8 HAI 1,72630973 0,05915154 2,40734854 0,36375474 | ns
PR5 16 HAI 2,6646276 0,1274875 3,95779095 0,08168743 | P =0,040
20 HAI 0,54360364 0,03719947 2,68973211 0,04698646 | ns
Anmerkungen: gRT-PCR = quantitative Reverse-Transkriptase-PCR (PCR = engl. polymerase chain

reaction [Polymerasekettenreaktion]);

PR = engl. pathogenesis-related (Pathogenese-zugehérig), HAI = engl. hours after
infection (Stunden nach der Infektion);

Statistik: t-Test / Mann-Whitney-Rangsummentests (n = 4),

ns = nicht signifikant
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Anlage 66: Gerstenmehltaubefall in Sommergersteparzellen des Freilandversuchs 2012 (Blattetage F-2).
Gerstenmehltaubefall [%] / Blatt (F-2)
PG Dosis ([Wh|1|2|3]4]|5|6|7|8]9]|10]11|12|13[14]15]16|17(18[19]20]|21]22|23(24|25]|26]|27|28(29]{30|31]|32|33(34] M | SD |SEM
Kontrolle - 50({50]70]30|40(20{30]50]50|60(80{50{80]10|20{30(20{40]20|20{10|30{40]|40|30|30|60{50|40]30|50(40{30 50‘ 401 18| 3
GT02a |750g/ha ojfojojojojo|j0O|3|0j0]3|3|0|5]0 ofojojojojojo|jof0O]O 510(0]0]0 1 0
GT02b |750 g/ha| 1 5 0 0[0|5]5 0|5 51101 5(0]0]j0J0|O0fO 10 5 5 3 3 1
Corbel® |750 g/ha 0 0 0(0|5]5 310 ofofojojo|o 0 3 1 2 0
Flexity® |150 g/ha 0 0 ofojo]5]0|0|O 515 ofof5]0]0]O0 515(0|5]|5) 2 2 0
Kontrolle - 40/30(50({30]60]20|30(30{50|{60]50|50|70{30|20]40|50{40{20|60]|50]|30{40|40{30]|30]/80|50(40({30]40]30]30 50' 41114 | 2
GT02a |750g/ha ofojojojojojof3jojojofofjofs5j0j0|0f0fO0j0OJ]OJOfOfOjOJOJOfOfOjOJOJO|JOfO} O 1 0
GT02b |750 g/ha| 2 5 0 ofofojojo|o 5 ofofojojo|o 0 5 51013 2 0
Corbel® |750 g/ha 5 0 ofofo0]j0]0]|3 0 ofofojojo|oO 0 0 ofjojo 1 0
Flexity® |150 g/ha 0 0 ofofojojo|o 0 ofofojojo|o 0 5 5100 1 0
Kontrolle - 50(70]70]30|60(20{70]50]50|60(80({50{60]80|20{30(80{50]20|70|70|30{40]|40|60{30|50(50|80]30|50{40{60 80‘ 52119 [ 3
GT02a |750 g/ha 0 0 3/010|3]3 0 ofofojojo|o 0 0 ofjojo 1 0
GT02b |750g/hal 3 5 0 5105 10110 10 0f{0]o0 10 10 5 5 4 3 1
Corbel® |750 g/ha 0 0 0of{o0]o0 003 0 3 1 0
Flexity® |150 g/ha 0[3|0]0 0f{0]o0 0[0|0|5]0]|5 ofof5]0|0|0f3|3]|]0|0|J0O|JOf5]0 1 2 0
Kontrolle - 60|80|70[30(40{20]30|50|30(60(80]|50|80(60(80({30|20]40(20|20({70|30]40|40(70{30|60|50/30(30(50|{40|30 20‘ 45120 | 3
GT02a (750 g/ha ofojojojojo|jofjojojo|jojofo|3}]3|0}|O0 ofojo|jo|JofofofOjO|JOJOfOfO]O 0 1 0
GT02b (750g/hal 4 J5(5|5(0|0f0jOof0]jO(10/0|0O|OfO|5(5|0(|10/0|0O|O|0O|O|O|5]|5|5|5|5|5|5]|5]10/10] 3 3 1
Corbel® |750 g/ha o(ojojojojo|jofjojojo|O0|jOf3|0]jO]|O|O ofojo|jo|JofofofO0]3|0|0Of0Of0O]3 0 1 0
Flexity® |150 g/ha ofof5|0|0|0|JO|OJO|JO|O|JOfO|O]JO|5]|5|5|0|]0|0|OfO|O]JO]JO|5(5|(0|0]0]|O 1 2 0
Anmerkungen: Blattetage F-2 = 2. Blatt unter Fahnenblatt (F);

PG = Prifglied, GT = Genotyp, GT02a = GT02 Erntejahr 2012 (E12) + PREV-AM®, GT02b = GT02 E12 + HASTEN™,

Wh = Wiederholung/Replikat;

Der gegenuber der Kontrolle reduzierte Gerstenmehltaubefall war bei allen Prifgliedern signifikant (Dunnett-Test, P < 0,001).
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Anlage 67: Gerstenmehltaubefall in Sommergersteparzellen des Freilandversuchs 2012 (Blattetage F-1).
Gerstenmehltaubefall [%] / Blatt (F-1)
PG Dosis ([Wh|1|2|3]4]|5|6|7|8]9]|10]11|12|13[14]15]16|17(18[19]20]|21]22|23(24|25]|26]|27|28(29]{30|31]|32|33(34] M | SD |SEM
Kontrolle - 30{10]20] 5|20( 0| 3]10] 0 |30(10(50{30]20| 3 [10(10{10] 0| 0| 0O| O 0]|30/30|30|30(5[5]|5|5]|5(10{20f 13| 13 [ 2
GT02a |750g/ha ojojojofofojoj3jofofjofofojojojofojojojojofofojojojojofofofojojojofog o 1 0
GT02b |750 g/ha| 1 ojofojojojofofofo]3]0 o[o0|0|[3]0]0|3|0|0O]|>5 0 ofojojojojof|of 1 2 0
Corbel® |750 g/ha ojojofojojojofofojoj]o ojfo|jofojojojo|ofj0O]O 0 ojojojofojojoj O 0 0
Flexity® |150 g/ha ojofojojojofofofojoj]o ofojofojojojojojojo 0 ojojojofojojoj o 0 0
Kontrolle - 20|10/ 55| 0(30] 3]0 0|20(10] 0|30]|20| 3 (10|10|10]0| OO O] 0]20[30(20{30|10| 5|10/ 5(5]0]0f 9 [ 10 2
GT02a |750g/ha ojojojofofojojojofojofofojojojofojojojojofofojojojojofofofojojojofog o 0 0
GT02b |750 g/ha| 2 ojojofo ojojojojofo ojojojofojojojojofo 0 ofojojojojojog o 1 0
Corbel® |750 g/ha 0j0fo0]o0 ojofofojoj]o ofojofojojojojojojo 0 ojojojofojojoj o 0 0
Flexity® |150 g/ha ofojojojojojofjojojojofo ojojojofo|jo|lojojojofofo|lOjOjO|jOfOfO|lO]JO]JO} O 0 0
Kontrolle - 40|30(20(20{20|20] 3 ]10|40(30{10|50]/30)20{40(10({10|10] O | O [40| O [20|30|30|30{40(40| 5] 5| 5|10[{10(20] 21 [ 14 | 2
GT02a |750 g/ha ofojojojojojof3jo0jojo0|o0 ofojofojojojofofojojojojofojojojofofojojogf o 1 0
GT02b |750g/hal 3 Jofo|10(0]0Of0]|5|0]0 510 0o|o0|10{10/{0|0|3]0JO|OfOfO|O]5]0|0fOfO|lO]JO]O] 1 3 1
Corbel® |750 g/ha ojfojojojo|jojojo]oO 0fo0 ojojojofo|jo|lojojojofofo|lOjOjO|jOfOfO|lO]JO]JO} O 0 0
Flexity® |150 g/ha ofojojojojojojojo ofofojojojofofojojo|lO|jOfO|jOjJO|JO|JOfOfO]JOJOJO|JOfO} O 0 0
Kontrolle - 5(5(5]|5|20/ 0| 3(10] 0]20|10{10{30|20]|10|10|10{10| 5|30/ 0| 0|30({5|5130|5|5|5|5|5|5|3|3[10[ 9 2
GT02a ([750g/ha ojojojojofo|lo|3j0j0|OfO|O|OJO|OfO|JO|O|JOJO|OfOfO|OJOJOfOfOfO|O|O|OfO] O 1 0
GT02b (750g/hal 4 Jofo|jofo0jofO0jOfOJO|lO|O|lO|OfO|OfO|3|O|O|O|O|Of5|0|0|Of|0OJOfO|OfO|O|O]JO] O 1 0
Corbel® |750 g/ha ofofojojojojofojojo|jofofojojojojofojojojofofojojojojofofojojojofofoy o 0 0
Flexity® |150 g/ha ofofojojojojofojojo|jofofojojojojofojojojofofojojojojofofojojojofofoy o 0 0
Anmerkungen: Blattetage F-1 = 1. Blatt unter Fahnenblatt (F);

PG = Prifglied, GT = Genotyp, GT02a = GT02 Erntejahr 2012 (E12) + PREV-AM®, GT02b = GT02 E12 + HASTEN™,

Wh = Wiederholung/Replikat;

Der gegenuber der Kontrolle reduzierte Gerstenmehltaubefall war bei allen Prifgliedern signifikant (Dunnett-Test, P < 0,001).
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Anlage 68: Septoria tritici-Befall in Winterweizenparzellen des Freilandversuchs 2013 (Blattetage F).
Septoria tritici-Befall [%] / Blatt (F)

PG Dosis |Wh]1[2]|3[4]|5]|6]|7 9(10]11]12]13]14|15|16|17]|18]|19|20|21|22|23|24|25|26|27|28|29] M | SD |SEM
Kontrolle - 50({10]40]/ 0| 5| 0 [20]|10] 3 |50(10(85(10] 3| 0| 0|20{0|0] 0 0 (50| 5]80]|20(10{10 18124 | 5
GT02 750 g/ha 1 5155/ 3]|10/ 0] 0|0 0[0]| 0] 0]|30]20[10( 5| 5]50]20] O 0[5(20]0 5140(1001 10 | 15| 3
GT02 375 g/ha 5153|101 0]0|O0 0[0]|0]0]|30]20[10( 5| 5|50]20] O 0[5(20]0 514010 9 | 13| 2
Amistar®[250 g/ha 50{10]40|/ 0| 5| 0 [20]10] 3 |50|10{85|10]/ 3| 0| 0|20] 0 0 0 (50| 5] 0|10[10|70(80) 19| 26 | 5
Kontrolle - 0[0|30]|10] 5|10 5 30{ 0] 0|10] 0|20{ 0|10)30]| O |10{ O |20] O |20]|20| O 9 [11] 2
GT02 750 g/ha 9 50(20]40]10]0(0fO 40150(0( 0 0[30{ 0|5 0[10] 0 0fo0 10|17 ] 3
GT02 375 g/ha 40/20(30(10|50] 0 | 0 [20(10{ O |70]50] O 0[0|15]0 0]0]20 0|0 14120 ]| 4
Amistar®| 250 g/ha 10 0|l0|10|15] 0| 0|20{ 0| 5|15 510 0 0[0|10]| 0]10]40(|10(10 6 9 2
Kontrolle - 0 80]10]/10|10|40(80]|50]|90] 5 |20(60] 0 | 0 |10[{90(40] 5 130|25/20(60{40]50 20‘ 29129 5
GT02 750 g/ha 3 0[20{ 0|5 4010|0f0]0 0[20{50]0]0 20]20|40[{ 0| O 0] 0[40(40 11116 ] 3
GT02 375 g/ha 010{30]20]10(80|50( 0 |80] 0 [10{20| O |30|70] O | 5 |60|30|60]60 0 0[30] 23| 27| 5
Amistar®| 250 g/ha 0[40] 5| 0] 0]10/20|80(30]| 5 0[70{30|20]|70]60|10| 0 (20| 0| 0 |80| O |10] O 5020 27| 5
Kontrolle - 80|20|30(60({10| 5120| 5| 5 0 (60|30|70|20(30(10{ 0 |50]|40| 5 [20{10]|40)|40(30({60(60 I‘29 24| 4
GT02 750 g/ha 4 ofo 0 (20| 5]10|25| 0 [10|20 50 0 (10]{60]/60|60{20( 0| O | O |[10[40| O o121 19| 4
GT02 375 g/ha 20| 0 0 20|10/ 0| 0| 5|50] 5|30|20| 0 (50(|10]10| 0 |30(70|80]|30| O | 5(50|40| 0|20} 19| 23 | 4
Amistar®| 250 g/ha ofo 0 0[30(10| 5 0 0(5(10/5|0|0[0([10]20|20[50(5| 0] 0 |40 8 [13] 3
Anmerkungen: Blattetage F = Fahnenblatt;

PG = Prifglied, GT = Genotyp (GT02 Erntejahr 2012 Ethylacetat-Phase), Wh = Wiederholung/Replikat
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Anlage 69: Septoria tritici-Befall in Winterweizenparzellen des Freilandversuchs 2013 (Blattetage F-1).

Septoria tritici-Befall [%] / Blatt (F-1)
PG Dosis ([Wh|1|2|3]4]|5]6|7|8]|9]10]11[12|13[14]15]16]17|18[19]|20]|21|22|23(24]25]|26]|27|28(29] M | SD |SEM
Kontrolle - 80]25]20(15|20(15]90]|90|80|30{50]15] 0 |25(70{30] 5 |50| 5 [20{30]20|25|20{40{25|40 I 35126 5
GT02 750 g/ha ’ 60(70{20|70]40]40|10| 5 [10]20]15]20[{10| 5| 5 |40]10] 3| 5 (40| 5 (10| 5] 0 |10{30(30 22 (21| 4
GT02 375 g/ha 40|30(40( 0 |40]15]10{20(80| 0 |40|20| 0 |30|40]80]50|50|40{10]20]|50(20(20 311 22| 4
Amistar®| 250 g/ha 15]10( 5 3120|30| 5 |10]40]20(40(40] 2] 0] 0| O0|0O[|10]|1512|3|5|0]10|10] 5|25(104 12| 13| 2
Kontrolle - 10| 0 |10(60|70]30] 3 |70[ 5[80|50|10]|20| 0 [{30{40]|50]|15]|30|50({30{30{20|30]40|15(60(80[10f 33 | 24 | 5
GT02 750 g/ha 9 60]50]50(30|20| 5 ]40]/10|60| 0 [30]|50]|15]70| 0| O [10] 5150]| 0 [30|35| 5|10/ 0| 5 251 23| 4
GT02 375 g/ha 40|50(80(50[{10]20]|20|60{30|70(70| 0 |50{70{30{40] 0 |50|70(30| 0 [15|30] 5 ]60{30(|50 3824 | 5
Amistar®[250 g/ha 20]|10] 0 [10| 3 | 5]40]15|10|30(30] 5 |25|30(40(10] 0 |50|10( O [ 5]20] 0 |20(70{50{50]30 21 (19| 4
Kontrolle - 70| 5110]40|70(30(70{10|20]|30]80{80(80(30|80]|10]20(80|40{30|10|70|30{70{80(70]10 45129 6
GT02 750 g/ha 3 20]10]30(40| 0 [40]|20]10| 0 |30{70] 0 |70]40|50(20{30]10/20(50(60]{10] 0 |70( 5| 0 [80]30 29 25| 5
GT02 375 g/ha 30|30]10]/70|70(30({40(60|30|10]70|{10(10[{10|70]40]{10{70|60{20|70]70]|30{20{40{30|20|60|50) 39 | 23 | 4
Amistar®[250 g/ha 070{30|10]10]70|30|90{30]|20]40| 0 |80|30|90]|80]20(20|10{ O |60] O |70/ 0OfO|J0OJ0OJO| O] 30| 32| 6
Kontrolle - 40|60|70( 0 (80|20|60|20(40| 5 [70|50|30|30{80{30(20|80| O | 0 [90(30|80|20|70{30(80 44 1 29| 6
GT02 750 g/ha 4 70|15|80]10|60( 5| 0 |70|70] O [20(10|40|10|10| O [ 5 {20]|50|40{40(20({20| 0 |40[10(70(40{20] 29 | 26 | 5
GT02 375 g/ha 20| 0 [10|50| 5|20(80(30({20|20|20]|30|60({60[70|70|80|80(50(30{40|70|80|70|30(70|70|70|10y 45 | 27 | 5
Amistar®[250 g/ha 5(3|5]|3|20|10|30({20(10|10| 5|10({ 5| 0 |40|60| 5| 5| 0|30/20(20{30(10{10| 5| 5 |40 151 15| 3
Anmerkungen: Blattetage F-1 = 1. Blatt unter Fahnenblatt (F);

PG = Prifglied, GT = Genotyp (GT02 Erntejahr 2012 Ethylacetat-Phase), Wh = Wiederholung/Replikat
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Anlage 70: Septoria tritici-Befall in Winterweizenparzellen des Freilandversuchs 2013 (Blattetage F-2).
Septoria tritici-Befall [%] / Blatt (F-2)

PG Dosis |Wh ] 1 314|5|6]|7]8]|9(10[11]12]13]14|15(16]17]18]19(20(21]22]|23|24|25(26(27]|28|29] M | SD [SEM
Kontrolle - 70( 0 180/50140(30{20]|20140140|80{70|70]|70/20|50{60 I 48 1 24| 6
GT02 750 g/ha 1 40/30(50{60]30]50|50(30(40|{60]40|70|80{30|30]|70]40|40|40{15]|60]|50(50(70 47 1 16| 3
GT02 375 g/ha 30(60]50160150{40({80]|80]20| 5 |50{70{70]50|30|50{70|80]|50|20{70|70 531 21| 5
Amistar®[250 g/ha 50{70]30]/80140({15(30|80]|20|20(70({20{10] 0 |40|30{70{70|70|10[40|70{70[{40]50(40{10|80{20) 43 | 25 | 5
Kontrolle - 70(20]80]80/80(60{80]20]70|80(80{50{50|50/80|70{80{80 66 120 5
GT02 750 g/ha 9 70{30]50]70|70|70{70|30]20|70(70{70{50]30 55120 5
GT02 375 g/ha 70(80]70]70|80(30{70|50]70|80(80({60({50]60 66 | 15| 4
Amistar®[250 g/ha 80]50]40(50|70{50]/60]20{40({20{30]|80]|60( O [ 5 (70]40 451 24| 6
Kontrolle - 50(50]80]70|70(80(70|75|80180(50(80(70]80]40 681 14| 4
GT02 750 g/ha 3 50{70]70]160|70{80{70]|70|50|70|70{50|30 621 14| 4
GT02 375 g/ha 60]30]80(70|80(40]|50]/70|70|70|70|30]40]70(70 60 | 17 | 4
Amistar®| 250 g/ha 10/70(70(40{80]80]/80(20(80{80]60|70[40{40{60 591 23| 6
Kontrolle - 89/90|20(40(30{10|70|70|20{40{70]|10|70|90(80 53130 8
GT02 750 g/ha 4 70|80|35]70|70(80(50|70]|10|70(50(50|{60|70]70|70(60{40|40|70 59118 | 4
GT02 375 g/ha 50(70|50]|40(70(60{60|80]|70|30(70{70|50|70|70({70(50 611 13| 3
Amistar®| 250 g/ha 10|80(90(70|20|50]90] 5 [50(80|80]60|80(80(50({40|40]80 59127 | 6
Anmerkungen: Blattetage F-2 = 2. Blatt unter Fahnenblatt (F);

PG = Prifglied, GT = Genotyp (GT02 Erntejahr 2012 Ethylacetat-Phase), Wh = Wiederholung/Replikat

uabejuy
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Anlage 71: Morphologische Besonderheiten im Rahmen der Mycelwachstumstests.

Anmerkungen: Oben: Mycelwachstum von Magnaporthe oryzae im Mycelwachstumstest mit der

Ethylacetat (EtOAc)-Phase des Genotyps (GT) 02 Erntejahr 2009 (E09;
1000 ppm) nach einer Inkubationsdauer von 7 d (l.: Kontrolle, r.: periphere
rotliche Agarverfarbung)

Unten: Mycelwachstum von Fusarium culmorum im Mycelwachstumstest mit der
EtOAc-Phase des GT10 E14 (1000 [m.], 500 [r.] ppm) nach einer
Inkubationsdauer von 7 d (I.: Kontrolle, m.+r.: deutliche morphologische
Unterschiede)

(Quelle: eigenes Bildmaterial)
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Anlagen

Anlage 72: Klimadaten des Versuchsstandorts Bernburg-Strenzfeld 2012 bis 2017.

2012 2013 2014 2015 2016 2017 (Jan-Sep)
Bonitur am 07.06. | 0807090711 0g.06./- | G707 | 16.06. 28.06.
@ Jahrestemperatur [°C] 9,8 9,4 11,0 10,8 10,7 11,7
@ Januar-Méarz 2,8 -0,2 4.5 3,6 3.1 3,3
@ April-Juni 13,3 13,0 13,8 12,9 14,3 14,1
J Juli 18,5 20,4 20,8 20,2 20,5 19,4
@ 1 Monat vor Bonitur 14,6 18,0/21,3 14,8 /- 18,3 17,1 18,8
& Mitte Mai-Mitte Juni 15,1 14,3 16,3 15,0 16,8 17,9
Jahresniederschlag [mm*] 523,2 600,8 543,9 480,9 358,5 367,4
Januar-Marz 75,2 126,5 42,6 69,7 91,5 91,7
April-Juni 144,8 176,4 165,3 77,2 95,3 117,8
Juli 147,2 28,2 116,7 85,7 23,5 70,0
1 Monat vor Bonitur 49,7 49,5/65,5 88,1/- 64,3 58,4 66,6
Mitte Mai-Mitte Juni 48,5 119,2 80,8 7,6 61,9 47,9
Sonnenscheindauer [h*] 1751,3 1602,0 1724,8 1890,8 1770,3 1457 1
April-Juni 555,1 513,3 628,7 682,9 704,0 636,9
Juli 210,8 293,8 2443 2557 220,3 193,7
1 Monat vor Bonitur 235,0 255,1/302,8 | 264,4/- 250,1 275,0 275,6
Mitte Mai-Mitte Juni 237,8 196,3 282,9 255,0 221,8 293,1
@ rel. Feuchte [%] 76,2 80,0 79,9 76,7 76,0 75,6
@ April-Juni 70,7 75,1 74,3 68,4 69,5 71,6
@ Juli 73,5 69,5 70,7 66,5 63,4 72,7
@ 1 Monat vor Bonitur 67,8 74,3 /68,6 73,2/ - 65,2 73,3 70,0
@ Mitte Mai-Mitte Juni 67,5 79,1 72,4 66,0 73,7 69,8

Anmerkungen: *Summe;

1 Messwert / d, bzgl. 12 Monate
(Quelle: DWD-Station, Prof. A. Deubel, Hochschule Anhalt, Bernburg)
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Anlage 73: Kornertraige Sommergerste 2012 bis 2017.

Ernte: 26.07.2012 Ernte: 09.08.2013
FAachenfaktor: 909,1 FAachenfaktor: 909,1
PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%] [’;f:/:;e;gao/?] PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%] [’;‘t’/:;e;gao/?]
Kontrolle a 5,8 52,5 Kontrolle a 1,7 85.1 15,5
Kontrolle b 55 85,5 49,8 Kontrolle b 2,5 22,2
Kontrolle ¢ 5,9 53,0 GT02 750g/ha a 1,8 848 16,3
Kontrolle d 44 39,9 GT02 750g/ha b 2,7 24,6
GT02a a 53 48,2 GT02 375g/ha a 2,0 84.9 17,9
GT02a b 57 85.7 51,3 GT02 375g/ha b 2,6 23,5
GT02ac 6,2 56,0 GT35 750g/ha a 1,9 85.0 16,9
GT02ad 5,2 46,7 GT35 750g/ha b 1,6 14,7
GT02b a 52 475 GT35 375g/ha a 1,9 85.0 16,7
GT02b b 5,7 86.1 52,1 GT35 375g/hab 28 25,5
GT02b ¢ 57 51,5 GT35 187g/ha a 2,2 85.1 19,5
GT02b d 55 50,1 GT35187g/hab 1,3 11,3
Corbele a 54 48,8 Flexitye a 23 85.0 20,5
Corbele b 59 858 53,4 Flexitye b 23 20,3
Corbele ¢ 6,3 571

Corbele d 53 479

Flexitye a 53 475

Flexitye b 5,8 855 52,1

Flexitye c 6,1 55,1

Flexitye d 5,2 46,8

Anmerkungen: PG = Prifglied, FM = Frischmasse, TS = Trockensubstanz,

GT = Genotyp, GT02a = GT02 Erntejahr 2012 (E12) + PREV-AM®, GT02b = GT02 E12 + HASTEN™

uabejuy
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Fortsetzung Anlage 73.

Ernte: 18.07.2014 Ernte: 22.07.2015
FAachenfaktor: 909,1 FAachenfaktor: 909,1
PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%] [':‘t’/:;e;gao/g PGParzelle Korn-FM [kg] TS [%] [':;’l:;e;gao/g
Kontrolle a 3,6 86.9 33,3 Kontrolle a 7.1 86.9 65,5
Kontrolle b 40 36,4 Kontrolle b 7,2 66,4
GT10 1000g/ha a 3,6 86.7 33,2 DC30a 8,4 871 77,5
GT10 1000g/ha b 4,0 36,5 DC30b 8,0 73,2
GT10 500g/ha a 41 86.5 37,9 DC30+Prop. a 7,6 86.3 69,6
GT10 500g/ha b 3,9 35,5 DC30+Prop. b 7.4 67,3
GT10 250g/ha a 3,9 86.5 355 Property 90g/ha a 8,1 86.9 74,0
GT10 250g/ha b 41 37,1 Property 90g/ha b 7,6 70,1
Flexitye a 47 86.5 429 Property45g/ha a 8,5 86.7 78,0
Flexitye b 45 40,7 Property 45g/ha b 7,7 70,9
Anmerkungen: PG = Prufglied, FM = Frischmasse, TS = Trockensubstanz, GT = Genotyp (GT10 Erntejahr 2012 [E12] Ethylacetat [EtOAc]-

Phase), DC30 = 30 %ig formuliertes Dispersionskonzentrat des GT10 E12 (EtOAc-Phase)

uabejuy
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Fortsetzung Anlage 73.

Ernte: 18.07.2016 Ernte: 18.07.2017
Aachenfaktor: 909,1 Flachenfaktor: 909,1
PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%] [':‘t’/:;e;gao/g PGParzelle Korn-FM [kg] TS [%] ['::’l:;e;gao/g
Kontrolle a 8,2 74,0 Kontrolle a 6,4 72,3
85,1 86,3
Kontrolle b 7,6 68,7 Kontrolle b 7,0 64,0
DC30 1000g/ha a 73 861 66,8 DC30400g/haa 6,6 86.5 60,5
DC30 1000g/ha b 7,6 69,2 DC30400g/hab 7.2 65,4
DC30 500g/ha a 8,5 855 76,5 DC30 800g/ha a 6,7 86.5 61,1
DC30 500g/ha b 7,6 68,5 DC30 800g/hab 7.2 65,8
Flexitye a 7,8 71,0 DC30+F.e 30g/ha a 6,7 60,9
86,3 86,5
Flexitye b 7.8 71,5 DC30+F.e 30g/ha b 6,7 60,8
DC30+F.e 60g/ha a 6,9 86.5 63,1
DC30+F. 60g/ha b 7,1 65,3
Flexitye 30g/ha a 6,6 86.7 74,0
Flexitye 30g/ha b 7,2 65,5
Flexitye 60g/ha a 6,5 86.7 59,6
Flexitye 60g/ha b 7,0 64,2
Anmerkungen: PG = Priifglied, FM = Frischmasse, TS = Trockensubstanz,

DC30 = 30 %ig formuliertes Dispersionskonzentrat des Genotyps 10 Erntejahr 2012 (Ethylacetat-Phase);
Der Kornertrag in dt/ha bei 86 % TS berechnete sich aus der Korn-FM [kg], der prozentualen TS und
dem parzellenabhangigen Flachenfaktor nach folgender Formel:

dt
Kornertrag [E 86 %] =

FM (Korn) [kg]

TS [%]

100

X86%TS

10.000 m2

x Flachenfaktor (:

Parzellengrofe [(m2]

uabejuy
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Anlage 74: Kornertrage Winterweizen 2012 bis 2017.

Ernte: 01.08.2012 Ernte: 15.08.2013
Flachenfaktor: 1333,3 Flachenfaktor: 1333,3
Kornertrag Kornertrag
PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%] PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%]
[dt/ha 86 %] [dt/ha 86 %]
Kontrolle a 6,3 86,8 Kontrolle a 6,9 93,4
Kontrolle b 54 75,1 Kontrolle b 6,9 94,6
89,1 87,9
Kontrolle ¢ 6,1 84,5 Kontrolle ¢ 6,1 82,9
Kontrolle d 5,6 774 Kontrolle d 7,2 97,8
GT02 a 55 76,1 GT02 750g/ha a 59 81,5
GT02b 6,0 82,7 GT02 750g/ha b 7,0 95,7
88,8 88,6
GT02c 6,5 89,6 GT02 750g/ha c 6,9 94,2
GT02d 6,1 83,7 GT02 750g/had 75 102,5
Corbele a 6,6 90,8 GT02 375g/ha a 7,0 95,3
Corbele b 74 101,9 GT02 375g/ha b 7.1 97,2
ome 88,6 gna 88,3
Corbele ¢ 6,6 90,1 GT02 375g/ha c 7,0 95,8
Corbele d 7,7 105,8 GT02 375g/had 6,7 91,3
Amistare a 7,2 99,2
Amistare b 5,9 81,5
88,6
Amistare c 7,5 102,5
Amistare d 7,3 99,9
Anmerkungen: PG = Prifglied, FM = Frischmasse, TS = Trockensubstanz,

GT = Genotyp (GT02 Erntejahr 2012 Ethylacetat-Phase);
2012: signifikante Abweichung des Kornertrags von Corbel® von dem der Kontrolle (Dunnett-Test, P = 0,011)

uabejuy
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Fortsetzung Anlage 74.

Ernte: 01.08.2014
Flachenfaktor: 1333,3
Kornertrag
PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%]
[dt/ha 86 %]
Kontrolle a 6,9 64,3
88,2
Kontrolle b 6,8 63,0
GT10 1000g/ha a 6,7 879 62,1
GT10 1000g/ha b 74 ' 68,8
GT10 500g/ha a 7.4 88.2 68,8
GT10 500g/ha b 74 ' 68,7
Capaloe® a 8,6 80,1
87,9
Capaloe b 7,7 71,9
Anmerkungen: PG = Prifglied, FM = Frischmasse,

TS = Trockensubstanz,

GT = Genotyp

(GT10 Erntejahr 2012 Ethylacetat-Phase)
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Fortsetzung Anlage 74.

Ernte: 30.07.2015 Ernte: 21.07.2017
FRachenfaktor: 1333,3 FAachenfaktor: 833,3
PGParzelle Korn-FM [kg] TS [%] Komnertrag |, parzelle Korn-FM [kg] TS [%] Kornertrag
[dt/ha 86 %] [dt/ha 86 %]
Kontrolle a 7,0 943 Kontrolle a 9,0 82,3
Kontrolle b 6,6 88,9 Kontrolle b 8,8 80,8
87,1 86,7
Kontrolle ¢ 7,0 945 Kontrolle ¢ 8,9 81,5
Kontrolle d 6,4 86,2 Kontrolle d 7,7 70,8
DC30 200g/ha a 7,5 100,5 DC30 200g/ha a 9,0 82,9
DC30 200g/ha b 6,9 86.7 92,5 DC30200g/ha b 8,8 871 81,0
DC30 200g/ha c 6,7 90,1 DC30 200g/ha c 8,0 73,7
DC30 200g/ha d 6,7 89,7 DC30 200g/ha d 7,6 69,9
DC30 400g/ha a 6,6 89,9 DC30400g/ha a 9,0 82,2
DC30 400g/ha b 7,0 875 94 4 DC30400g/hab 8,5 86.8 78,0
DC30 400g/ha c 6,9 93,1 DC30400g/ha c 8,2 75,4
DC30 400g/ha d 6,9 93,6 DC30400g/ha d 8,1 741
DC30 800g/ha a 7,0 94,0 DC30 800g/ha a 8,8 80,0
DC30 800g/ha b 71 87 1 95,6 DC30 800g/ha b 8,8 86.2 80,2
DC30 800g/ha c 7,2 97,6 DC30 800g/ha c 79 71,6
DC30 800g/ha d 7,0 94,7 DC30 800g/ha d 7.4 67,2

Anmerkungen:

PG = Prifglied, FM = Frischmasse, TS = Trockensubstanz,

DC30 = 30 %ig formuliertes Dispersionskonzentrat des Genotyps 10 Erntejahr 2012 (Ethylacetat-Phase)

uabejuy
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Fortsetzung Anlage 74.

Ernte: 30.07.2015 Ernte: 21.07.2017
Flachenfaktor: 1333,3 Flachenfaktor: 833,3

Kornertrag Kornertrag
PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%] PG/Parzelle Korn-FM [kg] TS [%]

[dt/ha 86 %] [dt/ha 86 %]
DC30+C.e 200g/ha 7,2 96,1 DC30+C.e 200g/ha 9,3 85,3
DC30+C.e 200g/ha 7.4 86.0 98,9 DC30+C.e 200g/ha 9,1 86.9 83,8
DC30+C.e 200g/ha 7,8 104,3 DC30+C.e 200g/ha 8,7 79,9
DC30+C.e 200g/ha 6,9 92,5 DC30+C.e 200g/ha 7,8 71,8
DC30+C.® 400g/ha 7,7 1034 DC30+C.e 400g/ha 10,0 90,9
DC30+C.e 400g/ha 7,5 86.2 100,2 DC30+C.e 400g/ha 9,3 86.4 84,6
DC30+C.® 400g/ha 6,9 91,9 DC30+C.® 400g/ha 8,9 81,3
DC30+C.e 400g/ha 6,9 92,2 DC30+C.e 400g/ha 7,3 66,7
Corbele a 6,7 90,9 Corbele a 9,3 84,8
Corbele b 7,3 875 99,3 Corbele b 9,5 86.4 86,9
Corbele ¢ 6,6 89,8 Corbele ¢ 9,0 82,2
Corbele d 7,3 99,3 Corbele d 59 53,9%
Anmerkungen: PG = Prifglied, FM = Frischmasse, TS = Trockensubstanz,

DC30 = 30 %ig formuliertes Dispersionskonzentrat des Genotyps 10 Erntejahr 2012 (Ethylacetat-Phase);
*Vogelfral;

Der Kornertrag in dt/ha bei 86 % TS berechnete sich aus der Korn-FM [kg], der prozentualen TS und
dem parzellenabhangigen Flachenfaktor nach folgender Formel:

FM (Korn) [kg] TS [%] 10.000 m2

100 X 86 %TS x Flichenfaktor (Parzellengréﬁe [m2]

dt
Kornertrag [ﬁ 86 %] =

uabejuy
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