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Zusammenfassung

Der Steirische Olkiirbis zihlt in der Steiermark zu den wichtigsten Nutzpflanzen (Landwirtschaftskammer
Steiermark 2013), da aus seinen diinnschaligen Samen das wertvolle Steirische Kiirbiskernol gewonnen werden
kann (Teppner 2000, Teppner 1982). Das Produkt Steirisches Kiirbiskerndl, das auch als ,,Schwarzes Gold*
bezeichnet wird (Teppner 2004) ist zugleich Schmankerl (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011)
und auch ,,Medizin“ (Steigmeier, Kreuter und Sontag 2001, Reiterer und Reiterer 1994), wodurch die Abnahme
und die wirtschaftliche Bedeutsamkeit in den letzten Jahre stark zugenommen hat
(http://www.foodscience.tugraz.at/ilct_old/pfannhauser/berichte.htm Stand 11.5.2016). Krankheiten, die den
Steirischen Olkiirbis betreffen, gehdren somit neben Umwelteinfliissen zu den geféhrlichsten Kontrahenten im
Olkiirbisanbau. Didymella bryoniae zihlt seit 2004 in der Steiermark zu den gefiirchtetsten Pathogenen des
Steirischen Olkiirbisses (Huss 2011, Huss 2014). Der Ascomycet ist, neben der Gummistiingelkrankheit, bei
welcher durch eine Faule der Stingel und Blattstiele der gesamte Vegetationskorper der Pflanzen absterben kann
(Huss 2014a), auch der Verursacher der Fruchtfiule, bei welcher die Friichte am Feld komplett verfaulen (Zitter,
Hopkins und Thomas 1996). Unter optimalen Bedingungen kénnen Ertragseinbuflen von bis zu 50 % erreicht
werden (Huss 2014), wodurch Didymella bryoniae zu gro3en wirtschaftlichen Einbuflen fithren kann. Im
Rahmen der Arbeit sollte anhand von Freilandversuchen unter Einbezug der Wetterbedingungen die Biologie des
Pilzes, seine Eintrittspforten, sowie die Ausbreitung innerhalb der Pflanzen untersucht werden. Unter heillen und
trockenen Wetterbedingungen kommen natiirliche Eintrittspforten, sowie mechanische Verwundungen fiir
Didymella bryoniae nur bedingt in Frage. Frithzeitige Ausbildung von Fruchtfdule und Gummistiangelkrankheit
blieben aus, wodurch wirtschaftliche Schiaden durch Ernteausfalle ausblieben. Insbesondere auch der von
Cucurbita pepo induzierte Wundverschluss durch Arabinogalaktan-Proteine stellt eine Barriere fiir Didymella
bryoniae da. Als problematisch fielen bei heilem, Sonnen-reichem Wetter jedoch sogenannte ,,Sonnenflecken*
auf den Friichten auf, die Infektionen mit Didymella bryoniae und anderen Pathogenen begiinstigen kdnnten. Die
Erforschung des Grundlangenwissens zur Biologie von Didymella bryoniae sollte einen Beitrag fiir potentielle

nachfolgende angewandte Pathogen-Praventionsforschung liefern.



Abstract

The Styrian oil pumpkin is one of the most important crops in Styria (Landwirtschaftskammer Steiermark 2013),
since its thin coated seeds are used to produce the Styrian pumpkin seed oil (Teppner 2000, Teppner 1982). This
special oil, which is also known as “black gold* (Teppner 2004), is on the one hand a treat (Gemeinschaft
Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011), but on the other side also used as “medicine* (Steigmeier, Kreuter und
Sontag 2001, Reiterer und Reiterer 1994). Therefore, its economic importance increases annually
(http://www.foodscience.tugraz.at/ilct_old/pfannhauser/berichte.htm Stand 11.5.2016). Diseases, which affect
the Styrian Oil pumpkin, are therefore one of the most important rivals in pumpkin breeding and agriculture.
Since 2004 Didymella bryoniae became one of the most feared pathogens for Styrian oil pumpkin farmers (Huss
2011, Huss 2014). Didymella bryoniae belongs to the phylum Ascomycota and is responsible for the gummy
stem blight (Huss 2014a) as well as the fruit rot, also known as black rot (Zitter, Hopkins und Thomas 1996).
Yield losses of up to 50 % due to Didymella bryoniae (Huss 2014) lead to large economic losses. This master
thesis should be an approach for understanding the biology of Didymella bryoniae, both its entry points as well
as its spreading within the plant. In field trials under hot and dry weather conditions, natural entry points and
wounds could not be used for entrance. The production of arabinogalactan-proteins as a wound closure of
Cucurbita pepo acted as a barrier for Didymella bryoniae. “Sunscalds” on fruits due to long sunny hours favored
infections with Didymella bryoniae and other pathogens. Research into the basic knowledge of the biology of

Didymella bryoniae should provide an input for potential subsequent applied pathogen prevention research.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Systematik und Charakteristik des Steirischen OlKiirbisses Cucurbita pepo var. styriaca

Der Steirische Olkiirbis, der in der Botanik den Beeren angehérig ist (Lieberei und Reisdorff 2012,
Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskerndl g.g.A. 2011), gehort zur Ordnung der Cucurbitales, in die Familie der
Cucurbitaceae und zur Gattung Cucurbita (Strasburger 2008). Diese umfasst neben einigen wenigen Wildarten
insgesamt fiinf Speisekiirbisarten: den Gartenkiirbis (C. pepo), den Riesenkiirbis (C. maxima), den
Moschuskiirbis (C. moschata), den Feigenblattkiirbis (C. ficifolia) und die Ayote (C. argyrosperma= C. mixta)
(Grebenscikov 1950, Teppner 2005). Alle am Markt erhéltlichen Sorten, so auch der Steirische Olkiirbis,
entstanden durch Ziichtungen aus den oben genannten Speisekiirbisarten (Brancucci und Branziger 2003).

Der Steirische Olkiirbis ist eine einjéhrige, krautig wachsende Pflanze (Kulmer und Weber 1990, Whitaker und
Robinson 1986), welche durch die Ausbildung von spiraligen Ranken (Kulmer und Weber 1990) entweder als
Kletterpflanze wéchst oder am Boden dahin kriecht (Brancucci und Brénziger 2003). Bei Pflanzen, die am
Boden liegen sind die Ranken meist eher kurz, wéihrend diese bei kletternden Pflanzen stirker entwickelt sind
und beinahe ausnahmslos an allen Knoten zu finden sind (Zimmermann 1922). Die Stingel wurzeln hdufig an
den Nodi (Whitaker und Robinson 1986). Das Blitterdach der Pflanze kann eine Grofie von bis zu 3 m?
einnehmen (Brancucci und Bréinziger 2003). Die Anordnung der Blétter erfolgt wechselsténdig (Zimmermann
1922, Whitaker und Robinson 1986). Die Blatter der Pflanze sind grof3, an den Randern haufig gezahnt und
weisen eine herzahnliche bis ovale Form auf (Brancucci und Brénziger 2003, Gemeinschaft Steirisches
Kiirbiskerndl g.g.A. 2011). Die Blattspreite ist mehr oder weniger stark gelappt (Zimmermann 1922, Teppner
2005) und stachelig behaart (Teppner 2005).

Die Pflanze ist einerseits als Flachwurzler im Boden verankert (Kulmer und Weber 1990) und verfiigt
andererseits iiber sichtbare sekunddre Wurzeln, die von den Knoten ausgehend in die Erde reichen. Diese dienen
einer optimierten Nahrstoffaufnahme im Zuge der Fruchtentwicklung (Brancucci und Brénziger 2003). Spross,
Blatt- und Bliitenstiele sind eckig und von einer unterschiedlich dichten, stacheligen Behaarung umgeben
(Teppner 2005, Brancucci und Brénziger 2003, Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskerndl g.g.A. 2011).

Beim Steirischen Olkiirbis handelt es sich um einen mondzische Pflanze (Schuster 1977, Whitaker und Robinson
1986), dessen Bliiten eingeschlechtlich sind, wodurch der Kiirbis auf entomophile Fremdbefruchter angewiesen
ist. Eine Kiirbisbliite ist sowohl bei Sonnenschein als auch an Regentagen nur einen Tag gedffnet, bevor sie
verwelkt. Insbesondere die weiblichen Bliiten, die nur einen kurzen Stielansatz besitzen, werden haufig vom
Blatterdach verdeckt. Die ménnlichen, langstieligen Bliiten hingegen ragen hiufig {iber das Dach hinaus. Sowohl
bei den ménnlichen als auch bei den weiblichen Bliiten handelt es sich um fiinfstrahlige, spitzzipfelige
Trichterbliiten mit einer sonnengelben Farbe. In der Regel beschrinkt sich der Bliitenstand in der Gattung
Cucurbita auf eine méannliche oder eine weibliche Bliite pro Blattachse (Teppner 2000, Schuster 1977). Die
ménnlichen Bliiten besitzen jeweils fiinf Staubblétter, wobei zwei davon jeweils verwachsen sind und das fiinfte
frei vorliegt. Die flinf Filamente (Staubfdden) bilden eine zusammengewachsene Saule, welche den ringformig
verdickten, nektarabsondernden Bliitenboden verdeckt und insgesamt ca. 15.000 Pollenkdrner enthélt (Hammer
et al. 2002, Schuster 1977).

Die Gattung Cucurbita besitzt Pollen mit einer Gréfe von 120-200 um im Durchmesser (Teppner 2004). Ebenso
ist der Pollen des Steirischen Olkiirbisses groB, rund und besitzt eine stachelige Oberfliche (Brancucci und

Brénziger 2003). Diese Oberfldche entsteht durch grof3e, zylindrische und zahlreiche, dazwischenliegenden
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winzigen Sdulen-artigen Strukturen, welche zusammen die Sexine des Pollenkorns bilden (Teppner 2004). Der
Pollen ist mit 6ligen Kittstoffen umgeben, um eine Haftung an Insekten zu erzielen (Hammer et al. 2002).
Sowohl méannliche als auch weibliche Bliiten sondern Nektar ab (Whitaker und Robinson 1986). Die weibliche
Bliite weist ein ringformiges, nektarabgebendes Gewebe um den Griffel und den gro3en Narbenlappen auf
(Hammer et al. 2002, Schuster 1977). Zwischen dem kurzen Bliitenstiel und der weiblichen Bliite befindet sich
bereits vor der Befruchtung ein kleiner kugeliger Fruchtansatz (Teppner 2005, Brancucci und Brénziger 2003).
Dieser unterstandige Fruchtknoten weist bereits vor der Bestdubung die ungefahre Form der reifen Frucht auf
(Teppner 2005). Beim Steirischen Olkiirbis (Cucurbita pepo var. styriaca) bzw. beim Gartenkiirbis (Cucurbita
pepo) liegen keine Spezialisierungen der Bliiten vor, wodurch theoretisch eine Grof3zahl an Tieren als Bestiuber
in Frage kimen (Hammer et al. 2002). In der Heimat des Kiirbisses (Amerika) fungieren insbesondere
spezialisierte Bienen der Gattungen Xenoglossa und Peponapis als Bestauber (Teppner 2000). Beobachtungen
zufolge werden die Bliiten vor allem aufgrund des reichlichen Nektarangebots (Teppner 2000) hierzulande
jedoch meist von Honigbienen oder Hummeln besucht. (Teppner 2000, Hammer et al. 2002, Brancucci und
Brénziger 2003). Die Zaunriibe (Bryonia subsp.) hingegen, die neben der Spritzgurke das einzige européische
Kiirbisgewachs ist, besitzt einen spezifischen Bestduber, die Sandbienenart Andrena florea Fabr..

Die nach der Befruchtung der Olkiirbisbliiten entstehenden Friichte sind rund (Teppner 2004), zuniichst hellgriin
dunkelgriin gestreift und jeweils oben und unten leicht abgeflacht. Im Bereich des Stielansatzes bilden sich grobe
Falten (Brancucci und Brinziger 2003). Der Steirische Olkiirbis besitzt eine glatte Oberfliche (Brancucci und
Brénziger 2003) und ist im reifen Stadium durch seine dunkelgelbe bis sattorange Farbe (Teppner 2004) mit
dunkelgriinen Langsstreifen und einem kantigen, dunkelgriin bis hellgriin gestreiftem Fruchtstiel
gekennzeichnet. Pro Pflanzen entwickeln sich rund zehn Friichte mit einem Durchmesser von bis zu 50 cm und
einem durchschnittlichen Gewicht von drei bis fiinf Kilogramm. Das fasrige Fruchtfleisch ist im unreifen
Zustand zunéchst weill und verfarbt sich in Folge des Reifeprozesses hellorange (Brancucci und Bréanziger 2003,
Teppner 2004). Im unreifen Zustand kann man den Ubergang zwischen dem #AuBeren, dicht gepackten
Fruchtfleisch und der inneren, losen Plazenta erkennen. Bei reifen Friichten hingegen ist sie abgestorben,
wodurch die zahlreichen dunkelgriinen Samen in der saftfreien Fruchthéhle zu finden sind (Lieberei und
Reisdorff 2012). Diese sind in etwa doppelt so lang wie breit, abgeflacht (Brancucci und Bréanziger 2003,
Steigmeier et al. 2001), spitzoval (Lieberei und Reisdorff 2012) und verfiigen iiber eine, unterschiedlich stark
ausgepragte Randwulst (Teppner 2005). Die Samen sind diinnschalig, wodurch das Protochlorophyll im
Chlorenchym der Testa (Samenschale) erkennbar ist (Teppner H. 1982, Teppner H. 2000). Dieses 16st sich im
Zuge des Pressvorgangs, wodurch das Ol seine charakteristische Farbe erhilt. Aufgrund dieser Farbe wird das
Kiirbiskerndl auch als ,,Schwarzes Gold* bezeichnet (Teppner 2004). Der Olkiirbis bevorzugt ein warmes Klima
mit relativ hoher Luftfeuchtigkeit und wéchst besonders gern auf gut durchliifteten Béden, welche mindestens
sechs Monate am Stiick frostfrei sind (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011, Whitaker und
Robinson 1986).

1.2 Die Geschichte des Kiirbisses

Entsprechend der Lange der Geschichte des Kiirbisses, wurden der Frucht auch zahlreiche umgangssprachliche
Bezeichnungen zugeschrieben. Im Volksmund ist er z.B. auch mit den Begriffen Dummkopf oder Ehebrecher
bekannt. Die Bezeichnung Ehebrecher leitete sich vermutlich von der Tatsache ab, dass eine Frau nach Ehebruch

im Zuge einer Schwangerschaft einen dicken Bauch bekam, welcher der Form eines Kiirbisses dhnelte
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(Brancucci und Bréanziger 2003). Wirft man einen genauen Blick auf die allgemeine Geschichte des Kiirbis,
entdeckt man erste Dokumentationen iiber die Ziichtung von Flaschenkiirbissen (Lagenaria siceraria) bereits aus
der Zeit der Antike. Die Flaschenkiirbisse, die jedoch mit den Cucurbitaceaen nicht verwandt sind, wurden in
Europa bereits lange vor diesen als Nahrungsquelle verwendet (Teppner 2004, Gemeinschaft Steirisches
Kiirbiskernol g.g.A. 2011). Die Cucurbitaceaen hingegen, die in der Neuen Welt beheimatet sind, kamen erst mit
der Entdeckung Amerikas nach Europa (Teppner 1982). Zum Tribus Cucurbiteae gehdren 13 Gattungen mit 110
Spezies, unter anderem auch die Gattung Cucurbita (Teppner 2004). Christoph Kolumbus vermerkte hierzu 1492
einen Eintrag in seinem Logbuch, der auf diese Speisekiirbisse deutet (Teppner 2000). Es folgte eine rasche
Ausbreitung in Europa (Teppner 1982), wodurch der Flaschenkiirbis als Speisekiirbis verdrangt wurde
(Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011). Wiahrend die ersten européischen schriftlichen
Aufzeichnungen von der Gattung Cucurbita aus den Jahren 1503-1508 stammen (Gemeinschaft Steirisches
Kiirbiskernol g.g.A. 2011), tauchten botanische Beschreibungen, sowie Zeichnungen von Cucurbitaceaen in
Krauterbiichern von Fuchs erst in den Jahren 1542 und 1543 auf. Auch Fuchs bezeichnete jedoch mit Cucurbita
bzw. Kiirbis die heutige Gattung Lagenaria (Teppner 2000). In der Gattung Cucurbita hingegen, zu welcher
neben einigen Wildarten finf Speisekiirbisarten zéhlen, schien in Europa insbesondere der Gartenkiirbis
(Cucurbita pepo) von grofler Bedeutung zu sein (Brancucci und Bréanziger 2003). Mit dem 16. Jahrhundert sind
rasche Entwicklungen neuer Kultursorten von Cucurbita pepo dokumentiert, fiir welche Wildtypen von C. pepo
subsp. ovifera aus den USA sowie C. pepo subsp. fraterna aus Mexiko als Vorfahren in Betrachtung gezogen
werden (Teppner 2000). Teppner (2000) hingegen sieht C. pepo subsp. gumala aus Guatemala als einen weiteren
potetiellen Vorfahren der Kultursorten von C. pepo.

Die Verwendung der Kiirbisfriichte als Nahrungsquelle schien zunéchst insbesondere bei den Seefahrernationen
eine Rolle zu spielen (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskerndl g.g.A. 2011). 1546 tauchten anschlieBend
Aufzeichnungen von Hieronymus Bock auf, die Angaben zur Verwendung von Kiirbis beinhalten: das
Fruchtfleisch konne man wie Apfel oder Riiben kochen. Des Weiteren werden die Heilwirkungen der Kerne bei
Blasenleiden erwiihnt (Teppner 1999). Ebenso war Maria Theresia der Meinung, dass das wertvolle Ol nicht als
gewohnliche Speise dienen sollte, sondern in die Apotheke gehore (Baldauf 2010 TC: 02:12).

Der élteste schriftliche Nachweis iiber die Verwendung von Kiirbissen als Gemiise in der Steiermark stammt aus
dem Jahr 1596. Die Verwertung von geschélten Kiirbiskernsamen fiir die Produktion von Kiirbiskerndl hingegen
lasst sich erst auf das Jahr 1735 zuriickfiihren (Teppner 2000).

Wihrend insbesondere in der (West)-Steiermark die Kultivierung von Kiirbissen und die Verwendung des Ols
vermutlich keine Seltenheit war (Teppner 2004), schien jedoch eine generelle wirtschaftliche Bedeutsamkeit des

Kiirbisses bis zum zweiten Drittel des 18. Jahrhunderts nicht gegeben zu sein. Erst mit dem Erlass des kaiserlich
koniglichen Dekrets vom 6. Februar 1773 zur Verbreitung einer anonymen Druckschrift mit dem Titel ,,Kurzer
Unterricht vom Anbaue, und niitzlichen Gebrauche der Kiirbise oder sogenannten Pliizer erhielt der
Kiirbisanbau in der Steiermark seinen Aufschwung. Fachkreise vermuten, dass hinter der staatlichen Forderung
des Anbaus der ,,Pliizer* die Bekdmpfung der Getreideknappheit stand (Teppner 1982, Teppner 2004). Diese
Schrift beinhaltete sogar Anweisungen zur Kultivierung der Kiirbisse in Monokultur. In der Steiermark spielte
diese jedoch erst mit dem Ausbringen von Herbiziden in Bezug auf die Kultivierung von Mais eine Rolle. Davor
wurde Kiirbis stets als Zwischenfrucht mit Mais und Bohnen kultiviert (Teppner 2004).

Dokumentationen zur Kultivierung und zum Gebrauch des Steirischen Olkiirbis reichen ca. 200 Jahre zuriick

(Winkler 2000). Fiir die Produktion des Kiirbiskerndls mussten die Kerne damals jedoch geschélt werden, da die
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Zellwéande der vier dulleren Schichten der fiinfschichtigen Samenschale stark verholzt waren. Eine Mutation
sorgte anschlieBend fiir die Entstehung von diinnschaligen Samen, deren Samenschale im reifen Zustand aus drei
nicht lignifizierten Schichten besteht (Teppner 2000, Teppner 1982). Genaue Angaben zum Datum bzw. zum
Entstehungsort des genetisch rezessiven Merkmals ,,dlinnschalig® (Teppner 2000, Teppner 1982) sind nicht
vorhanden (Teppner 2000), wobei man das Zeitintervall zwischen 1870 und 1880 flir wahrscheinlich halt
(Teppner 2000, Winkler 2000). Aufgrund verminderter Kosten und verringertem Arbeitsaufwand bei
gleichbleibender Olqualitit kam es nach dem ersten Weltkrieg in der Steiermark zu einem Aufschwung in der
Kultivierung dieser neuen Subspezies. Der Saatzucht Gleisdorf Gmbh gelang es schlieflich 1970 eine

diinnschalige Kiirbissubspezies mit dem Namen Gleisdorfer Olkiirbis zu registrieren (Winkler 2000).
1.3 Zuchtziele und Sorten

Die Ziichtung von Kultursorten ermdglicht das Hervorbringen gewtinschter Eigenschaften von Wildpflanzen,
sowie eine Anpassung an die vorherrschenden Klima- und Kulturbedingungen (http://www.saatzuchtgleisdorf.at/
Stand 15.12.2015). Bei der Ziichtung von Pflanzen unterscheidet man mehrere Formen: die klassische
Selektionsziichtung Vermehrung von Pflanzen mit positiven Merkmalen), die Heterosisziichtung (Ziichtung
homozygoter Inzuchtlinien mit erhéhter Mehrleistung in der F1 Generation= Heterosis Effekt), die
Mutationsziichtung (Anderung der Eigenschaften durch Einwirkung von Mutagenen, Auswahl von Mutationen
mit positiven Effekten) und die Hybridziichtung (homozygote Inzuchtlinien mit gewiinschten Eigenschaften der
Ausgangsinzuchtlinie). Die Ziichtung verspricht das Erreichen eines oder mehrere Zuchtziele. Klassische
Zuchtziele sind die Ertragssteigerung, die Qualititsverbesserung und die Entwicklung von Toleranzen und
Resistzenzen gegen biotische und abiotische Faktoren. (https://de.wikipedia.org/wiki/Pflanzenz%C3%BCchtung
Stand 15.12.2015).

Die Saatzucht Gleisdorf GmbH mit Firmensitz im Bezirk Weiz stellt im Bereich der Ziichtung des Olkiirbisses
eine wichtige Rolle dar. Die Zuchtziele betreffend des Steirischen Olkiirbisses beinhalten sowohl einen hohen
Samenertrag und die Erhohung des Samenanteils am Gesamtgewicht der Frucht, als auch eine gute Losbarkeit
der Samen vom Fruchtfleisch. Des Weiteren stehen die Ziichtung von Linien mit groBen, dickbauchigen
Friichten und reduzierter Trieblange (Buschtyp: fiir eine optimierte Kulturfithrung) im Vordergrund. Neben
morphologischen Merkmalen steht auch die Verbesserung der Sameninhaltsstoffe. Entwicklung von Resistenzen
gegen das Zucchinigelbmosaikvirus, sowie gegentiiber diversen Pilz- und Bakterienkrankheiten bilden ebenfalls
einen Schwerpunkt. Parallel zu den konventionellen Zuchtzielen verfolgt die Saatzucht Gleisdorf seit 2003 die
Selektion von Bio-Ziichtungen mit erhdhter Konkurrenzkraft gegen Beikréuter
(http://www.saatzuchtgleisdorf.at/ Stand 15.12.2015). Derzeit sind siebzehn verschieden Olkiirbissorten in der
Osterreichischen Sortenliste eingetragen (sieche Abbildung 1)

(http://www.baes.gv.at/pflanzensorten/oesterreichische-sortenliste/ Stand 15.12.2015).
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Beppo (h, ub)
+ Camillo (h, ub)
GL Classic (f, ub)
GL Global (h, ub)
GL Luna (h, ub)
+ GL Maja (h, ub)
GL Maximal (h, ub)
GL Opal (h, ub)
GL Oskar (h, ub)
+ GL Planet (h, ub)
GL Rustikal {h, ub)
Gleisdorfer Diamant (h, ub)
Gleisdosfer Express (h, ub)
Gleisdorfer Dlkiirbis (f, ub)
Retzer Gold (f. ub)
Sepp (f, ub)
Wies 371 (f, ub)

Abbildung 1: eingetragene Olkiirbissorten der dsterreichischen Sortenliste 2015, f= freiabblithende Sorte, h= Hybridsorte, ub= unbeschalt,
+= Sorten, die erstmals angefiihrt sind (modifiziert von: http://www.baes.gv.at/pflanzensorten/oesterreichische-sortenliste/ Stand

15.12.2015).
1.4  Von der Frucht bis zum fertigen Kiirbiskerndol

Kiirbisse bevorzugen lockere, nicht verdichtete Boden mit einem pH Wert zwischen 6 und 7. Warme, trockene
Lagen und eine hohe Luftfeuchtigkeit begiinstigen das Wachstum und die Reife der Friichte
(http://www.biofarm.ch/assets/files/Landwirtschaft/Merkblatt%20Bio-Oelkuerbis-Anbau.pdf Stand 17.12.2015,
Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskerndl g.g.A. 2011). Prinzipiell gilt jedoch, dass Kiirbisse dort gut wachsen, wo
auch Mais und Wein gut gedeihen (http://www.alwera.at/kulturen/oelkuerbis-konsum/ Stand 17.12.2015). Der
Anbau der Pflanzen findet meist zwischen April und Mai statt, wenn der Boden eine Mindesttemperatur von
10°C erreicht hat. Pro Hektar werden ca. 10.000 bis 15.000 Samen in einer Tiefe von 3 bis 5 cm ausgesét. Der
Abstand zwischen den Pflanzen sowie zwischen den einzelnen Reihen steht in Abhéngigkeit von der
ausgewdhlten Sorte (http://www.alwera.at/kulturen/oelkuerbis-konsum/ Stand 17.12.2015). Die Anbaufldche in
der Steiermark variierte zwischen den Jahren 2008 bis 2015 zwischen 10.000 und 15.000 Hektar
(Landwirtschaftskammer Steiermark 2016), wihrend sie Osterreichweit auf ca. 25.000 Hektar geschitzt wird
(Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011). In Abhéngigkeit von der Region, sowie der Witterung
schwanken die Hektarertrage zwischen 600 und 900 kg getrockneter Kerne
(http://www.landwirt.com/Oelkuerbis-Ernte-beginnt,,10665,,Bericht.html Stand 17.12.2015) mit Spitzenertragen
bis zu 1000 kg (Landwirtschaftskammer Steiermark 2016). Die Friichte nehmen nach einer Reifezeit von
durchschnittlich 55 Tagen die Grofle von Fu3ballen an (http://www.alwera.at/kulturen/oelkuerbis-konsum/ Stand
17.12.2015, http://www.agrarheute.com/traction/news/kernige-steiermark Stand 9.5.2016) und enthalten im
Schnitt 400 Samen (Kiirbiskerne) (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011).

1.4.1 Die Ernte der Friichte

Die Friichte werden im Spatsommer in den Monaten September und Oktober geerntet. Der genaue Zeitpunkt der
Ernte ist ein heikler Punkt. Werden die Friichte zu friih geerntet wirkt sich dies negativ auf die Qualitét des
Kerndls aus. Wiahlen die Bauern den Erntezeitpunkt jedoch zu spét steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die
Friichte faulen (http://www.traction-magazin.de/kuerbisernte-steiermark Stand 17.12.2015). Eine reife Frucht
erkennt man an einem trockenen Stidngel, der sich von der Frucht 16st
(http://www.biofarm.ch/assets/files/Landwirtschaft/Merkblatt%20Bio-Oelkuerbis-Anbau.pdf Stand 17.12.2015).

Ebenso ist ein Grofteil des Blatterdaches bereits abgestorben. Die Friichte selbst sind zum Zeitpunkt der Ernte
15
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gelb verfarbt (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011). Die Ernte der Kiirbiskerne wurde weit bis in
das 20. Jahrhundert manuell und vorwiegend von den Frauen durchgefiihrt. Die Friichte wurden dafiir entweder
direkt am Feld mit einem Hackmesser halbiert oder zunachst eingesammelt und am Hof weiter verarbeitet. Die
halbierten Friichte wurden von den Knien und einer Hand gehalten, wiahrend man mit der zweiten Hand die
Kerne aus den einzelnen Kammern der Plazenta (innere, weiche und lose Fruchtfleischschicht) herausputzte
(Lieberei und Reisdorff 2012, https://de.wikipedia.org/wiki/K%C3%BCrbiskern%C3%B61 Stand 15.12.2015).
Mundartlich wurde der Erntevorgang auch als Kiirbis-patzeln bezeichnet (Reiterer und Reiterer 1994). Die
Samen wurden zur Trennung von den Fruchtfleischresten in Wasser gewaschen und anschlie3end getrocknet,
wodurch sie lagerfihig werden (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011). Das zuriickgebliebene
Fruchtfleisch diente einerseits als Futter fiir Schweine (Teppner 2004) oder wurde mit den Pflanzenresten am
Feld hinterlassen und spéter als Diinger untergepfliigt (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011,
Teppner 2004, Reiterer und Reiterer 1994). Heute findet man kaum noch Betriebe, die eine hindische Ernte der
kostbaren Kerne durchfiihren. In den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts setzte sich die maschinelle Ernte
allmédhlich durch (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011). Aufgrund der hohen Anschaffungskosten
der lediglich einmal im Jahr benétigten Maschinen schlieBen sich die Bauern hiufig zu Genossenschaften
zusammen und leihen sich die Maschinen aus (http://www.meinbezirk.at/korneuburg/wirtschaft/75000-kg-
kuerbiskerne-geerntet-und-getrocknet-d38708.html Stand 17.12.2015). Zunédchst werden die reifen Friichte mit
einem Pflug (Rollmax) zu Reihen zusammengeschoben. Dieser Vorgang wird auch als ,,schwaden® bezeichnet
(http://www.traction-magazin.de/kuerbisernte-steiermark Stand 17.12.2015). AnschlieBend werden die Friichte
von einer Stachelwalze, die als Igel bezeichnet wird, aufgefasst und im Inneren der Maschine von Messern und
Brecheisen in Stiicke zerteilt. Die Siebtrommel trennt nun das Fruchtfleisch von den Kernen. Wéhrend die
Fruchtfleischreste von der Maschine wieder auf das Feld befordert werden, gelangen die Kerne iiber eine
Schnecke in einen Auffangbehélter. (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernél g.g.A. 2011, http://www.traction-
magazin.de/kuerbisernte-steiermark Stand 17.12.2015).

1.4.2  Verarbeitung der Kiirbiskerne

Beim Steirischen Kiirbiskernol wird die Ernte nicht auf einmal gepresst, sondern iiber das ganze Jahr hindurch.
Um das zu ermoglichen miissen die geernteten Kerne lagerfiahig gemacht werden. Nach der Ernte werden die
Kerne dafiir in Trommelsieben mit Wasser gewaschen (Kulmer und Weber 1990,
http://www.alwera.at/kulturen/oelkuerbis-konsum/ Stand 17.12.2015). Der Kern, der einen Feuchtigkeitsgehalt
von 50 bis 60% aufweist, muss mittels Sonneneinstrahlung, im Backofen oder in Trocknungsanlagen bei 60°C
bei einer mittleren Dauer von zwolf Stunden auf einen Endfeuchtigkeitsgehalt von 6 bis 8% getrocknet werden.
Wihrend erstere Methoden fiir die Tagesmenge der Kerne, die bei einer hdndischen Ernte anfallen, vollkommen
geeignet sind, verlangen die groBen Mengen der maschinellen Ernte spezielle Trocknungsanlagen (Rossrucker
1992, Kulmer und Weber 1990). Wiahrend des Trocknungsvorgangs werden die Kerne per Hand oder mittels
maschinellem Rithrwerk gewendet, um den Vorgang der Trocknung zu beschleunigen
(http://www.alwera.at/kulturen/oelkuerbis-konsum/ Stand 17.12.2015, Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol
g.g.A. 2011). Die Kerne sind trocken, wenn sie bei der Brechprobe brechen anstatt sich zu dehnen
(http://www.traction-magazin.de/kuerbisernte-steiermark Stand 17.12.2015). Bis zur weiteren Verarbeitung
werden die Kerne in einem luftdichten Raum gelagert, um eine Aufnahme von Fremdgeriichen, die den

Geschmack des Oles verindern wiirden, zu verhindern (http://www kernoel.at/wissen/produktion.html Stand
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17.12.2015). Fiir die Produktion des Steirischen Kiirbiskernols miissen die Kerne zundchst gemahlen und
anschlieBend mit Wasser und etwas Salz zu einem Brei verriihrt werden (Kulmer und Weber 1990,
https://www.steirische-spezialitaeten.at/kulinarik/steirisches-kuerbiskernoel-gga. html#Kern6l Gewinnung Stand
17.12.2015). Fiir einen Liter Kiirbiskerndl werden ungeféhr 2,5 bis 3 kg Kiirbiskerne bzw. 30 bis 40 Kiirbisse
bendtigt (Landwirtschaftskammer Steiermark 2016). Wahrend des Rstvorgangs, bei dem das zuvor zugesetzte
Wasser bei ca. 100°C wieder verdampft wird (Baldauf 2010 TC: 11:33), kommt es zum AufschlieBen des Oles
(Trennung von Eiweif3 und Fett). Ist der Rostvorgang beendet, kann die Masse gepresst werden (Kulmer und
Weber 1990, https://www.steirische-spezialitacten.at/kulinarik/steirisches-kuerbiskernoel-gga.html#Kerndl
Gewinnung Stand 17.12.2015). Traditionell wurde die gerdstete Masse, die man auch als Olkuchen bezeichnet,
in der sogenannten Steirischen Olkuh, einer speziellen Holzvorrichtung gepresst. Um geniigend Druck fiir das
Aufeinanderpressen zweier Holzeinsitze herzustellen, wurde ein Holzkeil zwischen die Vorrichtungen
eingeschlagen. Daher spricht man auch vom Ol ausschlagen (Teppner 2000, https://www.steirische-
spezialitacten.at/kulinarik/steirisches-kuerbiskernoel-gga.html#Kernél Gewinnung Stand 17.12.2015). Der Name
der Olkuh leitete sich von dem herunter rinnenden Ol ab, dass an den Melkvorgang einer Kuh erinnerte (Baldauf
2010 TC: 17:39). Erst im 19. Jahrhundert entstanden die ersten hydraulischen Pressen, welche das heutige
AusmaB der Kiirbiskerndlherstellung erst moglich machten. Der Olkuchen wird in den Zylinderpressen bei
einem Druck von ca. 300 bis 350 bar kalt ausgepresst (https://www.steirische-
spezialitaeten.at/kulinarik/steirisches-kuerbiskernoel-gga.html#Kernél Gewinnung Stand 17.12.2015, Brancucci
und Brinziger 2003, Kulmer und Weber 1990). Das gewonnene Ol bedarf zum Absetzten der Schwebestoffe in
etwa zehn Tage bevor es in dunklen Flaschen abgefiillt werden kann (Reiterer und Reiterer 1994,
http://www.kernoel.at/wissen/produktion.html Stand 17.12.2015). Die Riicksténde, die als Presskuchen

bezeichnet werden, dienen den Tieren hdufig als Futter (Reiterer und Reiterer 1994).
1.4.3  Qualititskontrolle des Steirischen Kiirbiskernols

Eines der wichtigsten Qualititsmerkmale beim Steirischen Kiirbiskerndl ist das Farbenspiel. Das Ol weist eine
dunkelgriine Farbe auf, die es der Einlagerung von Chlorophyll in die diinne Schale bzw. Hautchen des Kerns
verdankt. Dieser Farbstoff wird wihrend des Pressvorgangs vom Ol gebunden. Ein weiteres Pigment, das in den
Kernen enthalten ist, ist das Carotin. Seine orange-rotliche Farbe verleiht dem Steirischen Kiirbiskernél im
durchfallenden Licht einen rétlichen Schimmer (http:/www.traction-magazin.de/kuerbisernte-steiermark Stand
17.12.2015, Teppner 2004). Neben diesem Farbenspiel, dass lediglich dem Steirischen Kiirbiskerndl vorbehalten
ist, wird der Geschmack des Steirischen Kiirbiskernéls von einer Priifungskommission beurteilt (Gemeinschaft

Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011).
1.5 Herkunftsschutz des steirischen Kiirbiskernols

In der EU existieren insgesamt vier Lebensmittelgiitesiegel:
e Bio
e  Geschiitzte geografische Angabe (g.g.A)~> Verbindung zwischen mindestens einer der
Produktionsstufen (Erzeugung, Verarbeitung, Herstellung) und dem Herkunftsgebiet, oder Erzeugnis

mit besonderem Ansehen
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e Geschiitzte Ursprungsbezeichnung (g.U)—> Erzeugung, Verarbeitung und Herstellung eines Produkts
eines bestimmten geographischen Gebiets miissen nach einem festgelegtem Verfahren durchgefiihrt
werden

e  Garantiert traditionelle Spezialitét (g.t.S)

(Reithmayer 2011)

Neben einigen anderen Schmankerln, wie z.B. der Wachauer Marille, dem Tiroler Speck oder dem Steirischen
Kren, steht auch das steirische Kiirbiskerndl unter dem Schutz der Europdischen Union. Laut der Verordnung
(EG) 510/2006 zum Schutz von geografischen Angaben und Ursprungsbezeichnungen fiir Agrarerzeugnisse und
Lebensmittel diirfen regionale Lebensmittel weder nachgemacht noch gefalscht werden (Gemeinschaft
Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011, Reithmayer 2011). Gekennzeichnet wird der Herkunftsschutz mit der
Markierung ,,g.g.A.“. Dies steht fiir geschiitzte, geografische Angabe und setzt folgende Anspriiche voraus:

e gesicherte Herkunft der Kiirbiskerne aus einem geografisch definierten Gebiet in Osterreich*

e Kiirbiskerndl hergestellt in heimischen Olmiihlen*

e . 100% reines Kiirbiskerndl aus Erstpressung™ (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011,

http://www.kuerbiskernoelshop.com/EU-Herkunftsschutz Stand 2.10.2015)

Des Weiteren ist im EU-Register festgehalten, dass eine schonende Erwdrmung der gemahlenen Kerne
unumgénglich fiir die Bezeichnung von ,,Steirischem Kiirbiskerndl® ist (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol
g.2.A. 2011). Laut Landwirtschaftskammer Steiermark (2013) stellt die Aufnahme von Tradiotionslebensmitteln
in den EU-Herkunftsschutzregister einerseits eine der 16blichsten Auszeichnungen dar, bendtigt jedoch
andererseits grofle Ausdauer wiahrend des nationalen und EU weiten Antragsverfahren. Die Bauern stehen
jedoch wihrend der laufenden Antragsverfahren, sowie auch nach der Antragsgenehmigung nicht alleine da.
Produzenten und Erzeugerorganisationen werden durch die Landwirtschaftskammer sowohl organisatorisch,
fachlich und rechtlich bei Neuantridgen, Behdrdengingen, Umsetzung, Mahnungen, sowie auch bei der
Information der Kunden etc. beraten (Landwirtschaftskammer Steiermark 2013). Das Steirische Kiirbiskerndl,
das bereits seit 1996 als geschiitzte geografische Angabe im EU-Register aufscheint, z&hlt somit nicht nur zu den
bekanntesten Osterreichischen Schmankerln sondern auch zu den am langsten unter Schutz stehenden Produkten
der Steiermark. Neben dem Steirischen Kiirbiskernol schaffte es der Steirische Kren g.g.A. 2008 in den EU-
Register, wihrend Qualitétsprodukte wie die Steirische Kaferbohne, die Pollauer Hirschbirne, das Sulmtaler
Huhn oder der Ennstaler Steirerkas sich noch im Antragsstadium befinden (Landwirtschaftskammer Steiermark
2013, Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011). Fiir eine eindeutige Erkennung des Steirischen
Kiirbiskernols wurde die Banderole (siche Abbildung 2B) ins Leben gerufen. Sie weist einerseits das offizielle
Symbol fiir ,,geschiitzte geographische Angabe“ auf und ist andererseits mittels Kontrollnummer und
Mengenangabe versehen. Mit Banderole gekennzeichnete Falschen versichern dem Kunden, dass es sich um ein,
von einer unabhdngigen, staatlich befugten Stelle gepriiftes Kernols handelt (Gemeinschaft Steirisches
Kiirbiskernol g.g.A. 2011, http://www.kuerbiskernoelshop.com/EU-Herkunftsschutz Stand 2.10.2015).
Insgesamt 2000 Landwirte und Olmiiller gehdren der Gemeinschaft Steirisches Kiibiskerndl g.g.A. an. Zu ihren
Aufgaben gehoren neben der Aufrechterhaltung der Qualitétsstandards des Steirischen Kiirbiskernols g.g.A.
auch das Aufspiiren von Produktfédlschungen (Baldauf 2010 TC: 05:56). Die geografisch definierten
Anbaugebiete (siche Abbildung 2A) fiir die Herstellung von Steirischem Kiirbiskerndl g.g.A. beschrénken sich
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auf die stidliche Steiermark mit den Bezirken Deutschlandsberg, Graz, Graz-Umgebung, Hartberg-Fiirstenfeld,
Leibnitz, Stidoststeiermark (=ehemalige Bezirke Radkersburg und Feldbach), Voitsberg und Weiz, das siidliche
Burgenland mit den Bezirken Jennersdorf, Giissing und Oberwart, sowie Teile Niederdsterreichs mit den
Bezirken Hollabrunn, Horn, Mistelbach, Melk, Génserndorf (eingeschrankt auf Gerichtsbezirk Zistersdorf), und
Korneuburg-Stockerau (eingeschrénkt auf Gerichtsbezirk Stockerau) (Verordnung (EU) Nr. 1151/2012). Ebenso
darf der Vorgang der Pressung nur in der Steiermark, sowie im Siidburgenland durchgefiihrt werden, wobei nur

Ol aus Erstpressung (100% rein) die Banderole erhilt (Reithmayer 2011).

B A stefu fiir gescliitzte geografische
Angabe wnd bedeuter:

= gesicherte Herkwnlt der Kitrbiskerne iy
einem geagrafich definierten CGebver in
Osterreich

* Kiirhiskernid hergestellt in heimischen
Otmiihlen

o JOO % reines Kirbixkerndl any Erstjpressing

e Banderole it der individiellen, fortlanfenden
Kontrollnummer sichers thnen ein kontrolliers echies
Steirivehes Kiirtskernil gg.A

Abbildung 2: A: Geografisch definierte Anbaugebiete des Steirischen Kiirbiskernéls g.g.A.. Die Gebiete sind mit schwarzer Linie dick
umrandet und betreffen die siidliche Steiermark mit den Bezirken Deutschlandsberg, Graz, Graz-Umgebung, Hartberg-Fiirstenfeld, Leibnitz,
Stidoststeiermark, Voitsberg und Weiz, das siidliche Burgenland mit den Bezirken Jennersdorf, Giissing und Oberwart, sowie Teile
Niederdsterreichs mit den Bezirken Hollabrunn, Horn, Mistelbach, Melk, Génserndorf (eingeschrénkt auf Gerichtsbezirk Zistersdorf), und
Korneuburg-Stockerau (eingeschréinkt auf Gerichtsbezirk Stockerau) (Verordnung (EU) Nr. 1151/2012). B: Die Banderole des Steirischen
Kiirbiskerndls mit offiziellem Symbol ,,g.g.A.* fiir geschiitzt geografische Angabe, sowie der fortlaufenden Kontrollnummer und der
Mengenangabe in Liter. (http://www.kuerbiskernoelshop.com/EU-Herkunftsschutz Stand 2.10.2015)

1.6 Hauptanwendungen und Wirkungen des Steirischen Kiirbiskernols

Beim Steirischen Kiirbiskernol handelt es sich um ein naturbelassenes Produkt, welches génzlich ohne
chemische Zusitze produziert und abgefiillt wird. Nach dem 0Osterreichischen Lebensmittelcodex diirfen
Naturprodukte nur durch ,,mechanische oder physikalische Prozesse* gewonnen werden und ,,keine sonstigen
Zutaten“ beinhalten (http://members.aon.at/gkowald/gesund.htm Stand 15.12.2015, Gemeinschaft Steirisches
Kiirbiskernol g.g.A. 2011). Neben dem nussigen Aroma (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol 2011)
beinhaltet das Steirische Kiirbiskerndl unter anderem auch das fettlosliche Vitamin E (Kulmer und Weber 1990),
welches fiir Zellmembranen, Hormonhaushalt und Blutbildung eine wichtige Rolle spielt und als Radikalfanger
auch an Entgiftungsprozessen teilhat. Daneben wurden auch geringe Mengen an wasserloslicher Antioxidantien
im Steirischen Kiiribskernol entdeckt (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol 2011). Mit mehr als 80%
ungesittigter Fettsduren (unter anderem auch Linol- und Linolenséure (Ardabili et al. 2011, Kerschbaum und
Schweiger 2001) die vom Korper selbst nicht gebildet werden kdnnen (Low 2003)) zéhlt das Steirische
Kiirbiskerndl zu den besonders hochwertigen, cholesterinfreien Olen und wird aufgrund seiner Inhaltsstoffe und
seines Fettsduremusters als vorbeugende MaBinahme gegeniiber Herz-Kreislauf-Erkrankungen angesehen.

(Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskerndl g.g.A. 2011, http://members.aon.at/gkowald/gesund.htm Stand
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15.12.2015). Neben der Hauptanwendung des Steirischen Kiirbiskernols in der Kulinarik kommt es auch in der
Medizin zunehmend zum Einsatz pflanzlicher Heilmittel wie z.B. der Kiirbiskernsamen in Zusammenhang mit
der benignen Prostatahyperplasie (gutartige Prostatavergroferung) (Steigmeier et al. 2001, Reiterer und Reiterer
1994). Aufgrund des hohen Anteils an Delta-7-Sterolen in den Kiirbiskernsamen wirken diese sowohl
entziindungshemmend als auch entwissernd und tragen zu einer Normalisierung prostatischer
Stoffwechselparameter bei (http://www.pharma-networx.de/vdl/asp/17_prostatbehandl.asp?user=105 Stand
15.12.2015; http://members.aon.at/gkowald/gesund.htm Stand 15.12.2015). Die positiven Effekte der
Kiirbiskernsamen und des steirischen Kiirbiskernéls auf benigne Prostatahyperplasie und diverse damit
verbundene Blasenleiden sowie die genaue Wirkung der Delta-7-Sterole sind jedoch grof3teils noch nicht
bekannt. Fachkreise vermuten ein Zusammenspiel verschiedenster Inhaltsstoffe (Gemeinschaft Steirisches
Kiirbiskernol g.g.A. 2011). Weitere wohltuende Inhaltsstoffe sind Carotinoide, Spurenelemente, Mineralstoffe,
Sekundére Pflanzeninhaltsstoffe und diverse Aromastoffe. Neben dem Ausgezeichneten Geschmack, den
vielseitigen Anwendungsmdglichkeiten in der Kulinarik und den positiven Auswirkungen einzelner Inhaltsstoffe
auf die Gesundheit des Menschen, hat sich das Steirische Kiirbiskernol mittlerweile auch im Wellness und
Schonheitsbereich etabliert. In der steirischen Thermenregion findet das wertvolle Ol Anwendung in der
magischen 8-Kiirbis6lmassage (http://www.thermen.at/therme-41/therme-bad-waltersdorf beauty-wellness.htm
Stand 9.5.2016). Eine Massage mit dem Ol soll eine entspannende, entschlackende, sowie Haut-pflegende

Wirkung haben und verdauungsfordernd sein (Gemeinschaft Steirisches Kiirbiskernol g.g.A. 2011).
1.7  Die wichtigsten Krankheitsbilder des Steirischen Olkiirbisses
1.7.1  Vektoren und Parasiten

Einen der wichtigsten Vektoren von Phytopathogenen am Steirischen Olkiirbis stellt die Saatfliege Delia subsp.
dar, welche ihre Eier auf keimenden Kiirbispflanzen ablegt. Insbesondere bei kiihler Witterung kann héufig ein
vermehrter Saatfliegenbefall auftreten. Problematisch sind dabei die frisch geschliipften Larven, die sich
hauptséchlich von auf der Blattoberfliche lebenden Bakterien erndhren, jedoch auch das Blattgewebe anfressen
(http://www.ages.at/themen/schaderreger/saatenfliegen/ Stand 13.1.2016, Huss 2014b). Die frischen Wunden
stellen eine natiirliche Eintrittspforte fiir bakterielle, virale und fungale Phytopathogene dar (Hallmann et al.
2007). Neben den Delia subsp. nehmen vor allem auch die Blattlduse eine wichtige Funktion als Vektoren
viraler Erreger, wie z.B. des Zucchinigelbmosaikvirus, ein (Huss 2011a, Huss 2014b). Sowohl die schwarzen
Blattliduse (Aphis fabae), als auch die weiBe Fliege (4llyrodina), konnen jedoch zusitzlich zur Ubertragung von
Phytopathogenen durch das Anstechen der Bldtter und Ansaugen des Saftes Schidden am Bldtterdach
verursachen. Wurzelblattlduse (Pemphigus) hingegen sorgen vor allem fiir Probleme an der Basis der Pflanzen
(Brancucci und Brénziger 2003). Laut Huss und Christian (2008) kann auch der sogenannte Gartenkugelspringer
(Bourletiella hortensis) zu Schiden am Bléitterdach fithren. Diese Art der Springschwinze frisst mit ihren
scharfen Schneidezihnen kleine Griibchen in die Ober- und Unterseite insbesondere der Keimblétter, aber auch
der ersten Folgeblatter. Verherende Folgen fiir die Pflanze bleiben jedoch meist aus, da &ltere Blatter von einem
Befall nicht betroffen sind (Huss und Christian 2008). Des Weiteren konnen auch Nacktschnecken, sowie
Feldhase und Feldméause insbesondere fiir Jungpflanzen eine grole Gefahr darstellen. Wéahrend Nacktschnecken

und Feldhasen es vor allem auf das Griin der Pflanzen abgesehen haben, konnen Feldméuse in seltenen Féllen
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durch das Anknabbern und Aushéhlen der Friichte von der Unterseite gro8e Schaden anrichten (Brancucci und

Brénziger 2003).
1.7.2  Virale Erreger

Als viraler Erreger erlangte vor allem das Zucchinigelbmosaikvirus grof3e Bedeutung, welches im Jahre 1997 zu
einem epidemieartigen Auftreten bei Olkiirbis, Melonen, Gurken, Zucchini und Speisekiirbissen in Osterreich
fithrte (Huss und Winkler 2009, Huss 2011a). Beim Zucchinigelbmosaikvirus, dass seit 1981 als Virus anerkannt
ist, handelt es sich um ein single-strand RNA Potyvirus, welches hauptséchlich tiber Blattlause oder mechanisch
iibertragen wird (Zitter et al. 1996). Beim Olkiirbis sind vor allem die Blitter von der Infektion betroffen.
Typische Symptome sind oft dunkelgriine, blasenartig aufgewolbte Blattpartien (Huss und Winkler 2009, Zitter
et al. 1996) und steif aufrecht stehende Blétter (Huss 2011a). Die Blatter bleiben hdufig klein und deformiert
(Zitter et al. 1996). Auf groBeren Bléttern hingegen sind mosaikartige Flecken (Miiller et al. 20006),
Adernaufhellungen und Adernbénderungen die Regel. Die Rénder der Blitter konnen sich nach oben einrollen.
Im fortgeschrittenen Stadium der Infektion sind groBe Teile der Blétter vergilbt und nekrotisch (Huss und
Winkler 2009). Schiaden an den Friichten zeigen sich vor allem durch Deformierungen (Miiller et al. 2006) und
verlangsamtes Wachstum (Huss und Winkler 2009). Haufig ist mit der Infektion eine Reduktion der
Samenproduktion verbunden, wobei die Samen teilweise auch deformiert sein kdnnen (Zitter et al. 1996).
MaBnahmen gegen das Virus kénnen einerseits in der Bekdmpfung der Vektoren liegen oder durch Ziichtung
von resistenten Sorten erworben werden. Diese sind jedoch hidufig Stamm-spezifisch, wodurch der Ausbruch der
Krankheit aufgrund anderer Pathotypen des Virus nicht unterbunden werden kann (Zitter et al. 1996).

Weitere Viren, die beim Olkiirbis eine Rolle spielen, sind das Wassermelonenmosaikvirus II sowie das
Gurkenmosaikvirus. Beide treten hdufig mit dem Zucchinigelbmosaikvirus als Mischinfektion auf (Miiller et al.
2006, Huss und Winkler 2009), wodurch es hiufig schwierig ist den urséchlichen krankheitsauslosenden Erreger
zu ermitteln (Zitter et al. 1996).

1.7.3 Bakteriosen

Neben Insekten und viralen Erregern spielen auch verschiedenste Bakterien eine Rolle im Kiirbisanbau. Die
wichtigsten bakteriellen Erreger beim Olkiirbis sind Pectobacterium [=Erwinia] carotovorum subsp.
carotovorum, Pectobacterium [=Erwinia] carotovorum subsp. atrosepticum, Pseudomonas syringae und
Xanthomonas campestris pv. cucurbitae (Huss 2014b, Zitter et al. 1996)

Insbesondere die beiden nah verwandten Stimme Pectobacterium [=Erwinia] carotovorum subsp. carotovorum
und Pectobacterium [=Erwinia] carotovorum subsp. atrosepticum zéhlen in Zusammenhang mit Didymella
bryoniae zu den gefiirchtetsten Erregern im Kiirbisanbau. Es handelt sich dabei um Gram-negative,
stabchenformige, fakultativ acrobe Weichfiaule-erregende Bakterien, die vor allem bei Kohlgemiise, Salaten,
Karotten und Kartoffeln bekannt sind (Huss et al. 2009, Huss 2014b). Laut Huss et al. (2009) traten bei den
Kiirbisgewidchsen insbesondere bei der Gurke groflere Schaden auf. Voraussetzungen fiir eine Infektion sind
einerseits feuchtes Wetter im Juli, andererseits das Vorhandensein von Eintrittspforten. Dabei kann es sich um
Verletzungen der jungen Friichte oder um pilzliche Infektionsstellen handeln. Insbesondere Didymella bryoniae
kann hier als Vektor fungieren (Grube et al. 2011, Huss et al. 2009, Huss 2011b). Infektionsquellen kdnnen
sowohl verseuchte Boden, sowie iibrig gebliebene befallene Kiirbisreste sein. Ausgehend von diesen Resten

sorgen z.B. Fliegen fiir eine Verbreitung der bakteriellen Erreger (Huss et al. 2009). Im Anfangsstadium der
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Infektion weist die Schale der Kiirbisfriichte einen wassergetrinkten Eindruck auf (Zitter et al. 1996). Ansonsten
konnen im Vergleich zur Didymella bryoniae ausgeloster Fruchtfaule keine duflerlichen Symptome festgestellt
werden. Die Bakterien verursachen durch ihre Féhigkeit des Pektinabbaus eine Aufldsung der Zellverbinde des
pflanzlichen Gewebes, wodurch es in weiterer Folge zu einer Zersetzung des Fruchtfleisches kommt. Aufgrund
des Stabilitétsverlustes der Frucht kann die Fruchtwand bereits durch geringen Fingerdruck durchbrochen
werden. Im Endstadium der Infektion sackt die gesamte Frucht in sich zusammen. Der Fruchtstiel ist hdufig nur
mehr lose oder gar nicht mit der Frucht verbunden. Die Frucht st68t einen sduerlich, mehligen Geruch aus, der
sich in spéterer Folge durch sekundire Ansiedelung saprophytischer Bakterien zum typischen Faulnisgeruch
wandelt (Huss et al. 2009, Huss 2014b)

Unter den Pseudomonaden spielt vor allem Pseudomonas syringae pv. lachrymans als Erreger der eckigen
Blattfleckenkrankheit eine wichtige Rolle im Kiirbisanbau. Die Bakterien sind samenbiirtig oder konnen in
infizierten, alten Pflanzenresten im Boden iiberwintern. Als Eintrittspforten dienen sowohl Verletzungen als
auch Stomata und Hydathoden. Typische Symptome sind zunichst durchscheinende, unregelmafige Flecken auf
den Bléttern, die sich mit der Zeit braun verfarben und zu den Blattadern hin eine eckige Abgrenzung bilden. Die
einzelnen Blattflecken kénnen ineinander zusammenflieBen (http://www.ages.at/en/topics/harmful-
organisms/eckige-blattfleckenkrankheit-der-kuerbisgewaechse/ Stand 30.9.2015). Altere Blattflecken brechen
héufig aus, wodurch das befallene Blatt ein 16chriges Aussehen erhélt (Huss 2014b). Typischerweise bildet sich
bei ausreichender Feuchtigkeit auf der Blattunterseite Bakterienschleim, der wihrend anhaltender Trockenheit
eine weille Kruste bildet. Ein dhnliches Bild zeigt sich bei den infizierten Stangeln
(http://www.ages.at/en/topics/harmful-organisms/eckige-blattfleckenkrankheit-der-kuerbisgewaechse/ Stand
30.9.2015). Neben Pseudomonas syringae trat mit Pseudomonas viridiflava 1laut Huss und Mavridis (2007) ein
weiterer bakterieller Erreger beim Olkiirbis auf. Das Bakterium 16st eine Blattfleckenkrankheit aus, die mit
Vergilbungen und Nekrotisierungen der Blatter einhergeht. Die Blattflecken sind zunédchst relativ klein und
eckig, konnen jedoch zu groBeren Flecken zusammenflieBen. Ebenso charakteristisch ist der Austritt eines
wiassrig, milchigen Exsudats auf der Blattunterseite nach Zugabe von Wasser (Huss und Mavridis 2007).

Ein weiterer Erreger bakterieller Krankheiten an Kiirbisgewachsen ist Xanthomonas campestris pv. cucurbitae.
Dabei handelt es sich um ein Gram-negatives, samenbiirtiges Bakterium. Im Gegensatz zu Pseudomonas
syringae bleiben, die durch Xanthomonas campestris pv. cucurbitae hervorgerufenen Blattflecken eher kleiner
und weisen durchwegs stirkere Vergilbungen an den Randern der Flecken auf. Die nekrotischen Stellen brechen
jedoch nicht aus dem Gewebe aus. Auf den Friichten bilden sich zu Beginn kleine, 6lig umrundete Flecken. Bei
stirkerem Befall der Friichte kann ein korkig, rissiges Bild der Fruchtwand entstehen
(http://www.agroatlas.ru/en/content/diseases/Cucurbitae/Cucurbitae_Xanthomonas_campestris_pv_cucurbitae/

Stand 30.9.2015, Huss 2014b).

1.74  Pilzliche Erreger

Zu den wichtigsten pilzlichen Krankheitserregern am steirischen Olkiirbis zihlen neben Didymella bryoniae, der
in weiterer Folge noch genauer beschrieben wird, Phytophthora capsici (Zitter et al. 1996), Fusarium subsp.
(Zitter et al. 1996), Sclerotinia sclerotiorum (Babadoost und Zitter 2009) und Pseudoperonospora cubensis
(Huss 2014b). Wihrend erstere von groferer Bedeutung sind, sind Infektionen mit Sclerotinia sclerotiorum und
Pseudoperonospora cubensis eher seltener bzw. sorgen im Falle von Pseudoperonospora cubensis bei Olkiirbis
fiir keine groBen Probleme (Huss 2014b).
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Die Fusarien Fruchtfdaule hingegen zihlt zu den hiufigsten Pre- und Post-Ernte Erkrankungen von Kiirbissen
(Babadoost und Zitter 2009). Bei Fusarien handelt es sich um Vertreter der vaskuldren Welkepilze (Agrios 1988)
und bodenbewohnende Erreger der Frucht- und Kronenféule an Kiirbisgewichsen. Die Symptomatik der
Fruchtfaule variiert in Abhingigkeit vom vorliegenden Stadium der Lésionen und kann somit von kleinen,
verkorkten Flecken auf der Epidermis bis hin zu gréBeren, eingesunkenen, mit weilem bis grauen Mycel
tiberzogenen Flachen reichen. Bei der Kronfdule hingegen welken die Blatter, wodurch die Pflanze innerhalb
weniger Tage abstirbt. Ebenso zeigen die oberen Anteile der Pfahlwurzeln eindeutige Anzeichen nekrotischer
Faule. F. solani ist bei ausreichend feucht/nassem Wetter zu einer direkten Penetration der Frucht féahig
(Babadoost und Zitter 2009). Da es sich um bodenbewohnende Arten handelt, erfolgt eine Infektion meist iiber
Kontakt der Frucht mit dem Boden oder iiber Verwundung des Wirts (Department of Crop Sciences 2012).
Samenbiirtigkeit ist mitunter bei Fusarium solani f. sp. cucurbitae bekannt. Eine Vermehrung von Fusarium
solani f. sp. cucurbitae erfolgt hauptsichlich iiber seine anamorphe Form (Ausbildung asexueller Sporentypen:
Mikrokonidia, Makrokonidia und bewegliche Chlamydosporen). Bei Vorhandensein von passenden
Paarungstypen kann auch ein sexuelles Stadium gebildet werden. Dabei kommt es zur Ausbildung von weillen
bis orangen Perithecien mit insgesamt acht zweizelligen Ascosporen pro Ascus. Vorbeugende Maflnahmen
konnen einerseits das Einhalten einer dreijédhrigen Fruchtfolge, andererseits vorsichtige Handhabung zur
Verhinderung von Verwundung der Friichte wiahrend der Ernte, Verpackung und Lagerung sein (Babadoost und
Zitter 2009).

Phytophthora capsici, der Erreger der Phytophthora Faule (Phytophthora blight) ist ein Vertreter der Oomyceten
und befillt iiber 50 Spezies 15 verschiedener Pflanzenfamilien. Zu den wichtigsten Wirten z&hlen neben dem
Pfeffer (Capsicum annuum), an welchem der Krankheitserreger erstmals entdeckt wurde, Melonen, Kiirbisse und
diverse Gartenkiirbisarten (Cucurbita pepo var.). Sein weltweites Vorkommen in temperierten, subtropischen
und tropischen Kiirbisanbaugebieten fiihrt zu Infektionen der Friichte, Bldtter und Ranken. Da das Pathogen
bodenbiirtig ist, entwickelt sich die Fruchtfiule ausgehend von den, am Boden aufliegenden Stellen bzw. durch
Kontakt der Frucht mit anderen bereits infizierten Pflanzenteilen. Fiir die Ausbreitung des Pathogens auf die
Oberseite der Friichte spielen vor allem auftreffende Regentropfen eine wichtige Rolle. Erste Symptome einer
Erkrankung sind Wasser-getrinkte Lésionen, die sich im Laufe der Infektion ausbreiten. Die Frucht wird mit
einem weiflen Hyphengeflecht iiberzogen. Zahlreiche asexuelle Sporangien mit biflagellaten Zoosporen kénnen
auf den infizierten Friichten gefunden werden. Die Sporangien konnen einerseits keimen und direkt eine
Infektion des Wirtsgewebes hervorrufen oder andererseits Zoosporen entlassen, welche ihrerseits eine Infektion
setzten kénnen. Phytophthora capsici iberdauert als sexuelle Oospore im Boden oder als Mycel in
Pflanzenresten (Babadoost und Zitter 2009).

Im Unterschied zu Didymella bryoniae, der einen sehr engen Wirtskreis besitzt, verfiigt Sclerotinia sclerotiorum
unter den Kulturpflanzen einen sehr breiten Wirtskreis. Laut Boland und Hall (1994) ist Sclerotinia sclerotiorum
in der Lage 408 Pflanzenarten aus insgesamt 75 Pflanzenfamilien zu befallen. Da der Pilz insbesondere an
Sonnenblumen und Raps erhebliche Schdden hervorrufen kann, ist der Anbau von Kiirbis in der Nahe dieser
Kulturarten eher zu vermeiden. Ahnlich wie bei einem Befall mit Fusarien kann Sclerotinia sclerotiorum sowohl
zur Pre- als auch Post-Ernte-Fruchtfdule fithren. Ein eindeutiges Identifizierungsmerkmal einer Sclerotinia
sclerotiorum Infektion ist das Vorhandensein von Sklerotien, mit welchen der Pilz einerseits im Boden bis zu
drei Jahren iiberdauern kann und welche ihm andererseits im Friihjahr als Ausgangspunkt fiir eine neue Infektion

dienen. Zu Beginn der Infektion bildet sich zunéchst ein weiles, flaumartiges Mycel um die wassergetrinkte
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Infektionsstelle, wihrend sich in weiterer Folge im Inneren der Stéingel bzw. der Friichte neue Sklerotien

ausbilden (Department of Crop Sciences 2012, Huss 2014b).
1.7.5  Didymella bryoniae

1.7.5.1  Systematik und Vorkommen

Didymella bryoniae (Auersw.)Rhem (syn. Mycosphaerella melonis (Pass.) Chiu & J. C. Walker) ist ein Vertreter
der Abteilung der Ascomycota und gehort zu den echten Schlauchpilzen (Pezizomycotina)
(http://www.hortipendium.de/Gummist%C3%A4ngelkrankheit Stand 22.2.2016), in die Klasse der
Dothideomycetes zur Ordnung der Pleosporales. Der Pilz wird in die Familie der Didymellaceae (Aveskamp et
al. 2010, http://www.pilze-deutschland.de/organismen/didymella-bryoniae-fuckel-rehm Stand 9.5.2016) zur
Gattung Didymella eingeteilt (Keinath 2011). Didymella bryoniae wurde in Deutschland 1869 unabhingig
voneinander von Bernhard Auerswald und Karl Fuckel erstmals an einem wild wachsenden Kiirbisgewéchs
(Zaunriibe oder Bryonia subsp.) entdeckt. Der Pilz wurde anschlieBend von den beiden Forschern
unterschiedlichen Gattungen zugeordnet. Den Artnamen ,,bryoniae* wéhlten sie jedoch den Grundregeln der
systematischen Einteilung entsprechend nach dem Gattungsnamen des pflanzlichen Wirtes. Die Gattung
Didymella wurde jedoch erst 1880 von Pier Andrea Saccardo ins Leben gerufen. 1891 wurde D. bryoniae auf
Kiirbis (Cucumis sativus L.) in New York, auf Kiirbis in Frankreich und auf Wassermelone in Delaware
entdeckt. Da lediglich Pyknidien gefunden wurden wéhlten die Forscher als Gattungsnamen Namen Anamorpher
Pilze Phyllosticta cucurbitacearum Sacc., Ascochyta cucumis Fautr. & Roum. und Phyllosticta citrullina
(Keinath 2011). Die heutige Bezeichnung der Anamorphen Form von Didymella bryoniae Phoma
cucurbitacearum leitet sich wahrscheinlich von einem Didymella bryoniae Fund von Elias Fries 1823 ab. Er
nannte den Pilz Sphaeria cucurbitacearum. Der Gattungsname Sphaeria wurde damals von Mykologen fiir Pilze
verwendet, die Pyknidien als asexuelle Fruchtkorper oder Perithecien als sexuelle Fruchtkorper ausbildeten. In
der Annahme, dass Fries somit Pyknidien entdeckt hat, iibernahm Saccardo den Spezies Beinamen als Basis fiir
den Namen der Anamorphe Phoma cucurbitacearum. Basierend auf molekularen Analysen postulierten
Aveskamp et al. (2010) aufgrund einer Teilung der Phoma Spezies einen neuen Namen fiir Phoma
cucurbitacearum: Stagonosporopsis cucurbitacearum (Fr.) Aveskamp, Gruyter & Verkley (Keinath 2011,
https://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/ Stand 2.3.2016, Farr und Rossmann 2010). Einige Jahrzehnte vergingen
bis ein Zusammenhang zwischen Didymella bryoniae und seiner asexuellen Form gesehen wurde (Keinath
2011). Am Ende des 19. Jahrhunderts stellte der Pilz in Frankreich und Italien erstmals Probleme an den
Kulturpflanzen Wassermelone und Gurke dar (Zitter et al. 1996, Huss 2011c, Huss 2014b). Heute zihlt
Didymella bryoniae laut Huss et al. (2007) zu den weltweit verbreiteten Pilzen, der sowohl in den tropischen,
subtropischen sowie auch temperaten Regionen der Erde als Verursacher von Krankheiten an Cucurbitaceen
Bekanntheit erlangte. Optimale Wachstumsbedingungen des Pilzes liegen bei 24°C, wobei Wachstum des Pilzes
zwischen 12 und 32°C dokumentiert sind (Zitter et al. 1996). Der Pilz wurde mittlerweile auf sechs Kontinenten,
bei mindestens zwolf Gattungen und 23 Arten der Cucurbitaceen gefunden (Keinath 2011). Zu den géngigsten
Wirten zdhlen Citrullus lanatus, Cucumis melo, Cucumis sativus, Cucurbita sp. wie z.B. C. maxima, C. pepo
oder C. moschata, aber auch Lagenaria vulgaris, Momordica charantia, Luffa cylindrica und Bryonia alba (Farr
und Rossman 2010). In Osterreich blieb Didymella bryoniae aufgrund ausbleibender schwerwiegender Schiden
lange Zeit unbeachtet. Aufmerksam wurde man erstmals im Rahmen von Infektionen von Glashaus- und

Folientunnelkulturen bei Gurken. Eine ausreichend weite Fruchtfolge verhinderte jedoch ernstzunehmende
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Ernteausfalle durch Didymella bryoniae, wodurch der Pilz eher in ,,Vergessenheit* geriet. In der Steiermark
sorgte Didymella bryoniae 2004 erstmals fiir starke Ernteausfille beim steirischen Olkiirbis und konnte seither

regelmifig nachgewiesen werden (Huss 2011c, Huss 2014b).

1.7.5.2  Morphologische Merkmale von Didymella bryoniae

Allgemein unterscheidet man bei Pilzen zwischen zwei Fruchtkdrpertypen: bei den asexuellen Fruchtkérpern
von Didymella bryoniae handelt es sich um dunkelbraune bis schwarze Pyknidien. Mit einer Grof3e von 120 bis
180 um sind die kugeligen, braunlichen bis schwarzen Fruchtkdrper im Laufe der Vegetationsperiode auf
sdmtlichen oberirdischen Pflanzenorganen zu finden (Zitter et al. 1996, Huss 2007). Sie beinhalten laut Huss
(2014b) zahlreiche, in Schleim eingebettete asexuelle Sporen (Pyknosporen), die groBteils einzellig, in seltenen
Féllen auch zweizellig sind. Die hyalinen, ldnglich-zylindrischen Sporen besitzen eine ungefdhre Gréfle von 6-13
pmx 3,3 (£ 0,36) um (Zitter et al. 1996, Huss 2014b). Eine Verbreitung der Pyknosporen erfolgt iiber den
Regen. Bei feuchtem Wetter quillt der, die Sporen umgebende Schleim, wodurch die Sporen in laichenartigen
Schniiren aus dem Fruchtkdrper heraus geschoben werden. Durch auftreffenden Regentropfen werden die
asexuellen Sporen am Feld verbreitet (Huss 2011c¢, Ferreira und Boley 1992).

Neben den asexuellen Fruchtkorper bildet Didymella brynoiae auch eine sexuelle Fruchtkérperform. Die
Teleomorphe des Pilzes tritt prinzipiell jedoch seltener auf als seine Anamorphe Form Phoma cucurbitacearum
(Huss 2011a, Keinath 2011). Bei den, in der Teleomorphe gebildeten Fruchtkorpern, handelt es sich um dunkle
Pseudothecien, die sich mit einer ungefdahren Grofle von 125 bis 213um (Zitter et al. 1996) nicht wesentlich von
der Grofle der Pyknidien unterscheiden. Die Pseudothecien konnte bis jetzt auf Blattern, Stdngeln und Ranken,
jedoch nicht auf den Friichten entdeckt werden (Huss 2011c, Huss 2014b).

Die in den Hauptfruchtkérpern enthaltenen Sporen werden in bitunicaten Asci gebildet (Zitter et al. 1996). Pro
Ascus werden acht transparente Ascosporen gebildet (Zitter et al. 1996), welche zwei-zellig bzw. monoseptiert
sind (Huss 2011c, Huss 2014b, Zitter et al. 1996). Im Bereich des Septums ist die Ascospore etwas nach innen
eingeschniirt (Zitter et al. 1996). Die obere Zelle der Ascospore ist meist breiter als die untere Zelle (Keinath
2013b). Die Sporen weisen eine GroB3e von 14-18 x 4-6 pm auf (Zitter et al. 1996).

Aufgrund dieser Merkmale sind die Ascosporen eindeutig von den asexuellen Pyknosporen unterscheidbar. Eine
Ausbreitung der sexuellen Sporen erfolgt iiber aktives Ausschleudern aus den Asci und anschlieBende
Verbreitung mittels Wind (Sudisha et al. 2006, Huss 2014b). Dabei zerbricht vor dem Abschuss der Sporen die
starre dullere Wand des bitunicaten Ascus, wodurch sich die innere dehnbare Wandschicht streckt und die
Sporen durch einen winzigen, ringartigen Apikalapparat abschie8t (Henssen und Jahns 1974, Scheuer 2014). Die

Ascosporen dienen dem Pilz somit auch als Ausbreitungsmoglichkeit tiber grofere Distanzen (Huss 2014Db).

1.7.5.3  Didymella bryoniae verursachte Krankheitsbilder des Steirischen Olkiirbisses

Laut Huss (2011a) galt der steirische Olkiirbis in Bezug auf vorkommende Krankheiten vor ca. 20 Jahren noch
als gesunde Kulturart. Neben dem Befall mit Mehltau, der jedoch wirtschaftlich zu keinen schwerwiegenden
Ausfillen fiihrte, kannte man keine ernstzunehmenden Krankheitserreger. Ein epidemisches Auftreten des
Zucchinigelbmosaikvirus im Jahre 1997 dnderte dieses Bild. Seither treten neben viralen Erkrankungen immer

mehr Bakteriosen und Pilzinfektionen auf (Huss 2011a).
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1.7.5.4  Didymella bryoniae als Ausloser der Blattdiirre und Blattflecken

Insbesondere seit 2004 zieht ein neuer Schaderreger die gesamte Aufmerksamkeit auf sich. Der Pilz Didymella
bryoniae, der vor allem in den Tropen und Subtropen beheimatet ist und bereits lange Zeit zuvor als wichtiger
Krankheitserreger an Melonen bekannt war, eroberte 2004 erstmals Freilandkulturen des steirischen Olkiirbisses
in massivem Ausmal (Huss 2011a) und trat seitdem regelméBig in Kiirbisfeldern auf (Huss 2014b).
Ernteausfalle aufgrund von Fruchtfaule sind groBteils Didymella bryoniae zuzuschreiben (Huss 2011a). Laut
Huss (2011a) ist die durch Didymella bryoniae hervorgerufene Fruchtfaule jedoch nicht das einzige Problem das
durch den Schadpilz auftreten kann. Neben der Fruchtfaule sorgt der Pilz fiir das Auftreten von Blattflecken und
das Erscheinungsbild der Blattdiirre. Wahrend erstere zwar hdufig beobachtet werden konnen, schadigen sie die
Pflanzen im geringeren Ausmal. Bei einer Blattinfektion mit Didymella bryoniae kommt es zum Absterben des
Blattgewebes, wodurch das Blatt zunéchst vergilbt und sich ein zelliges Blattfleckenmuster abzeichnet (Huss
2011a, Huss 2014b). Innerhalb der Blattflecken konnen sowohl asexuelle, als auch sexuelle Fruchtkorper
auftreten (Huss 2007). Da es sich bei Didymella bryoniae um einen nekrotrophen Pilz handelt, bilden sich die
Fruchtkorper zundchst im Zentrum bzw. in den &lteren Teilen der Lésionen aus (Keinath 2011). Keinath (2011)
beschreibt eine mittlere Anzahl von Fruchtkérpern pro Quadratzentimeter Blattldsion von 222458 und 579458,
wobei es keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Kiirbis Spezies gab. Die Blattflecken kdnnen
sowohl vom Blattrand her auftreten, als auch auf der Blattspreite entstehen (Huss 2014b). Die Blatter werden
entweder direkt iiber die Cuticula oder durch interzelluldre Raume an der Basis von Trichomen penetriert (Zitter
et al. 1996).

Die Blattdiirre hingegen ist das Endprodukt einer mangelhaften Wasserzufuhr (Huss 2011c). Durch die Infektion
des Blattstieles kommt es zu einer Faulnis des Stieles meist oberhalb der Stielmitte und folglich zum Abknicken
des befallenen Stieles (Huss 2011c¢). In diesem Bereich entwickeln sich zahlreiche schwarze, ins Gewebe
eingesenkte meist asexuelle Fruchtkoérper des Pilzes (Huss 2007). Der Didymella bryoniae Befall der Blattstiele
endet in einer Zerstorung des Gewebes, wodurch der Stiangelabschnitt zunédchst eine wissrige Braunverfarbung
aufweist und anschlieBend kollabiert (Huss 2007). Aufgrund des Féaulnisprozesses in den Gefafbiindeln kommt
es zu einer Unterbindung der Wasserzufuhr (Huss 2011c¢). Die daraus resultierende wirtschaftlich gravierende
Blatttrockenheit bzw. Blattdiirre ist die Folge. (Huss 2011¢). Die Infektion der Blattstiele betrifft scheinbar

zuerst dltere Blattstiele und setzt sich auf die néchst jiingeren fort (Huss 2011a).

1.7.5.5  Didymella bryonia als Ausloser der Gummistingelkrankheit

Ein dhnliches Bild zeigt sich infolge einer Didymella bryoniae Infektion der Stingel. Die Stingel verlieren
aufgrund des Faulnisprozesses ihre Festigkeit, werden gummiartig weich und bleichen aus. Die Beschddigung
der Gefilbiindel aufgrund der Faulnis resultiert in einer verminderten Wasserzufuhr. Diese Symptome werden
auch unter dem Namen Gummistingelkrankheit zusammengefasst und treten meist an der Stingelbasis auf.
Fruchtkorper konnen im Bereich der Gummistingel auftreten, werden jedoch seltener beobachtet (Huss 2014a).

Die Penetration der Stingel erfolgt laut Zitter et al. (1996) iiber Wunden an den Sténgeln.

1.7.5.6  Didymella bryoniea als Ausléser der Fruchtfiule

Neben Blattern, Blattstielen und Stingeln wird auch die Frucht von Didymella bryoniae befallen. Die sogenannte
Fruchtfaule oder auch Schwarzfaule bzw. ,,black rot” (Huss 2014b) genannte Erkrankung der Friichte kann
einerseits bereits junge Friichte betreffen, tritt jedoch deutlich verstérkt bei dlteren Friichten wahrend
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fortgeschrittener Vegetationsdauer auf (Huss et al. 2009). Hohe Ertragsausfille aufgrund von Fruchtfdule setzten
feuchtes Wetter wihrend des Sporenflugs und Sporenkeimung voraus. Ein feuchter Juli ist somit
ausschlaggebender als feuchtes Herbstwetter (Huss 2014b). Laut Huss (2014b) kann es unter optimalen
Bedingungen zu Ertragsausfillen von 50% kommen. Als moglichen Infektionsweg fasst Huss (2014b) einerseits
die Fruchtwand, andererseits auch die weibliche Bliite ins Auge. Zitter et al. (1996) geben Wunden oder in der
Zeit der Bestdubung die Narbe als potentielle Penetrationsstellen an. An der Gurke (Cucumis sativus) entdeckte
Neergaard (1989b) einen molgichen Infektionsweg von Didymella bryoniae. Neergaard (1989b) konnte zeigen,
dass die Infektionshyphe durch Narbe und Griffel wiachst und dem Weg des Pollenschlauches folgt. Das
Wachstum erfolgt zunéchst interzelluldr, jedoch kommt es scheinbar rasch zu einer intrazelluldren Ausbreitung
von Didymella bryoniae. Des Weiteren beschrieb Neergaard (1989b) ein Eindringen des Pilzes iiber das
Nektarium bzw. nektarialen Poren.

Symptome der Fruchtfaule sind hellbraune, mit der Zeit groBer werdende Flecken, innerhalb welcher sich die
Kiirbiswand im fortgeschrittenen Stadium der Faulnis schwarz verfarbt (Huss und Pucher 2007). Bei genaueren
Untersuchungen kann man im Bereich der schwarzen Flecken punktférmige asexuelle Fruchtkdrper (Pyknidien)
erkennen (Huss 2014b, Huss 2011c¢). Héufig sind diese in konzentrischen Ringen angeordnet, wobei die
jiingeren, in der Peripherie liegenden Fruchtkdrper braunlich sind, wiahrend sich die élteren, im Zentrum
liegenden Pyknidien bereits schwarz verfarbt haben (Huss et al. 2007). Von der Fruchtfiule befallene Friichte
sacken laut Huss et al. (2007) beim Erreichen dieses Stadiums aufgrund des Stabilitdtsverlustes in sich
zusammen. Weitere beobachtete Symptome sind kleine, meist griin gesdumte, runde Flecken, in welchen ebenso
Pyknidien beobachtet werden konnen. Jedoch werden diese im Zuge der Abwehr der Pflanze mit Hilfe eines
Geweberinges umschlossen, wodurch die Pflanze eine Ausbreitung des Erregers in benachbartes gesundes
Gewebe verhindert. Diese Symptome konnen vor allem bei Spatinfektionen beobachtet werden (Huss 2011c,
Huss 2014b) Vereinzelt konnte am Olkiirbis auch das Phinomen des ,,Gummiflusses® dokumentiert werden.
Dabei kommt es laut Huss (2014b) zum Austreten von gummiartigen bis harzigen Substanzen im Bereich der

Infektion.

1.7.5.7  Ernteausfille des Steirischen Olkiirbisses aufgrund von Didymella bryoniae in den vergangenen
Jahren
Laut Huss (2014b) lagen 2008, aufgrund eines iiberdurchschnittlich regenreichen Julis und eher trockenem
August und September, hohe Ernteausfille aufgrund von Féulnis (ausgeldst durch Didymella und Erwinia) vor.
Die Landwirtschaftskammer Steiermark (2013) verzeichnete 2008 ca. 20 % gefaulte Kiirbisse. Ebenso konnten
im Rahmen von Bliiteninfektionsversuchen an der Versuchsstation Lambach/Stadl-Paura 19,4 % gefaulte
Friichte nachgewiesen werden (Huss 2014b). Untersuchungen der AGES am Versuchsstandort Knocking bei
Péchlarn in Niederdsterreich fiihrten im Jahr 2008 beim Gleisdorfer Olkiirbis zu 27 % gefaulten Friichten (Huss
et al. 2009). Zwei Jahre danach (2010) zeigte sich ein umgekehrtes Bild. Nach einem ungewdhnlich trockenen
Juli und feuchtem Wetter im August betrug der Féaulniss-Ausfall lediglich 2% (Huss 2014b). Untersuchungen der
Ernteausfille aufgrund von Fruchtfdule zwischen den Jahren 2010 und 2013 zeigten Schwankungen von 3 bis
30% (siehe Tabelle 1) (http://www.versuchsreferat.com/presse.html Stand 2.3.2016). Unter optimalen
Bedingungen fiir Didymella bryoniae kann es jedoch auch zu Ertragsausféllen von bis zu 50% kommen (Huss

2014b).
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Tabelle 1: Anzahl der gefaulten Friichte [%] der Jahre 2010-2013. Die Anzahl der gefaulten Friichte der einzelnen Sorten wurden gemittelt.
Die untersuchten Sorten waren Diamant, Gleisdorfer Olkiirbis, Beppo, Global, Opal, Rustikal (2010). Die Einzelwerte der unterschiedlichen
Sorten (2010: Beppo 42,79 % gefault, Diamant 16, 81% gefault) schwanken jedoch enorm (http://www.versuchsreferat.com/presse.html
Stand 2.3.2016).

Jahr Gefaulte Friichte in %
2010 28,67

2010, 2011+* 20,67

2012%* 6,35

2013%%* 3,49

+Mittelwert der gefaulten Friichte aus den Jahren 2010 und 2011
*ohne Diamant
**ohne Diamant, mit Classic und Maximal

*** ohne Dimant und Gleisdorfer Olkiirbis, mit Classic, Luna und Maximal

1.7.5.8 Priventivmafinahmen zur Verhinderung eines erhohten Infektionsdruckes durch Didymella
bryoniae
Da der Pilz feuchtes Klima fiir die Ausbreitung und Keimung der Sporen benétigt, sollten feuchte Lagen wie
z.B. Nebel- und Dunstreiche Talsenken, in welchen sich die Feuchtigkeit relativ lange in den Tag hinein halt
prinzipiell vermieden werden (Huss 2011c, Zitter et al. 1996). Des Weiteren sind gewisse Regionen in der
Steiermark ungiinstig, da windverbreitete Ascosporen von Didymella bryoniae bei einer hohen
Kiirbisanbaudichte eine grofere Gefahr fiir die Verbreitung des Erregers darstellen (Huss und Pucher 2007, Huss
2014b). Da Didymella bryoniae insbesondere auch auf zuriickbleibenden Pflanzenresten, wie z.B. nicht
eingearbeitetes Kiirbisstroh, iiberwintern kann, besteht ein erhdhtes Infektionsrisiko aufgrund verfriihter
Entstehung von Hauptfruchtkdrpern. Ebenso zeigte sich, dass Didymella bryoniae als Mycel in Kiirbisstroh im
Boden bis zu zwei Jahren {iberdauern kann (Huss 201 1 ¢, http://aquaponik-forum.de/attachment.php?aid=507
Stand 9.5.2016). Zur Verhinderung eines erhohten Infektionsdruckes sind somit das Einhalten einer drei-jéhrige
Fruchtfolge (Keinath 2002, Zitter et al. 1996) sowie Malnahmen zum raschen Abbau von Kiirbisstroh im Boden

zu bevorzugen (Huss 2011c¢).
1.8  Arabinogalaktan-Proteine
1.8.1  Struktur und Vorkommen in der Pflanze

Arabinogalaktan-Proteine (AGPs) gehoren zu den Glykoproteinen, die man in drei Klassen einteilen kann.
Prolin-reiche nicht glykosylierte bzw. gering glykosylierte Proteine (PRPs), moderat glykosylierte Extensine
(Hydroxyprolin-reiche Glykoproteine, HRGPs) und stark glykosylierte Arabinogalaktan-Proteine (AGPs)
(Richter 1998). AGPs konnen sowohl in der Zellwand (Richter 1998), in der Plasmamembran (Ellis et al. 2010),
in Sekreten (bsp. Oberflache der Narbe (Clarke et al. 1979) und Wundexsudaten (Ellis et al. 2010, Seifert und
Roberts 2007)) und im apoplasmatischen Raum (Ellis et al. 2010) gefunden werden. Des Weiteren vermuten
Borner at al. (2005) ein Vorhandensein von AGPs in Cholesterin-reichen Bereichen der Zellmembran (Lipid
rafts). Die AGPs konnen mit Hilfe eines synthetisch hergestellten Farbstoffs (B-D-glucosyl Yariv Reagenz)
detektiert werden (Yariv et al. 1962). Bis Datum ist jedoch der genaue Mechanismus der Bindung nicht bekannt,
wobei die Anwesenheit der Kohlehydratketten, als auch des Proteingeriists essentiell zu scheinen sein (Ellis et al.

2010).
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Arabinogalaktan-Proteine bestehen einerseits aus einem Protein Grundgeriist und einem komplexen
Polysaccharid-Geriist. Wahrend die Kohlehydratketten 90 bis 98% vom Gewicht ausmachen, beschréankt sich das
Proteingeriist auf 1-10% (w/w). Das Proteingeriist ist reich an Hydroxyprolin (Hyp)/Prolin (Pro), Alanin (Ala),
Serin (Ser) und Threonin (Thr). Haufige Dipeptidmotive sind unter anderem Ala-Hyp, Ser-Hyp, Thr-Hyp und
Thr-Pro. Die Polysaccharidketten sind aus zahlreichen B-1,3-D-verkniipften Galaktose Resten aufgebaut, welche
am C(0O)6 mit Galaktosyl-Seitenketten substituiert sind. Die Galaktosyl-Seitenketten tragen ihrerseits Arabinose,
Rhamnose oder Galaktose Reste. Die Polysaccharidketten sind mit den Hyp-Resten iiber O-glykosidische
Verbindungen mit dem Proteingeriist verkniipft. Des Weiteren weisen manche Hyp-Reste kurze Arabino-
Oligosaccharidketten auf (Ellis et al. 2010), die aus bis zu vier Arabinose Resten bestehen kdnnen (Richter
1998), sowie einzelne Galaktose Reste, die iiber O-glykosidische Bindungen an Ser oder Thr gekniipft sein
konnen. Studien zufolge konnten an 54% der Hyp Reste eines AGPs in Tomate (LeAGP1) Polysaccharidketten
mit einer Mindestldnge von 20 Resten und einer Maximalldnge von 52 Resten festgestellt werden. 28 % der Hyp
Reste waren mit Arabino-Ologosaccharidketten verkniipft und ca. 13 % wiesen keine Kohlehydratketten auf. Ein
weiterer strukturell wichtiger Teil der AGPs ist der Glycosylphosphatidylinositol (GPI) Membrananker, der bei
den meisten AGPs, jedoch nicht bei allen gefunden werden kann (Ellis et al. 2010). Studien zufolge sollen die
AGPs iiber den GPI Anker, ein Strukturbestandteil der AGPs, mit der Zelloberflache verbunden sein (Borner et
al. 2005).
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Abbildung 3: Strukturmodell der Arabinogalaktan-Proteine mit einem Glycosylphosphatidylinositol (GPI) Membrananker. Die
Polysaccharidketten sind mit den Hydroxyprolin-Resten iiber O-glykosidische Verbindungen mit dem Proteingeriist verbunden. Jede
Arabinogalaktan-Kette besteht aus B-(1-3)-verkniipften Galaktose-Oligosaccharidketten. Weitere Hydroxyprolin-Reste sind mit kurzen
Arabino-Oligosacchariden verbunden. Gal= Galaktose, Rha= Rhamnose, GlcA= Glucuronsiure, Ara= Arabinose, Ara oligosacc= Arabino-

Oligosaccharidkette. Modifiziert von Ellis et al. (2010).
1.8.2  Funktionen der Arabinogalaktan-Proteine

Die Funktionen der Arabinogalaktane (AGs) und Arabinogalaktan-Proteine (AGPs) konnten bis zum jetzigen
Datum noch nicht genau festgelegt werden. Laut Clarke et al. (1979) gibt es keine generelle Funktion fiir AGs
und AGPs. Vielmehr scheinen sie in den unterschiedlichsten Bereichen unterschiedliche Rollen zu spielen. Die
Produktion von Gummifliissen konnten insbesondere nach pilzlichen oder bakteriellen Infektionen nachgewiesen
werden (Clarke et al. 1979). Insbesondere bei Steinobst im Zuge einer Monilia-Krankheit ist das Auftreten von
Gummifluss im Ubergangsbereich zwischen totem und lebendem Gewebe zahlreich dokumentiert. Es handelt
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sich dabei um einen allgemeinen Abwehrmechanismus im Rahmen einer, durch Verwundung oder
Pathogenbefall ausgelosten Stressantwort (Kovacs 2002). Laut Clarke et al. (1979) vermuten Wissenschaftler in
der Wasser-riickhaltenden Eigenschaft der Gummi-Exsudate eine Isolierende Funktion bei Pathogen infiziertem
Gewebe. Diese isolierende Funktion wiirde einerseits die Ausbreitung des Pathogens verhindern und andererseits
den Feuchtigkeitsverlust des beschddigten Gewebes reduzieren. Ob es sich bei dem Phdnomen des
Gummiflusses nun um pflanzliche Stoffwechselprodukte des Sekunddrmetabolismus handelt oder ob diese
Ergebnisse von nekrotischem Gewebe sind, bleibt jedoch ungeklért. Thre Eigenschaft der Riickhaltung von
Wasser scheint jedoch auch in anderen Bereichen, wie z.B. in der Frost Toleranz oder Trockenheitsresistenz
gewisser Pflanzen von essentieller Bedeutung zu sein. Trockenstress fiihrt so beispielsweise bei manchen Algen
zur Ausbildung von Gelschichten, die die Zellen umhiillen. Weitere Eigenschaften, die auf potentielle
Funktionen hinweisen kdnnten, sind Haftfdhigkeit und Assoziationsfahigkeit mit anderen Makromolekiilen.
Aufgrund des Nachweises der Assoziation von AGs mit Pektinen und deren Vorkommen in der Mittellamelle
vermutet man in Wissenschaftskreisen, dass den AGs der Mittellamelle eine mogliche Funktion als Haft- bzw.
Verbindungselementen zugrunde liegt. AGPs konnten auch an der Protoplastenoberfldche, sowie an der
Schnittstelle zwischen Zellmembran und Zellwand festgestellt werden, was auf eine Assoziation mit der
Membran und einen eventuellen Schutz vor Austrocknung deuten konnte. Eine weitere Rolle konnten die AGP-
Bestandteile des klebrigen Narbenoberflachensekrets in der Anhaftung der Pollen an der Narbenoberfldche
spielen (Clarke et al. 1979). Des Weiteren scheinen AGPs eine wichtige Funktion im Wachstum der Zelle bzw.
der Zellteilung zu spielen. Laut Serpe und Nothnagel (1994) kommt es durch eine Bindung der AGPs mit dem 8-
D-glucosyl Yariv Phenylglycosid zu einer Wachstumsinhibition der Zellen, wéhrend durch Zugabe von a- d-
galactosyl oder B- d-mannosyl Yariv Reagenz, die keine Bindung mit den AGPs eingehen, keine
Wachstumsinhibition festgestellt werden kdnnen. Neben den Auswirkungen der AGPs auf die Zellteilung
postulieren Hengel und Roberts (2002) anhand der murl Arabidopsis Mutante eine Funktion der AGPs im

Léngenwachstum der Zelle.
1.9  Zielsetzung

Im Rahmen der Arbeit wurden Untersuchungen der Wirt-Pathogen-Beziehung zwischen Didymella bryoniae und
dem, in der Steiermark wirtschaftlich wichtigen Steirischen Olkiirbisses durchgefiihrt. Ein Schwerpunkt der
Arbeit lag dabei in Freilanduntersuchungen der Wirt-Pathogen-Interaktion an der, zu Raumberg-Gumpenstein
angehorigen, AuBlenstation Lambach/Stadl Paura. Das Ziel der Freilanduntersuchungen beinhaltete die
Erstellung eines Felddesigns fiir die Analyse der Wirt-Pathogen-Beziehung, sowie unterschiedliche
Inokulationsansétze zur Untersuchung der Eintrittspforten und Ausbreitungswege von Didymella bryoniae im
Steirischen Olkiirbis und dessen vegetativen Pflanzenteilen. Die Auswirkungen der Infektionen sollten unter den
vorherrschenden Wetterbedingungen (mit Stiitze von meteorologischen Daten der Wetterstation Kremsmiinster)
dokumentiert und interpretiert werden. Die Anwesenheit des Pilzes in infiziertem Gewebe sollte mikroskopisch
diagnostiziert werden. Schwerpunkte der Arbeit im Labor wurden in den Bereichen Physiologie und
Mikroskopie gesetzt. Im Rahmen einer physiologischen Messreihe sollten die Auswirkungen einer Pilzinfektion

vor allem auf den essentiellen Bereich des Photosyntheseapparats studiert werden.
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2  Material und Methoden

Mit Ausnahme der Freilanduntersuchungen wurden alle Versuche unter Laborbedingungen am Institut fiir
Pflanzenwissenschaften der Karl-Franzens-Universitét Graz durchgefiihrt. Die Freilanduntersuchungen hingegen
fanden an der Versuchsstation Lambach-Stadl-Paura (Institut fiir biologische Landwirtschaft der HBLFA
Raumberg-Gumpenstein) in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Herbert Huss statt. Bei den verwendeten
Chemikalien handelte es sich (wenn nicht anders deklariert) um Instituschemikalien in p.a. Qualitit der Firmen

Roth, Sigma-Aldrich oder Merck.
2.1  Kaultivierung und Isolatauswahl von Didymella bryoniae

Es wurden unterschiedliche Kultivierungsbedingungen experimentell getestet, um optimierte
Kultivierungsbedingungen fiir die Herstellung von infektionsfahigem Sporenmaterial zu erhalten. Parallel
wurden dafiir drei verschiedene Didymella bryoniae (D. bryoniae) Isolate kultiviert. Die Isolate GL1, SP2 und
A-220-2b stammten aus dem Stammkulturdepot der Technischen Universitit Graz und waren ein Geschenk der
Arbeitsgruppe von Dr. Gabriele Berg vom Institut fiir Umweltbiotechnologie. Die Isolate wurden wie im
.Kultivierungsversuch von Didymella bryoniae Isolat GL1 beschrieben gezogen. Aufgrund des
unterschiedlichen Wachstums der Isolate wurde das Isolat GL1 fiir die weiteren Kultivierungs- und

anschlieBenden Inokulationsversuche ausgewihlt.
2.2 Kultivierungsversuch von Didymella bryoniae Isolat GL1

Fiir die Vermehrung des D. bryoniae Isolats GL1 wurde jeweils mit einem Skalpell ein ca. 1*1 cm grof3es
Mycel-haltiges Agarstiick vom Randbereich der Ausgangsplatten entnommen und mit dem Mycel nach oben in
die Mitte frischer Potato dextrose Agarplatten (PDA) plaziert. Die Platten wurden anschlieBend mit Parafin
verschlossen und iibereinander gestapelt im Labor gelagert. Die Raumtemperatur (RT) schwankte dabei
entsprechend der vorherrschenden AuBlentemperaturen (von 21°C-38°C). Bis zum Anwachsen des Mycels

wurden die Platten mit dem Deckel nach oben positioniert. AnschlieBend wurden die Platten umgedreht.
2.3  Optimierter Kultivierungsversuch von Didymella bryoniae Isolat GL1

Fiir eine optimierte Kultivierung von D. bryoniae wurde die Vermehrung des Isolats GL1 wie im
.Kultivierungsversuch von Didymella bryoniae Isolat GL1° beschrieben unternommen. In Abwandlung zur oben
beschriebenen Methode wurden die beimpften Platten im Klimaschrank bei Langtagbedingungen (15 Stunden
Licht, 9 Stunden Dunkelheit) gezogen. Die Tagestemperatur betrug 25°C, die Nachtemperatur 21°C. Die relative
Luftfeuchtigkeit betrug ca. 70 %.

2.4  Herstellung der Didymella bryoniae Konidiensuspension

Bei der Durchfiihrung der Ernte waren die Platten bis zum Rand mit Pilzmycel und Fruchtkérpern bewachsen.
Die Petrischalen wurden mit destilliertem Wasser gespiilt und der Fruchtkorperrasen mit der scharfen
Schneideflache des Skalpells abgekratzt. Das Mycel- bzw. Fruchtkorper-Wasser-Gemisch wurde in 50ml Falcon
Tubes aufgefangen und fiir einige Sekunden (s) stark gevortext. AnschlieBend wurden die Mycelreste mittels

Miraclothnetz von der Suspension getrennt. Die Suspension wurde einer Vitalfarbung mit Methylenblau
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unterzogen und mikroskopisch auf Konidien untersucht. Fiir die Bestimmung der Sporenanzahl in der

Suspension wurden die Sporen mittels Zdhlkammer am Hdmocytometer ausgezahlt.
2.5 Berechnung der Sporenanzahl mittels Zihlkammer am Himocytometer

Fiir die Berechnung der Sporenanzahl wurde die Konidiensuspension 1:100 verdiinnt. Bei der Vorbereitung der
Zahlkammer wurde ein Tropfen der verdiinnten Konidiensuspension seitlich aufpipettiert. Das Deckglas wurde
vorsichtig aufgelegt und bis zur Entstehung von Newtonschen Ringen verschoben. Insgesamt wurden vier grof3e

Quadrate ausgezéhlt. Die Werte wurden anschlieBend gemittelt und die Sporenanzahl hochgerechnet.
Bei einer Neubauer Zihlkammer mit 0,1mm Tiefe und 0,0025mm? Fliche ergibt sich folgende Berechnung:

0,0025mm’ * 16* 0,1mm * Verdiinnungsfaktor der Suspension * 10*= Sporen/ml Suspension

H_J

X
X= Mittelwert der ausgezdhlten Sporen
2.6  Herstellung von Kryostocks fiir die Pilzkonservierung

Das Pilzkonservierungsprotokoll stammte von der Arbeitsgruppe Dr. Gabriele Berg vom Institut fiir
Umweltbiotechnologie der Technischen Universitit Graz. Die Einzelkomponenten der Pilzkonservierungslosung
(Glycerin >98% wasserfrei, Glucose 50%, Pepton 20% und Hefeextrakt 10%) wurden separat autoklaviert und
anschlieBend vereinigt. Pro Eppi wurde ein Milliliter der fertigen Losung mit zwei bis drei kleinen D. bryoniae-
Agarstiicken versetzt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.
2.7  Vorinokulationsversuch von Cucurbita pepo var. styrica mit Didymella bryoniea

Fiir samtliche Inokulationsversuche unter Laborbedingungen wurden ungebeizte Kiirbissamen der Sorte
Gleisdorfer Olkiirbis von der Saatgut Firma Austrosaat in Agra-Vermiculite angezogen und nach 10 Tagen in

Erde (Gramoflor Profisubstrat) getopft. Pro Topf wurde jeweils eine Jungpflanze gesetzt.

Fiir den Vorinokulationsversuch wurden die Pflanzen im Klimaschrank bei einem Tag/Nacht Zyklus von 12 h
Licht und 12 h Dunkelheit fiir einen Monat gezogen. Die Luftfeuchtigkeit betrug konstant 70 %. Zwischen Tag
und Nacht wurde ein Temperaturunterschied von 4°C gewihlt (Tag 22°C, Nacht 18°C). Fiir die Inokulation
wurden die Pflanzen bis zum Vorhandensein von fiinf Folgebléttern kultiviert. Pro Pflanzen wurden jeweils drei
Blétter inokuliert. Dafiir wurden die Blétter mit einem Skalpell angeritzt. AnschlieBend wurde die
Konidiensuspension (Konzentration: 107 Sporen/ml; pro Blatt 100 ul Suspension) mit Hilfe einer nadellosen
Spritze auf die geritzten Flachen appliziert und verteilt. Parallel wurden fiir die Kontrollen angeritzte Blétter

mittels dest. Wasser benetzt. Der Verlauf der Inokulation wurde in einem 3-Tages-Rhythmus kontrolliert.

Neben den Blattinokulationen wurden an denselben Pflanzen Bliiteninokulationen vorgenommen. Bei einem Teil
der aufgebliihten, offenen, ménnlichen Bliiten wurde Konidiensuspension (Konzentration: 10" Sporen/ml; 1 ml
bzw. 500 pl) in den Bliitenboden pipettiert. Der Rest der Bliiten (offene, geschlossene und bereits verwelkte

Bliiten) wurde mittels Pilzmycel behandelt. Dafiir wurde mittels Skalpell ein ca. 1*1 cm grofles Quadrat aus dem
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Randbereich der Agarplatten ausgeschnitten und auf den Bliitenboden gelegt. Das Mycelstiick wurde jeweils mit
500 pl dest. Wasser benetzt. Parallel wurden die Kontrollbliiten nur mit dest. Wasser behandelt. Die Bliiten
wurden fiir den Erhalt der Feuchtigkeit in durchsichtige Gefrierbeutel verpackt.

2.8  Hauptinokulation von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae fiir die physiologische

Messreihe

Fiir die Hauptinokulation wurden die Kiirbissamen unter den gleichen Bedingungen, wie beim
Vorinokulationsversuch beschrieben, gezogen. Die Pflanzen wurden in der Klimakammer bei einem Tag/Nacht
Zyklus von 12 h Licht und 12 h Dunkelheit und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 % gehalten. Die
Temperatur betrug 23°C am Tag und wurde auf 21°C in der Nacht abgesenkt. Pro Pflanze wurde jeweils das
fiinfte Folgeblatt mit einer D. bryoniae Konidiensuspension (Konzentration: 10° Sporen/ml) bis zum Abtropfen
bespriiht. Die inokulierten Blatter wurden zum Erhalt des Feuchtigkeitsfilms auf den Bléttern in durchsichtige
Gefrierbeutel verpackt. Die Kunststoffsdckchen wurden einen Tag nach der Inokulation zu Beginn der

physiologischen Messreihe entfernt.

2.9  Hauptinokulation von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae fiir die Herstellung

mikroskopischer Totalpriparate

Die ausgewihlten Klimaparameter der Klimakammer waren identisch zu jenen der Hauptinokulation fiir die
physiologische Messreihe. Fiir die Inokulation wurden junge Blétter ausgewahlt und mit einer D. bryoniae
Konidiensuspension (Konzentration: 107 Sporen/ml) bis zum Abtropfen bespriiht. Die inokulierten Blitter
wurden zum Erhalt des Feuchtigkeitsfilms auf den Blattern in durchsichtige Gefrierbeutel verpackt. Die Blatter

verblieben bis zur Ernte fiir die Totalpréparation in den Kunststoffsédckchen.

2.10 Hauptinokulationen von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae unter

Freilandbedingungen

Die Hauptinokulationen wurden an der Versuchsstation Lambach-Stadl-Paura (Institut fiir biologische
Landwirtschaft der HBLFA Raumberg-Gumpenstein) in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Herbert Huss
durchgefiihrt. Fiir die Freilandversuche wurde ein Anbauplan, untergliedert in insgesamt vier Feldern, mit einer
GesamtgroBe von 1400 m” entworfen. Pro Feld wurden drei verschiedene Anbautermine (1.5., 14.5. und 28.5.)
ausgewdhlt und in unterschiedlichen Kombinationen nebeneinander gelegt. Jeweils drei Parzellen mit drei
unterschiedlichen Anbauterminen wurden fiir eine der drei Inokulationsversuche (Inokulation der Friichte,
Inokulation der Bliiten und Sprosse, sowie Kontrollen) aneinander gereiht. Der Ansatz wurde insgesamt dreimal
in unterschiedlichen, nebeneinander liegenden Kombinationen wiederholt (siche Tabelle 1). Pro Parzelle wurden
10 Samen der Sorte Gleisdorfer Olkiirbis (Kupfer-gebeizt) von der Firma Saatzucht Gleisdorf GmbH gesetzt.
Der Abstand zwischen den Samen bzw. Pflanzen betrug 80 cm. Der Abstand zwischen den einzelnen Parzellen
wurde auf 3,5 m festgelegt. Aufgrund des schlechten Auflaufens der Pflanzen, insbesondere des ersten
Anbautermins (1.5.), konnte die geplante systematische Auswahl der Versuchsobjekte in Abhéngigkeit von den
drei verschiedenen Anbauterminen (1.5., 14.5. und 28.5.) nicht durchgefiihrt werden. Somit entfiel der Vorteil
der Inokulation der Friichte zu drei unterschiedlichen Entwicklungsstadien unter denselben klimatischen
Bedingungen. Stattdessen wurde bei der Suche der Friichte, Sprosse bzw. Blétter ein randomisierter Ansatz

verwendet. Fiir simtliche Inokulationsversuche wurde die Konidiensuspension auf eine Konzentration von 10°
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Sporen/ml mit Wasser verdiinnt. Die Suspension wurde entweder mittels Injektionsspritze direkt injiziert oder

mittels Spriihflasche duBerlich appliziert.

Tabelle 2: Anbauplan Gleisdorfer Olkiirbis fiir Freilandversuche. Pro Feld wurden drei verschiedene Anbautermine (1.5.,
14.5. und 28.5.) ausgewdhlt und in unterschiedlichen Kombinationen aneinander gereiht. Jeweils drei Parzellen (eine Parzelle
entspricht einer Spalte) mit drei unterschiedlichen Anbauterminen wurden fiir eine der drei Inokulationsversuche (Inokulation
der Friichte, Inokulation der Bliiten und Sprosse, sowie Kontrollen) nebeneinander gelegt. Der Ansatz wurde insgesamt

dreimal in unterschiedlichen, nebeneinander liegenden Kombinationen wiederholt. B, S= Bliite, Spross, F= Frucht, 0=

Kontrollen.
14.5. 28.5. 14.5. | 28.5. | 1.5. 1.5. | 14.5. | 28.5. | 1.5. 14.5. | 28.5.
B, S B, S 0 0 0 0 0 0|B,S B,S |[B,S

1.5. 14.5. [28.5. | L.5. 14.5. | 28.5. 28.5. | 1.5, 14.5. [28.5.]1.5. | 14.5.

0 0 0]B,S |B,S |B,S

2.10.1 Inokulation der Blitter

Beim Inokulationsversuch der Blitter wurden sowohl jiingere (an den Seitenzweigen der Pflanze) als auch dltere
Blitter (im Zentrum der Pflanze) mit der Konidiensuspension inokuliert. Fiir die Inokulation wurde unter die
ausgewdihlten Bléatter ein Karton gehalten, um das Runtertropfen der Suspension auf benachbarte Blétter zu
minimieren (siehe Abbildung 4 A und B). Die Blatter wurden bis zum Abtropfen mit Konidiensuspension

bespriiht. Fiir die Kontrollen wurden unbehandelte Blatter markiert.

Abbildung 4: Inokulation der Kiirbisblatter mittels Konidiensuspension. Als Abtropftasse wurde ein Karton verwendet. A: Auftragung der

Suspension mittels Spriihflasche bis zum Abtropfen. B: Markierung des inokulierten Blattes im Feld.
2.10.2 Inokulation der Blattstiele und Stingel

Bei der Inokulation der Blattstiele und Stingel wurde jeweils mit einer Injektionsnadel bis zum Eindringen in die
Markhohle eingestochen. Die Einstichstelle wurde jeweils mittig gesetzt (siche Abbildung SA). Mit einer
zweiten Injektionsnadel wurde durch den gestochenen Injektionskanal 1 ml der Konidiensuspension in die

Markhohle injiziert (siche Abbildung 5B). Es wurde eine Blattstielinokulationen, sowie eine
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Stiangelinokulationen jeweils am selben Seitenzweig der Pflanze durchgefiihrt. Bei den Kontrollen wurde parallel

dazu Wasser in die Markhdhle injiziert.

Weitere Blattstiele und Stiangel wurden bis zum deutlichen Abtropfen mit Konidiensuspension bespriiht (siche
Abbildung 5C und D). Wiederum befanden sich die infizierten Blattstiele und Stdngel jeweils am selben

Seitenzweig der Pflanze. Fiir die Kontrollen wurden unbehandelte Blattstiele und Stéingel markiert

Eine weitere Inokulationsvariante beinhaltete die Inokulation der Stingel von freiliegenden Seitentrieben. Dafiir
wurde eine kleine Rinne (ca. 5 cm lang, 0,5 cm tief) in der Erde gezogen und die Konidiensuspension in die

Rinne gespriiht. Der Stingel wurde anschlieend in die Suspension in der Vertiefung gelegt.

Abbildung 5: Inokulation der Blattstiele und Sténgel. A: Wahl der mittigen Einstichstelle bei der Inokulation eines Blattstiels. B: Inokulation

eines Blattstiels mit Injektionsnadel und Applizierung der Konidiensuspension in die Markh&hle. Die Konidiensuspension tritt teilweise an

der Einstichstelle heraus. Applizierung der Konidiensuspension mittels Spriihflasche C: auf einem Blattstiel und D: auf einem Sténgel.
2.10.3 Vergleich der Inokulation von mechanisch beschiidigten Stiingeln und unbeschédigten Stiingeln

Fiir die Inokulation der mechanisch beschiddigten Stingel wurden Abschnitte an freiliegenden Seitenzweigen der
Pflanze ausgewdhlt (siche Abbildung 6A). Die Stingel wiesen deutliche Hagelschdden auf, die bereits mittels
Abschlussgewebe von der Pflanze wieder verschlossen worden waren. Die ausgewahlten Stéingel wurden von
einem bis zum nichsten Kontenpunkt durch Besprithen mit Konidiensuspension infiziert. Bespriiht wurde
wiederum bis zum deutlichen Abtropfen. Der bespriihte Bereich wurde durch Markierung der beiden

Knotenpunkte mittels Spriihlack gekennzeichnet (siche Abbildung 6A). Des Weiteren wurden am Ende
35



Material und Methoden

derselben Seitenzweige unverletzte Stingel bis zum Abtropfen mit Konidiensuspension bespriiht (siche

Abbildung 6B) und die Knotenpunkte mit Spriihlack markiert.

Abbildung 6: Inokulation eines mechanisch beschéadigten Stingels, sowie eines unbeschédigten Stangels am selben freiliegenden
Seitenzweig einer Pflanze. A: Der inokulierte Bereich befindet sich zwischen den, mit weilem Spriihlack markierten Knotenpunkten. B:

Inokulation eines unbeschédigten, jungen Stingelabschnittes. Die Knotenpunkte wurden noch nicht markiert.

2.10.4 Inokulation der méinnlichen Bliitenstiele

Fiir die Inokulation der ménnlichen Bliitenstiele wurde der Bliitenstiel mit Hilfe einer Injektionsnadel
durchstochen. Die Stichfithrung erfolgte dabei schrég, sodass die Konidiensuspension bei der Applizierung
sowohl an der Eintrittsstelle als auch an der Austrittsstelle heraustropfte. Pro Bliitenstiel wurde 1 ml

Konidiensuspension injiziert.

2.10.5 Inokulation der minnlichen und weiblichen Bliiten

Fiir die Inokulation der ménnlichen Bliiten wurden gedffnete Bliiten ausgesucht. Die Konidiensuspension wurde
mit einer Injektionsnadel auf den Stempel getropft (siche Abbildung 7A). Die Suspension sammelte sich im
Bliitenboden. Pro Bliite wurde 1 ml Suspension verwendet.

Parallel dazu wurde eine Inokulation der weiblichen Bliiten durchgefiihrt. Dafiir wurden ge6ffnete weibliche
Bliiten ausgewihlt und mit 1 ml Konidiensuspension infiziert. Die Applizierung erfolgt mit Hilfe einer
Injektionsnadel direkt auf die Narbe (sieche Abbildung 7B). Die Suspension sammelte sich wiederum im
Bliitenboden.

Sowohl bei den ménnlichen als auch bei den weiblichen Bliiten wurden nach der Inokulation die Bliitenblétter
mit der Hand vorsichtig zugedreht. Die inokulierten Bliiten wurden mittels Sprithlack am Knotenpunkt zum

Stiangel markiert. Unbehandelte weibliche und ménnliche Bliiten wurden als Kontrollen markiert.
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Abbildung 7: Inokulation einer ménnlichen und einer weiblichen Bliiten von Cucurbita pepo var. styrica. A: Applikation der

Konidiensuspension mittels Injektionsnadel auf dem Stempel einer ménnlichen Bliite. B: Applikation der Konidiensuspension auf die Narbe

der weiblichen Bliite.
2.10.6 Keimungsversuch der Samen nach Inokulation mit Didymella bryoniae

Es wurden insgesamt 30 ungebeizte Samen (jeweils 10 Samen pro Wiederholung) in Konidiensuspension
getaucht und anschlieend im Freiland gepflanzt. Als Kontrollen dienten 30 unbehandelte Samen. Die Absténde
der Samen eines Ansatzes zueinander, sowie die Abstinde zwischen den Wiederholungen betrugen 20 cm. Die

Abstinde zwischen den Inokulationsansétzen und den Kontrollanséitzen betrugen 80 cm.

Der Keimungsversuch wurde unter Laborbedingungen mit insgesamt 300 Samen wiederholt. 100 unbehandelte
Samen dienten als Kontrollen. Die restlichen 200 Samen wurden mit Konidiensuspension mit einer
Konzentration von 10° Sporen/ml behandelt. Dafiir wurden 100 Samen in der Konidiensuspension kurz
geschwenkt und weitere 100 fiir 10 Minuten in der Konidiensuspension eingelegt. Alle 300 Samen wurden in
Vermiculite angezogen und bei 24°C unter Langtagbedingungen bis zur Keimung der Pflanzen gehalten. Der

Keimungsversuch unter Laborbedingungen wurde insgesamt zweimal wiederholt.
2.10.7 Inokulation der jungen Friichte

Die Friichte wurden der Lénge nach vom Stielansatz bis zum Bliitenboden mittels Ma3band vermessen (siehe
Abbildung 7A). Es wurden Friichte mit einer Lange von 5-13 c¢cm inokuliert. Die Friichte wurden auf bereits
vorhandene Schéden untersucht und bis zum Abtropfen mittels Konidiensuspension bespriiht. Des Weiteren

wurden unbehandelte, junge Friichte als Kontrollen markiert.

2.10.8 Inokulation der ilteren Friichte ohne meachnische Verwundung/ nach mechanischer

Verwundung

Die Friichte wurden wiederum der Lange nach vermessen (siche Abbildung 8A). Es wurden Friichte mit einer
Mindestgréfie von 18 cm und einer maximalen Grofle von 28 cm (Messungen erfolgten jeweils vom Stielansatz
bis zum Bliitenboden) fiir die Inokulation ausgewahlt. Ein Teil der Friichte wurde mit Hilfe einer
Muskatnussreibe kiinstlich beschédigt (siche Abbildung 8B). Dabei wurden die Friichte ca. 2,5-5 mm tief
eingeritzt. Die Ritzfliche war quadratisch mit einer Seitenlédnge von ca. 5 cm. Sowohl die kiinstlich verletzten,
als auch die nicht beschidigten Friichte wurden auf etwaige bereits vorhandene mechanische Beschiddigungen
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untersucht. Die Friichte wurden bis zum Abtropfen mit Konidiensuspension bespriiht. Fiir die Kontrollen wurden

wiederum unbehandelte Friichte mit definierter Gréf3e ausgewéhlt und markiert.

Abbildung 8: Vorbereitungsarbeiten fiir die nachfolgende Inokulation. A: Vermessung einer jungen Frucht mittels MaBband. Vom
Stielansatz bis zum Bliitenboden betriigt die gemessene Lange ca. 3 cm. B: Einritzen einer élteren Frucht mittels Muskatnussreibe fiir die

Schaffung einer kiinstlich erzeugten Eintrittsstelle.

2.10.9 Inokulation der élteren Friichte nach kiinstlicher Verletzung und Abdunkelung der

Inokulationsstelle

Die Friichte wurden wiederum vermessen und mechanische Schidden wurden dokumentiert. AnschlieBend
wurden die Friichte mittels Muskatnussreibe wie unter ,,Inokulation der dlteren Friichte ohne Verwundung/ nach
mechanischer Verwundung® beschrieben eingeritzt. Die Friichte wurden bis zum Abtropfen mit
Konidiensuspension bespriiht. Des Weiteren wurde ein Stiick Kiichenrolle in der Mitte gefaltet und auf die
Ritzstelle gelegt (siehe Abbildung 9A). Das Stiick Kiichenrolle wurde bis zur kompletten Durchnéssung mit
Konidiensuspension bespriiht. AnschlieBend wurde ein durchsichtiger Gefrierbeutel auf die Grofe der
zusammengefalteten Kiichenrolle zugeschnitten und dariiber gelegt. Die Kunststofffolie wurde mittels

Textilklebeband an allen Seiten abgeklebt.

2.10.10 Inokulation der élteren Friichte nach kiinstlicher Verletzung ohne Abdunkelung der

Inokulationsstelle

Die Inokulation erfolgte analog zur oben beschriebenen Methode der ,,Inokulation élterer Friichte nach
kiinstlicher Verletzung und Abdunkelung der Inokulationsstelle®. Die Friichte wurden jedoch nach der
Applikation der Konidiensuspension auf die Ritzstelle nicht mit Kiichenrolle abgedeckt. Alternativ wurde das
Stiick Kunststoff mit Konidiensuspension bespriiht und auf die eingeritzte Stelle gelegt (siehe Abbildung 9B).

Anschliefend wurde die Kunststoftfolie wiederum mittels Textilklebeband an allen vier Seiten abgeklebt.

2.10.11 Inokulation der éilteren Friichte ohne kiinstliche Verletzung mit Abdunkelung der

Inokulationsstelle

Als Abwandlung zu den oben durchgefiihrten Inokulationen nach kiinstlicher Verletzung wurden dieselben
Versuche ohne kiinstlich applizierte mechanische Beschddigung durchgefiihrt. Dafiir wurden die Friichte

vermessen, auf etwaige Hagelschdden untersucht und anschlieBend mittels Konidiensuspension bis zum
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Abtropfen bespriiht. Des Weiteren wurde ein Stiick Kiichenrolle in der Mitte gefaltet und ebenso mit
Konidiensuspension bis zum Abtropfen bespriiht. Das getrénkte Stiick Kiichenrolle wurde auf die Friichte gelegt,
mit einem Stiick Kunststofffolie abgedeckt und zugeklebt (siche Abbildung 9C).

2.10.12 Inokulation der élteren Friichte ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle, sowie ohne kiinstliche

Verletzung

Die Inokulation erfolgte analog zur oben beschriebenen Methode der ,,Inokulation der dlteren Friichte mit
Abdunkelung der Inokulationsstelle ohne kiinstlicher Verletzung*. Alternativ wurden die Friichte jedoch nicht

mit Kiichenrolle abgedeckt sondern wie bei der Methode der ,,Inokulation der dlteren Friichte nach kiinstlicher

Verletzung ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle* beschrieben nur mit dem Stiick Kunststoff abgedeckt
(siche Abbildung 9D).

Abbildung 9: Inokulationsvarianten der alteren Friichte. A: Inokulation einer élteren Frucht nach kiinstliche Verwundung (durch Kiichenrolle
am Bild nicht sichtbar) mittels Muskatnussreibe und Abdunkelung der Inokulationsstelle. Die Kiichenrolle wurde mit Konidiensuspension
bespriiht. B: Inokulation einer dlteren Frucht nach kiinstlicher Verwundung mittels Muskatnussreibe ohne Abdunkelung der
Inokulationsstelle. Die Kunststofffolie wurde fiir eine zusitzliche Befeuchtung mit Konidiensuspension bespriiht. C: Inokulation einer &lteren
Frucht ohne kiinstliche Verwundung, jedoch mit Abdunkelung der Infektionsstelle. Die Kiichenrolle wurde mit Konidiensuspension
bespriiht. D: Inokulation einer &lteren Frucht ohne kiinstliche Verwundung, sowie ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle. Die

Kunststofffolie wurde mit Konidiensuspension bespriiht.
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2.10.13 Inokulation der ilteren Friichte-Vergleich Verwundung und Verwundung nach erfolgter

Inokulation

Die Friichte wurden vermessen und auf Hagelschdden untersucht. AnschlieBend wurden auf jeder Frucht zwei
Verwundungsstellen (einmal L mit Balken nach rechts und einmal L jedoch mit Balken nach links zeigend) mit
einer Muskatnussreibe gesetzt. Die L-formige Wunde (Balken nach rechts, siche Abbildung 10B) wurde mittels
Konidiensuspension bespriiht. Die andere Wunde blieb unbehandelt (siche Abbildung 10A). Der Verlauf der

Reaktion wurde tiber mehrere Tage téglich kontrolliert. Die Friichte wurden Ende August geerntet und fiir die

Extraktion, der aus den Wunden austretenden Arabinogalaktan-Proteine (AGPs), nach Graz gebracht.

Abbildung 10: Vergleich der nicht inokulierten Verwundungsstelle mit einer inokulierten Verwundungsstelle. A: Kontroll-

Verwundungsstelle B: inokulierte Verwundungsstelle.

2.11 Synthese des 1,3,5-tri-(p-p-d-glucosyloxyphenylazo)-2,4,6-trihydroxybenzene (f-D-glucosyl Yariv
Reagenz)

Die Synthese wurde unter Anleitung und Hilfestellung von Herrn Dr. Jorg Schrittwieser des Instituts fiir
Organische Chemie der Karl-Franzens-Universitdt Graz durchgefiihrt. Die Synthese des 3-D-glucosyl Yariv
Reagenzes (Yariv Reagenz) wurde nach Ganjian I. und Basile D. (1997) durchgefiihrt. Eine 4-Aminophenol f3-
D-glucopyranosid Losung (100 mg, 0,37 mmol; der Firma Sigma-Aldrich) in 0,5 M Salzsiure (2,3 ml) wurde bis
zum Erreichen einer Temperatur von 0-5°C in einem Eisbad heruntergekiihlt. Eine Natriumnitritlosung (25,5 mg,
0,37 mmol) in 1,5 ml Wasser wurde auf dieselbe Temperatur gebracht und unter stindigem Riihren iiber einen
Zeitraum von 10 min tropfenweise zur Glucosideldsung hinzugefiigt. Die Temperatur wurde wahrend der
Diazotierung durch Zugabe weniger kleiner Eisstiicke unter 5°C gehalten. Es wurde eine Probe von 10 pl der
resultierenden blass gelblichen, klaren Lésung entnommen und mit 20 ul Wasser verdiinnt. Die verdiinnte Probe
wurde auf Stdrke-Jodid Papier aufgebracht, wobei eine blass blaue Farbung die gewiinschte Anwesenheit eines
leichten Uberschusses an salpetriger Siure anzeigte. Eine Reaktion zwischen der so hergestellten
Diazoniumsalzlgsung mit dem Phloroglucin wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Die Phloroglucinldsung (14,9
mg, 0,12 mmol) in 5 ml Wasser wurde auf einem Eisbad auf eine Temperatur von 0-5°C herunter gekiihlt und
wurde anschlieend unter stdndigem Riihren iiber einen Zeitraum von 30 min tropfenweise der
Diazoniumsalzlosung hinzugefiigt. Die Losung nahm eine orange-rote Farbung an und wurde fiir 1 h bei RT
geriihrt, wodurch sich die Farbe der Losung intensivierte. Die Losung wurde wiederum mittels eines Eisbades

40



Material und Methoden

auf eine Temperatur von 0-5°C gebracht und durch Zugabe einer 0,5 M wissriger NaOH auf einen pH Wert von
9,0 gebracht. Die Losung (ca. 10 ml) wurde mit dem gleichen Volumen Ethanol verdiinnt und {iber Nacht im
Kiihlschrank gelagert, wodurch sich ein rotes Prézipitat formte. Da das Prézipitat fiir eine Isolation durch
Filtration mit einer Glasfritte des Feinheitsgrades Nr. 3 zu fein war, wurde der Feststoff wieder in Wasser
aufgeldst und auf ein Volumen von 4 ml durch Verdampfen unter vermindertem Druck konzentriert. Die
resultierende Losung wurde mit Wasser auf 7 ml verdiinnt und mit 7 ml Ethanol versetzt, wodurch sich
unmittelbar dunkelrote Prézipitate bildeten. Die Mischung wurde fiir eine vollstindige Prézipitation erneut {iber
Nacht im Kiihlschrank gelagert und anschlieend auf Mikrozentrifugenrohrchen aufgeteilt. Der Feststoff wurde
bei 14.000 rpm fiir 5 min in einer Tischzentrifuge pelletiert. Die Pellets wurden in einem 1:1 Wasser/Ethanol
Gemisch resuspendiert und erneut bei 14.000 rpm fiir 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
wihrend der Feststoff in eine Kristallisationsschale iiberfiihrt wurde und in einem Exikkator iiber wasserfreiem
Kalziumchlorid iiber Nacht getrocknet wurde. Das gewonnene Reagenz (geldst in DMSO-dq) wurde mittels "H-
NMR-Spektroskopie (300 MHz) untersucht. Die erhaltenen Signale wurden mit Hilfe der Strukturformel

zugeordnet und die Werte mit der Literatur verglichen.
2.12 Extraktion der Arabinogalaktanproteine (Kiirbis)

Fiir die Extraktion der Arabinogalaktan-proteine (AGPs) wurden zwei Ansédtze gewahlt: bei fiinf Friichten
wurden sowohl bei der infizierten Wunde, als auch bei der nicht infizierten Wunde (Kontrolle) lediglich die
ausgetretenen, eingetrockneten, harzigen und bernsteinfarbigen Substanzen herunter gekratzt (= Ansatz AGPs).
Bei den restlichen fiinf Friichten wurden sowohl bei der infizierten Wunde, als auch bei der nicht infizierten
Wunde (Kontrolle) neben den ausgetretenen, eingetrockneten, harzigen und bernsteinfarbigen Substanzen auch

ein Teil des darunter liegenden Gewebes mitentnommen (- Ansatz AGPs + Gewebe).

Das Extraktionsprotokoll stammte von Herrn Dr. Wolfgang Schiihly des Instituts fiir Zoologie der Karl-
Franzens-Universitdt Graz (miindliche Mitteilung) und wurde mit Ausnahme der Menge an eingesetztem
Material unveréndert verwendet. Fiir die Extraktion der AGPs + Gewebe wurden ca. 50 g Frischgewicht im
Trockenschrank bei 70°C fiir einen Tag getrocknet, wahrend fiir die Extraktion der AGPs lediglich ca. 0,5-1 g
als Ausgangssubstanzen dienten. Die getrockneten Materialien wurden anschliefend in der Retsch MM 400
Kugelmiihle bei einer Frequenz von 30 1/s und 6 min zu einem feinen Pulver vermahlen. Fiir die Extraktion
wurden pro Probe 15 ml Aceton zugegeben, kurz gevortext und 30 min mazeriert. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel mit Hilfe einer Nutsche abfiltriert und der Filterkuchen mit Aceton nachgespiilt. Das Filtrat wurde
verworfen, wihrend der Filterkuchen insgesamt 2 Mal mit 15 ml Diethylether durchmischt wurde und nach 30
miniitiger Mazeration mittels Biichnertrichter filtriert wurde. Der Filterkuchen wurde mit Diethylehter
nachgewaschen und mit 30 ml (Ansatz AGPs + Gewebe) bzw. 10 ml (Ansatz AGPs) destilliertem Wasser
aufgefiillt. Die Mazeration erfolgte iiber Nacht. AnschlieBend wurde die Suspension erneut filtriert und mit dest.
Wasser nachgewaschen. Der Filterkuchen wurde verworfen, wiahrend das Filtrat mit Hilfe des Gefriertrockners
SP Scientific Virtis BenchTop 6K gefriergetrocknet wurde. Die gefriergetrockneten Proben wurden bis zur

weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.
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2.13 Extraktion der Arabinogalaktanproteine (Efeu)

Die Extraktion wurde laut Van Holst und Clarke (1985) durchgefiihrt. 1,6 g frische Eufeublétter wurden unter
fliissigem Stickstoff in einer Reibschale zermahlen und mit 6 ml Extraktionspuffer (50 mM Tris-HCI pH= 8§, 10
mM EDTA, 2 mM Na,S,0s, 1% w/v Triton X-100) extrahiert. Die Probe wurde stets auf Eis gehalten und nach
10 min bei 10.000 g fiir 5 min auf 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt fiir den Single Radial

Diffusion Assay verwendet.
2.14 Single Radial Diffusion Assay

Der Single Radial Diffusion Assay wurde laut Van Holst und Clarke (1985) mit den folgenden Abwandlungen
durchgefiihrt: eine Agarlosung (1% w/v Agarose, 0,15 M NaCl, 0,02% w/v NaN; und 20 pg/ml Yariv Reagenz)
wurde mit 1 M HCI auf einen pH-Wert von 3 gebracht und anschlieSend bis zum Kochen erhitzt. Die Losung
wurde in Glaspetrischalen (e = 15 cm) gegossen und zum Abkiihlen bei RT stehen gelassen. Die Geldicke betrug
ca. 2 mm. Es wurden Locher mit einem Durchmesser von 4 mm aus dem Agar ausgestanzt. Die Locher wurden
mit jeweils 20 pl der Standardverdiinnungen bzw. Probenverdiinnungen gefiillt. Die Inkubation erfolgte iiber
drei Tage bei Raumtemperatur in einer abgedunkelten Feuchtekammer. Die entstandenen Halo-Durchmesser
wurden unter dem Stereomikroskop Olympus SZX16 und der Kamera Olympus CAM-XC50 mit Hilfe des
digitalen Bildverarbeitungsprogramms cellSens Entry zweifach ausgemessen. Die zwei Halo-Durchmesser

wurden gemittelt und zum Quadrat genommen.

Als Standardlésungen wurden Verdiinnungen von Gummi arabicum (gum arabic) mit den Konzentrationen 1
mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 15 mg/ml, 25 mg/ml und 50 mg/ml hergestellt. Fiir die Proben (AGPs, AGPs +
Gewebe) wurden Verdiinnungen der Konzentrationen 15 mg/ml, 25 mg/ml und 50 mg/ml hergestellt. Der

Uberstand der Efeu-AGP Extraktion wurde unverdiinnt verwendet.
2.15 Physiologische Messreihe

Die physiologische Messreihe (Photosynthesemessung, Chlorophyllfluoreszenzmessung, Pigmentmessung,
Messung der Antioxidativen Kapazitéit, Wasserstoffperoxid-Nachweis) wurde jeweils an denselben Folgebléttern
20 infizierter Pflanzen und 20 Kontrollen durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung der Inokulation siche Methoden

.Hauptinokulation von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae fiir die physiologische Messreihe®.
2.15.1 Photosynthese- und Chlorophyllfluoreszenzmessungen

Die Photosynthesemessungen wurden mit dem LI-COR LI6400 Portable Photosynthesis System durchgefiihrt.
Die CO, Zufuhr wurde iiber Umarex 12 g CO, Patronen geregelt. Fiir die Photosynthesemessungen wurden
folgende Einstellungen ausgewdhlt: Flussrate (Flussrate durch die Probenkammer) (umol/s)= 500, CO, Volumen
(eingeleitete CO, Menge in der Referenzkammer) (umol CO,/mol)= 400, Quantum Flux (Photonenstromdichte =
Photosynthetically Active Photon Flux Density) (umol Photonen/m?/s)= 400.

Die Chlorophyllfluoreszenzmessungen wurden mit dem Portable Chlorophyllfluorometer PAM-2000
unternommen. Fiir die Chlorophyllfluoreszenzmessungen wurden folgende Einstellungen ausgewahlt: Measuring

Light Intensity= 3, Gain= 3, Damping= 5, Actinic Light Intensity= 9, Actinic Light Width (s)= 0, Far Red Light

42



Material und Methoden

Intensity= 6, Far Red Ligth Width (s)= 3, Saturation Pulse Intensity= 8, Saturation Pulse Width (ms)= 8, Slow
Induction Delay (s)= 40, Slow Induction Clock (s)= 20, Slow Induction Al-With (s)= 330.

Die UV-Stirke in der Klimakammer wurde mit Hilfe des PQS1 PAR Quantum Sensors (Sensitivity 4,85
uv/ pmol/m®s) bestimmt.

Vor der ersten Photosynthesemessung wurde die UV-Stirke in der Klimakammer auf der Hohe der Blatter fiir
die Messreihe bestimmt. Die Photosynthesemessungen und Chlorophyllfluoreszenzmessungen erfolgten jeweils
am 1., 3.,5.,7.,und 9. Tag nach der Inokulation. Die Chlorophyllfluoreszenzmessungen wurden jeweils nach
einer 20 miniitigen Phase der Abdunkelung durchgefiihrt. Nach der 5. Photosynthesemessung und 5.
Chlorophyllfluoreszenzmessung am 9. Tag nach der Inokulation wurden die Blatter durch Abtrennung des
Blattstiels vom Spross mittels einer Rasierklinge geerntet. Mit Hilfe eines Korkbohrers (¢ = ca. 15 mm) wurde
pro Blatt fiir den Wasserstoffperoxid-Nachweis ein Kreis ausgestochen. Die Blatter wurden in Papiersdcken in
fliissigem Stickstoff schock gefroren und mittels SP Scientific Virtis BenchTop 6K Gefriertrockner

gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Blétter wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.
2.15.2 Wasserstoffperoxid-Nachweis mittels Diaminobenzidin

Der H,0, Nachweis wurde nach GroBkinsky et al. (2012) modifiziert. Die mit Hilfe eines Korkbohrers
ausgestochenen Blattkreise wurden in 6er Multiwellplatten tiberfiihrt und {iber Nacht bei RT in 4 ml einer
wassrigen Diaminobenzidin (DAB) Losung (1 mg/ml) eingelegt. Fiir die Entfirbung des Chlorophylls wurden
die Blattkreise anschliefend in 70 % Ethanol iiberfiihrt und fiir zwei Tage auf 37°C gestellt.

2.15.3 Pigmentbestimmung mittels Photometrie

Die Extraktion der Pigmente wurde nach Pfeithofer (1989) modifiziert. Die eingefrorenen, gefriergetrockneten
Proben wurden im Exxikator tiber Trocknungsmittel (Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator; 1-3 mm) auf
Raumtemperatur gebracht. Das Material wurde mit der Retsch MM 400 Kugelmiihle gemahlen. AnschlieBend
wurden ca. 50 mg gefriergetrocknetes Probenpulver in dunkle Eppendorf-Reaktionsgefalie eingewogen und eine
Spatelspitze CaCO; hinzugefiigt. Pro Probe wurde 1 ml gekiihltes (4°C) Extraktionsmittel (reiner Methanol)
zugegeben und iiber Nacht der Mazeration iiberlassen. AnschlieBend wurde eine Minute mit dem Vortex-
Schiittler gemischt und 10 min bei 14.000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in graduierte 10 ml
Rohrchen dekantiert und verschlossen, sowie abgedunkelt auf Eis gestellt. Der Extraktionsschritt wurde mit dem
Pellet weitere vier Mal wiederholt, wobei die Durchmischung mit dem Vortex-Schiittler und der
Zentrifugationsschritt direkt nach Zugabe des Losungsmittels erfolgten. Die Uberstinde einer Probe wurden
jeweils vereinigt und auf 5 ml mit dem Extraktionsmittel aufgefiillt. Die Extrakte wurden durch kurzes vortexen
gemischt und bis zur weiteren Verarbeitung in dunklen Eppendorf-Reaktionsgefdafien bei -20°C gelagert. Die

Proben wurden wéhrend der gesamten Extraktion auf Eis gelagert.

Die photometrische Dreifachbestimmung erfolgte gegen Methanol bei 665,2 nm (fiir Chlorophyll a), 652,4 nm
(fir Chlorophyll b) und 470 nm (fiir Gesamt-Carotinoide) am Spektrophotometer U-3000.
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2.15.4 Bestimmung der Antioxidativen Kapazitiit mittels Photometrie

Die Bestimmung der Antioxidativen Kapazitit erfolgte nach Stabentheiner et al. (2014). Der Standard Trolox (6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-Carbonséure) wurde mit Methanol auf die Konzentrationen 0 uM, 100
uM, 500 pM, 1500 uM und 2000 uM gebracht. Als Probenldsungen wurden die Extrakte fiir die
,Pigmentbestimmung mittels Photometrie* verwendet. 30 ul der Messlosungen (Standardlésungen und
Probenldsungen) wurden mit 1,5 ml 2,2-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)-Losung (120 uM in Methanol)
versetzt und im Dunkeln flir 15 min inkubiert. Die Photometrische Messung erfolgte bei 515 nm gegen Methanol

am Spektrophotometer U-3000.
2.16 Mikroskopische Untersuchungen
2.16.1 Kratzpriparate

Fruchtkorper und Hyphen des Pilzes wurden mit dem Skalpell von frischem Pflanzenmaterial bzw. PDA -

Néhrbdden aus Petrischalen gekratzt und in einen Tropfen Wasser auf einem Objekttrager iiberfiihrt.
2.16.2 Quetschpriparate

Frisches Pflanzenmaterial wurde per Hand moglichst diinn geschnitten, auf einen Objekttriger in einen Tropfen

Wasser tiberfiihrt und mit leichtem Druck auf das Deckglas gequetscht.
2.16.3 Totalpriparate

Die Préparation der Totalpraparate wurde in Abwandlung zu Gerlach (1969) durchgefiihrt. Die Blatter wurden
dafiir wie in ,,Hauptinokulation von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae fir die
mikroskopischen Totalpraparate beschrieben inokuliert. Die Ernte erfolgte am 2., 3. Und 4. Tag nach der
Inokulation. Die Blattfluoreszenz wurde zunéchst unter UV-Licht bei 366 nm untersucht. AnschlieBend wurden
die Blatter in 70 % Ethanol entférbt. Danach wurden die Blétter in Lactophenolanilinblau (40 ml Glycerin, 20 ml
Milchséure, 20 ml dest. Wasser, 20 g Phenol, 100 mg Anilinblau) iiberfiihrt, kurz aufgekocht und ca. 2 min in
der heiflen Lactophenolanilinblau-Losung belassen. Die Blétter wurden anschlieend in Chloralhydrat (100%
w/v) entfarbt. Die Chloralhydratlosung wurde einmal gewechselt. Analog dazu wurden unbehandelte Blatter

(Kontrollen) prapariert und anschlieBend mikroskopiert.
2.16.4 Handschnitte

Die Handschnitte wurden mit Ethanol (70 %)-fixiertem Pflanzenmaterial angefertigt. Das Material wurde
zunichst in kleine Blocke geschnitten, fiir ca. 20 min in destilliertes Wasser tiberfiihrt und in Styroporstiicke, die
als Schnitthilfe dienten, eingeklemmt. AnschlieBend wurden mit Hilfe von Rasierklingen Semidiinnschnitte
angefertigt. Die Schnitte wurden in einen Tropfen Wasser auf einen Objekttrager tiberfithrt und unter dem

Stereomikroskop Olympus SZX16 auf die geeignete Dicke iiberpriift.

2.16.5 Gefriermikrotomie-Schnitte

Die Gefriermikrotomie-Schnitte wurden am Leica CM 3000 Cryostat mit Ethanol (70 %)-fixiertem

Pflanzenmaterial angefertigt. Das Material wurde zunéchst in kleine Blocke geschnitten und fiir ca. 20 min in
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destilliertes Wasser tiberfiihrt. Die Gewebeblockchen wurden anschlieBend auf kleinen Gefriermikrotom-
Tischchen (Objektplatten) in Gefriermedium (Jung Tissue Freezing Medium for Frozen Tissue Specimens)
eingebettet und eingefroren. Die Objektplatten wurden im Objektkopf eingespannt und Einzelschnitte mit einer
Schnittdicke von 60 pm angefertigt. Die Schnitte wurden mit einem Raumtemperatur-warmen Objekttriger

aufgenommen.
2.16.6 Firbungen der mikroskopischen Schnitte

2.16.6.1 Firbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bodipy

Die Kratzpriparate wurden am Objekttriager in Bodipy ca. 5 min gefarbt und anschlieBend mit destilliertem
Wasser ausgewaschen. Die gefarbten Praparate wurden in einem Tropfen Wasser mit dem UV-WAB Filter

mikroskopiert.

2.16.6.2 Methylenblau-Firbung

Die Schnitte wurden am Objekttrdger in Methylenblau ca. 10 min geférbt und anschlieBend mit destilliertem

Wasser ausgewaschen und in einem Tropfen Wasser mikroskopiert.

2.16.6.3 Firbung mit 3-D-glucosyl Yariv Reagenz

Die Farbungen wurden in Abwandlung zur den Empfehlungen der Firma Biosupplies

B-D-glucosyl Yariv Reagenzlosung (2 mg/ml, gelost in 0,15 M NaCl) iiber drei Tage eingelegt. AnschlieSend

wurden Gefriermikrotomie-Schnitte angefertigt.
2.17 Mikroskopische Aufnahmen

Die mikroskopischen Priparate wurden (wenn nicht anders deklariert) mit dem Zeiss Axioplan 2 Mikroskop
mikroskopiert und mit der Kamera AxioCam MRc5 und der digitalen Bildverarbeitungssoftware Axio Vision

aufgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Kaultivierungsversuch von Didymella bryoniae Isolat GL1

Beim ersten Kultivierungsversuch von D. bryoniae (Raumtemperatur, PDA-Platten iibereinander gestapelt)
wuchsen die Platten mit einem dichten, weiflen und weichen Mycelrasen zu (siehe Bildtafel 1 Abbildung A
rechte Petrischale). Das Mycel erreichte den Rand der Platten innerhalb einer knappen Woche. Fruchtkorper

waren nicht sichtbar.
3.2  Optimierter Kultivierungsversuch von Didymella bryoniae Isolat GL 1

Der optimierten Kultivierungsversuch des Pilzes, bei welchem die Pilz-beimpften PDA Platten im Klimaschrank
bei Langtagbedingungen, einer Tagestemperatur von 25°C und einer Nachttemperatur von 21°C gehalten
wurden, resultierte in einem dichten Fruchtkdrperrasen, welcher nach insgesamt einer Woche die gesamte Platte
ausfiillte. Die Fruchtkorper waren dabei in konzentrischen Ringen um das Mycel-Ausgangsstiick in der Mitte der
PDA-Platte angeordnet. Bildtafel 1 Abbildung A linke Petrischale zeigt die, in den Agar leicht eingesenkten,
hellbraunen Fruchtkorper, welche mit dem freien Auge leicht erkennbar sind. Mit fortschreitenden Alter der
Platten &nderte sich die Farbe der Fruchtkdrper von der hellbraunen Férbung iiber eine dunkelbraune bis ins
schwarze. Im Unterschied zum ersten Kultivierungsversuch des Pilzes konnte in diesem Fall kein dichter
Mycelrasen entdeckt werden. Lediglich am Rand der Platten bildeten sich bei einem Teil der Platten kleine

Mycelrasen aus (sieche Bildtafel 1 Abbildung B).
3.3  Herstellung der Didymella bryoniae Konidiensuspension

Beim Abkratzen der dicht bewachsenen PDA-Platten konnten rosafarbene Schleimwolken beobachtet werden.

Das Mycel- bzw. Fruchtkérper-Wasser-Gemisch hatte eine braunlich rosarote Farbe angenommen.
3.4  Berechnung der Sporenanzahl mittels Zihlkammer am Himocytometer

Fiir die Berechnung der Sporenanzahl in der Konidiensuspension wurden insgesamt vier gro3e Quadrate
ausgezéhlt. Der gemittelte Wert an ausgezdhlten Sporen aus den vier groen Quadraten betrug 200. Die

Sporenanzahl in der Suspension wurde auf folgenden Wert berechnet:

200*0,1 mm*10**100 (Verdiinnungsfaktor bei der Auszihlung der Sporen)=2*10’ Sporen/ ml Suspension. Da
fiir samtliche Inokulationsversuche eine Sporenkonzentration von 10° Sporen/ ml Suspension benétigt wurde,

wurde die Suspension 1:20 verdiinnt.
3.5 Vorinokulationsversuche von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae

Bei den Vorinokulationsversuchen zeigten sich im Schnitt nach sieben Tagen die ersten Blattsymptome. Diese
entstanden einerseits am Blattrand und andererseits im Bereich der inokulierten Stelle. Das Gewebe in diesen
Bereichen vergilbte und verfarbte sich schlussendlich braun. Insbesondere im Bereich der inokulierten Stellen
konnte bereits komplett nekrotische Bereiche entdeckt werden. Ebenso konnte ein Verlust der Festigkeit der
braunen Stellen festgestellt werden (siehe Bildtafel 2 Abbildung B). Am zwolften Tag nach der Inokulation
konnten ausgedehnte nekrotische Bereiche der Blitter gefunden werden (siehe Bildtafel 2 Abbildung C).
Insbesondere im Bereich der Blattrander kam es zwischen dem siebten und zwolften Tag nach der Inokulation zu
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einer massiven Ausbreitung von D. bryoniae, wihrend eine Ausdehnung der Blattflecken im Innern kaum von
statten ging. Des Weiteren begannen sich die nekrotischen Blattrinder nach oben und innen einzurollen.
Bildtafel 2 Abbildung D zeigt ein zum GroBteil ausgeblichenes Blatt 18 Tage nach der Inokulation. Die
inokulierte Stelle ist nekrotisch und dunkelbraun gefarbt. Eine Ausbreitung der Infektion von der inokulierten
Stelle in Richtung Blattrand war bereits in Gange. Die Kontrollen (Ritzflache mit Wasser behandelt) zeigten
keine Blattflecken (siche Bildtafel 2 Abbildung A). Die Vorinokulationsversuche der Bliiten ergaben in beiden
Fillen (Mycel und Konidiensuspension) dasselbe Ergebnis. Sowohl jene médnnliche Kiirbisbliiten, die bei der
Inokulation offen waren, als auch jene, die bereits wieder am verblithen waren (geschlossene Bliiten), waren
komplett verfault und weich. Die angrenzenden Bliitenstiele zeigten typische Symptome der Stielfdule, bei
welcher die Bliitenstiele in der Mitte bis leicht iiber der Mitte abknicken (siche Bildtafel 2 Abbildung F). Des
Weiteren waren die Bliitenstiele komplett weich und im Bereich der Abknickstelle braunlich bis schwarz
verfarbt (sieche Bildtafel 2 Abbildung E). Bei den Kontrollbliiten konnte keine Stielfaule nachgewiesen werden

(Daten nicht gezeigt).

3.6  Hauptinokulation von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae fiir die physiologische

Messreihe

Zu Beginn der physiologischen Messreihe waren alle inokulierten und nicht inokulierten Blétter vollkommen
vital. Auf den inokulierten Bléttern konnte direkt vor den Messungen noch ein Feuchtigkeitsfilm nachgewiesen

werden. Die Pflanzen zeigten keinerlei Symptome einer Erkrankung.

3.7 Hauptinokulation von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae fiir die Herstellung

mikroskopischer Totalpriparate

Samtliche Blatter zeigten bei der Ernte bereits erste Symptome einer Erkrankung. Bei der ersten Ernte der Blatter
(zwei Tage nach der Inokulation) konnten Blattflecken auf der Blattspreite im Bereich der Blattspitze, sowie im
Zentrum des Blattes gefunden werden. Das Gewebe war in diesen Bereich braunlich verfarbte und weich.
Vergilbungen konnten noch nicht festgestellt werden (siche Bildtafel 25 Abbildung A). An den zwei folgenden
Erntetagen verstarkten sich die Symptome, wobei vier Tage nach der Inokulation ein Grof3teil der Blattflecke
vergilbt war. Flachige Nekrosen konnten festgestellt werden. Nicht inokulierte Blatter hingegen zeigten keinerlei

Symptome (siche Bildtafel 25 Abbildung B).

3.8  Hauptinokulation von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae unter

Freilandbedingungen

Samtliche Ergebnisse der Hauptinokulationen von C. pepo mit D. bryoniae stehen in Bezug auf die, in den

Sommermonaten vorherrschenden Wetterbedingungen.

3.8.1 Wetterdaten der Sommermonate Juli und August

Laut der ZAMG (http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016) lag das
Temperaturmittel in Osterreich fiir den Juli 2015 deutlich iiber dem langjihrigen Mittel (siche Abbildung 11A).
Die gemittelte Temperatur wich vom Durchschnittswert um 3,1°C ab. Damit war der Juli 2015 seit Beginn der
Aufzeichnungen nicht nur der wiarmste Juli, sondern regionsweise (Linz, Klagenfurt und Innsbruck) tiberhaupt
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der wiirmste Monat. Ahnliche Aussagen konnen iiber den August 2015 getroffen werden (sieche Abbildung 11B).
Mit insgesamt 2,7°C iiber dem Mittel konnten lediglich in den Jahren 1807, 1992 und 2003 héhere
Temperaturmittelwerte verbucht werden. Die hohen Temperaturen gingen mit auBlerordentlich vielen
Sonnenstunden einher. Was die Menge an Niederschldgen betrifft zeigte sich ein genau umgekehrtes Bild.
Osterreichweit war der August 2015 der regendrmste seit dem Jahr 1991. Die Niederschlagswerte waren in
Bezug auf das langjihrige Mittel der Jahre 1981-2010 um 35 % erniedrigt. Wihrend in Teilen Osterreichs
(westliches Miihlviertel, Innviertel und Semmering-Wechselgebiet) NiederschlagseinbuB3en von 75 bis 83 %
eingesteckt werden mussten, war die Regenmenge im restlichen Oberdsterreich, in Teilen Niederdsterreichs, der
Steiermark und des Burgenlands ebenfalls um 50 bis 75 % vermindert (siche Abbildung 12B). Ein &hnliches Bild
zeigte sich fiir den Juli 2015. Insbesondere an der Nordseite der Alpen war die Niederschlagsmenge in Bezug auf
das Mittel um 50 bis 77 % erniedrigt (siche Abbildung 12A). Ahnlich wie im August 2015 gehérte das
Bundesland Oberdsterreich mit zu den trockensten Gebieten. Sowohl im Juli als auch im August 2015 wurden
Ortschaften in Oberdsterreich (Horsching und Reichersberg) als relativ trockenste Orte bestimmt (siche Tabelle
3) (http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016).

Tabelle 3: Klimadaten der Monate Juli und August 2015 der Wetterstation Kremsmiinster (Oberosterreich). T [°C]= Lufttemperatur
Monatsmittel, Nied 01= Anzahl der Tage mit Niederschlag > 0,1 mm, Nied [mm]= Monatssumme Niederschlag, éw. rel. trockenster Ort
(Niederschlag M., Abweichung z. M.)= 6sterreichweit relativ trockenster Ort (Niederschlag Monatssumme, Abweichung zum Mittel 1981-
2010) (modifiziert von http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016).

Datum | T[°C] | Nied 01 | Nied [mm] ow. rel. trockenster Ort (Niederschlag M., Abweichung z. M.)

Juli 22,5 13 41 Horsching (23 mm, -77 %)

August | 22,1 9 36 Reichersberg (15 mm, -83 %)

e i & [l e gt £ B
Abbildung 11: Temperaturabweichung fiir A: Juli 2015 und B: August 2015 in °C in Bezug auf das langjahrige Mittel der Jahre 1981-2010

(modifiziert von http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016).

Abbildung 12: Prozent des Niederschlagsnormalwertes fiir A: Juli 2015 und B: August 2015 in Bezug auf das langjahrige Mittel der Jahre

1981-2010 (modifiziert von http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016).
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3.8.2 Inokulation der Bléitter

Bei der ersten Bonitur, 25 Tage nach der Inokulation der Blétter durch Besprithen mit Konidiensuspension zeigte
ein Grofiteil der gefundenen jungen Blatter bei genauerem Betrachten erste Vergilbungen vom Randbereich
(Daten nicht gezeigt) bzw. auf der Blattspreite (siche Bildtafel 3 Abbildung A). Teilweise konnten vom
Randbereich her bereits nekrotische Gewebeabschnitte gefunden werden. Diese vertrockneten Blattbereiche
waren dabei leicht eingerollt (Daten nicht gezeigt). Neben den Vergilbungen auf der Blattspreite konnten in
einem Fall bereits nekrotische Authellungen im Bereich der Leitbiindel festgestellt werden, welche die Basis fiir
das typische zellige Blattfleckenmuster bilden. Charakteristisch war auch die Bildung von kleinen, schwarzen,
kugeligen Fruchtkdrpern im Bereich dieser Flecken (siehe Bildtafel 3 Abbildung A). Die inokulierten dlteren

Blétter konnten bei der ersten Bonitur aufgrund des dichten Blétterdaches nicht gefunden werden.

Der Inokulationsversuch der jungen und alten Blitter sorgte bei der zweiten Bonitur fiir einige Probleme.
Insgesamt konnten bei den jungen inokulierten Bléttern nur zehn von fiinfzehn Proben wieder gefunden werden,
wihrend bei élteren Blattern der GroBteil im Feld nicht mehr auffindbar war (siehe Tabelle 4). Insgesamt zwei
Blitter besaBen einen vitalen, satt-griinen Blattstiel, wiahrend die Blattfliche bereits groBteils nekrotisch war.
Anhand von Bildtafel 3 Abbildung B erkennt man ein durch D. bryoniae befallenes Blatt, dass sowohl vom
Blattrand her als auch auf der Blattspreite groBteils Blattflecken aufweist. Die Blattflecken befanden sich
zwischen den Leitbiindeln und waren zum GroBteil bereits zusammengeflossen. Sie wiesen ein braun schwarzes
gesprenkeltes Muster auf. Die Rénder dieser Flecken waren meist durch eine gelbliche Zone gekennzeichnet. Im
noch griin dominierten Bereich erkannte man die, zwischen den Gefdfibiindeln entstehenden Vergilbungen (siche
Bildtafel 3 Abbildung B). Diese sorgten fiir das, im fritheren Stadium der Infektion, typische Aussehen eines
zelligen Blattfeckenmusters. Innerhalb der Blattflecken befanden sich oft zahlreiche Fruchtkdrper von D.
bryoniae (siche Bildtafel 3 Abbildung C). Neben den typischen Blattflecken konnten auch Sekundérbefille
durch Mehltau dokumentiert werden. Dieser sorgte fiir ein wei3-grauliches Aussehen der Blétter, das auf ein
dichtes Mycel auf den Bléttern zuriick zu fithren war. Das Blatt war komplett nekrotisch mit schwarzen
Blattflecken und einer Ansammlung von D. bryoniae Fruchtkérpern. Die Gefaf3biindel waren dunkelbraun
verfarbt (siche Bildtafel 3 Abbildung D _Bildausschnitt). Der angrenzende Blattstiel zeigte typische Symptome
einer Stielfaule (siehe Bildtafel 3 Abbildung D). Das Gewebe war ausgeblichen und verfarbte sich braunlich bis
schwarz. Der Blattstiel war weich und etwas {iber der Blattstielmitte abgeknickt. Im Bereich der Abknickstelle
bildeten sich Fruchtkoérper des Pilzes. Das untere Ende des Blattstieles sowie auch der Stangel waren noch vital
(im Bild nicht sichtbar). Wahrend in fiinf von zehn Fillen eine Blattstielfdule diagnostiziert werden konnte,
waren drei weitere Blatter samt Blattstielen bereits komplett vertrocknet (siehe Tabelle 4). Bildtafel 3 Abbildung
E zeigt einen komplett vertrockneten, braun bis schwarz verfarbten Blattstiel. Zwischen dem infizierten Blattstiel
und dem gesunden Stingelgewebe war eine deutliche Grenze zu sehen. Das dazugehorige Blatt war ebenfalls
bereits komplett vertrocknet, dunkelbraun bis schwarz verfarbt und wies zahlreiche Fruchtkorper des Pilzes auf.
Anders als in Bildtafel 3 Abbildung E zeigt Bildtafel 3 Abbildung F eine mdgliche Ausbreitung der Infektion
vom Blatt {iber den Blattstiel bis zum angrenzenden Stangel. Dieser war dhnlich wie Blatt und Blattstiel bereits
trocken und zdh. Fiinf inokulierte junge Blétter, sowie zehn inokulierte alte Blétter konnten nicht mehr gefunden
werden. Die restlichen fiinf inokulierten alten Blitter wiesen in drei Féllen eine Blattstielfaule auf. Zwei
Blattstiele waren bereits komplett vertrocknet. Die angrenzenden Sténgel waren jedoch noch vital, dunkelgriin
und fest.
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Tabelle 4: Anzahl der erkrankten/gesunden Blétter und Blattstielabschnitte nach der zweiten Bonitur nach Aufsprithen von Didymella

bryoniae Sporensuspension auf die Blattflache.

Junge Blitter Altere Blitter
Blatt nekrotisch; Blattstiel vital und | 2 0
griin
Stielfdule 5 3
Blattstiel vertrocknet 3 2
Nicht gefunden 5 10
Gesamtzahl 15 15

3.8.3 Inokulation der Blattstiele und Stingel

Bei der Inokulation der Stangel und Blattstiele wurden insgesamt vier Varianten durchgefiihrt: Inokulation durch
Injektion der Konidiensuspension in die Markhohle der Stingel und Blattstiele, durch Bespriihen der Stingel und
Blattstiele mit Konidiensuspension, sowie durch Spriihen der Suspension in eine kiinstlich gezogenen Rinne und
anschlieBendes dariiber drapieren des Sténgels. Die vierte Variante beinhaltete das Besprithen von mechanisch
beschadigten Stiangeln mittels Konidiensuspension. Bei der dritten und vierten Inokulationsvariante wurden
jeweils nur die Stidngel kiinstlich inokuliert. Bei den beiden ersten Versuchsvarianten wurden sowohl Stingel, als
auch Blattstiele inokuliert. Das infektionsfahige Material wurde dabei jeweils mittig (Blattstielmitte bzw. bei den

Stiangeln mittig zwischen zwei Kontenpunkten) gesetzt.

Die Inokulation der Stangel und Blattstiele durch Injektion von D. bryoniae Konidiensuspension in die
Markhohle zeigte im Fall der Stingel in drei von zehn Fallen keinerlei Krankheitssymptome (siche Tabelle 5).
Die Stingel wiesen die typische satte dunkelgriine Farbung und eine hohe Festigkeit auf (siche Bildtafel 4
Abbildung A). Des Weiteren konnte bei drei Stingeln auf kleineren und gréeren Verletzungen bzw.
Hagelschédden, die bereits vor der Inokulation von den Pflanzen verschlossen wurden, D. bryoniae Fruchtkorper
gefunden werden (siehe Bildtafel 4 Abbildung D). Die Fruchtkorper waren mit freiem Auge als kleine, runde,
dunkelbraune bis schwarze Punkte, die ins Gewebe eingesenkt sind, erkennbar. Die Hagelschidden waren von
einer deutlichen beige-braunlichen Zone vom gesunden Gewebe abgegrenzt. Wie anhand der Bildtafel 4
Abbildungen B und C erkennbar, beginnt sich das Gewebe zwischen den beiden Hagelschiden dunkelbraun bis
schwarz zu verfarben. Erste Faule-Symptome konnten in diesem Bereich nachgewiesen werden. Die Stingel
selbst schienen ansonsten keine Krankheitssymptome der Gummisténgelkrankheit aufzuweisen. Insgesamt
konnte nur ein Stingel im Stadium einer beginnenden Infektion gefunden werden. Der Stingel wies eine leichte
Abénderung der Farbe von dunkelgriin auf hellgriin bis braunlich auf (siehe Bildtafel 4 Abbildung D). Die
verschlossenen Wunden waren durch hellbraune Zonen vom scheinbar gesunden Gewebe abgegrenzt (siehe
Bildtafel 4 Abbildung E). Die verschlossenen Oberflachen der ehemaligen Verletzungen wiesen zahlreiche
Fruchtkorper von D. bryoniae auf (siehe Bildtafel 4 Abbildung D). Das Gewebe unter den Fruchtkorpern war
schwarz verfarbt. Auf Bildtafel 4 Abbildung F kann man einen von der Gummisténgelkrankheit betroffenen
Sténgel erkennen. Der Stidngel war dunkelbraun bis schwarz verfarbt und weich. Innerhalb der schwarzen

Bereiche konnten zahlreiche Fruchtkorper des Pilzes gefunden werden. Bildtafel 5 Abbildung A zeigt die
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Ausbreitung des Pilzes von der eigentlichen Infektionsstelle im Stéingel. Der Stingel, samt Knotenbereich und
angrenzendem Blattstiel war bereits ausgeblichen und braunlich verfirbt. Im Bereich des Knotenpunktes
proximal zur Infektionsstelle kam es zur Ausbildung erster Fruchtkdrper. In Folge trat ein Verlust der Festigkeit
auf. Der angrenzende Blattstiel war mit einem dichten, weilen, fidigen Mycel durchzogen (siche Bildtafel 5
Abbildung B). Ein weiterer infizierter Sténgel zeigte nach erfolgtem Abreiflen des Stéingels schwarz verférbte,
gefaulte GefaBibiindel (siche Bildtafel 5 Abbildung D). Das Gewebe oberhalb der Gefa3biindel war beige bis
braun verfarbt und mit Fruchtkérpern von D. bryoniae liberséht (siche Bildtafel 5 Abbildung C). Das restliche
Gewebe schien noch vital. Bei den Blattstielen zeichnete sich ein dhnliches Bild ab. Wiahrend bei den Stangeln
jedoch keiner der zehn untersuchten Objekte bereits vertrocknet war, konnten bei den Blattstielinfektionen drei
von zehn als komplett vertrocknet eingestuft werden. Die Blattstiele waren schwarz verfirbt, nekrotisch und
zeigten eine stark verdrillte Form. Fruchtkoérper des Pilzes konnten in den vermuteten Abknickstellen, sowie an
der Blattstielbasis gefunden werden (siehe Bildtafel 6 Abbildung D und E). Wie anhand von Bildtafel 6
Abbildung E erkennbar, ist der angrenzende Sténgel vital. Des Weiteren konnte durch Abrei3en des Blattstieles
an der Blattbasis festgestellt werden, dass das Gewebe im Bereich des Knotenpunktes keine
Krankheitssymptome aufwies (siche Bildtafel 6 Abbildung F). Neben den vertrockneten Blattstielen konnten
zwei Blattstiele mit einer D. bryoniae Stielfaule dokumentiert werden. Die Blattstiele waren weich und wiesen
einen wissrigen Braunton auf (siche Bildtafel 6 Abbildung C). In Teilbereichen waren sie komplett schwarz
verfarbt. Die Abknickstelle befand sich mittig bis kurz oberhalb der Blattstielmitte. Die dazugehorige Blattfliche
war bereits komplett nekrotisch. Die beginnende Blattstielfaule zeichnet sich durch &hnliche Symptome wie die
beginnende Gummistingelkrankheit aus. Die Blattstiele blichen aus und verdnderten ihre Farbe {iber gelb und
hellbraun (siehe Bildtafel 6 Abbildung A) zu den Farben der spéteren Stadien der Infektion (dunkelbraun,
schwarz). Im Bereich von ehemaligen Verletzungen konnten auch diesmal wieder Fruchtkorper von D. bryoniae
gefunden werden (siche Bildtafel 6 Abbildung B). Zwei Blattstiele zeigten duBlerlich noch keine Symptome einer
Stielfdule (siche Bildtafel 5 Abbildung E). Vereinzelt konnten lediglich auf kleinen verheilten Wunden
Fruchtkorper gefunden werden. Ein Blattstiel zeigte an der Abrissstelle zum Blatt erste Symptome einer

Stielfdule (siehe Bildtafel 5 Abbildung F).

Tabelle 5: Ubersicht der Anzahl der erkrankten/gesunden Stingel- und Blattstielabschnitte durch Injektion von Didymella bryoniae
Pyknosporen in die Markhohle der Stéingel und Blattstiele. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper.

Stangel Blattstiele

Keine Infektion 3 0

Keine Infektion; DB FK auf 3 2
verschlossenen Verletzungen

Beginnende Infektion 1 3
Infektion 3 2
Vertrocknet 0 3
Gesamtanzahl 10 10

51




Ergebnisse

Neben der Infektion der Stangel und Blattstiele durch Injektion der Konidiensuspension in die Markhohle,
wurden weitere Stingel und Blattstiele mittels Konidiensuspension bespriiht. Die Applikation der
Konidiensuspension auf jenen freiliegenden Seitenzweigen der Pflanzen resultierte bei den Blattstielen in
insgesamt acht von zehn Fillen in einer Infektion, wéhrend D. bryoniae bei keinem der zehn Stingeln eine
Infektion setzten konnte (siche Tabelle 6). Auf einem Grofiteil der Stangel konnten jedoch Fruchtkérper von D.
bryoniae auf verschlossenen Wunden gefunden werden. In Bildtafel 7 Abbildung B und C sind die Fruchtkorper
von D. bryoniae als kleine, schwarze, ins Gewebe eingesunkene Punkte zu erkennen. Das Gewebe unter den
Fruchtkoérpern begann sich dunkel zu verfarben (siehe Bildtafel 7 Abbildung B). Die Fruchtkdrper bildeten sich
auf ehemaligen Wunden der Sténgel, die bereits bei der kiinstlichen Applikation der Konidiensuspension von der
Pflanze verschlossen waren. Sowohl in Bildtafel 7 Abbildung B, als auch in Bildtafel 7 Abbildung C sind
deutliche briaunliche Zonen um die verschlossenen Wunden erkennbar. Lediglich zwei Stéingel zeigten keinerlei
Anzeichen einer Infektion (siche Tabelle 6). Sie wiesen die fiir gesunde Stingel typische dunkelgriine Farbe und
hohe Festigkeit auf. Ein Stdngel fiel durch eine leichte Abidnderung der Farbe von dunkelgriin auf hellgriin-
braunlich auf (siehe Bildtafel 7 Abbildung A). Die Festigkeit des Stingels war jedoch noch gegeben. Bei den
Blattstielen zeigte sich ein anderes Bild. Bei insgesamt acht der zehn kiinstlich inokulierten Blattstiele konnte D.
bryoniae eine Infektion setzten. Fiinf Blattstiele zeigten typische Faulnissymptome (siche Bildtafel 7 Abbildung
F), wihrend die restlichen drei bereits vollkommen vertrocknet waren (Daten nicht gezeigt).

Die bereits vertrockneten Blattstiele waren komplett schwarz und stark verdreht. Sowohl bei den gefaulten, als
auch bei den bereits vertrockneten Blattstielen konnten Fruchtkorper von D. bryoniae gefunden werden. Die
gefaulten Blattstiele wechselten ihre Farbe von einem vitalen satten hellgriin tiber eine wéssrige
Braunverfirbung zu schwarz. In diesen Bereichen konnten auch zahlreiche ins Gewebe eingesunkene
dunkelbraune bis schwarze Fruchtkérper von D. bryoniae gefunden werden. Ein Abknicken der weichen
Blattstiele erfolgte in allen acht Féllen mittig der Blattstiele bis kurz oberhalb der Mitte der Blattstiele. Die
Abknickstelle war meistens bereits dunkelbraun bis schwarz verfarbt (siehe Bildtafel 7 Abbildung F). Die
Blattflichen der zehn kiinstlich inokulierten Blattstiele waren sowohl bei den gefaulten bzw. vertrockneten
Blattstielen als auch bei den gesunden Blattsticlen komplett nekrotisch. Teilweise konnten auch Fruchtkorper des
Pilzes auf den Blittern gefunden werden. Bei einem der zwei restlichen Blattstiele konnten D. bryoniae
Fruchtkorper auf einer kleinen bereits verschlossenen Wunde gefunden werden (siche Bildtafel 7 Abbildung E).
Der Blattstiel selbst zeigte noch keine Faulnissymptome (siche Bildtafel 7 Abbildung D). Lediglich auf einem
der zehn untersuchten Blattstiele konnten weder Fruchtkdrper von D. bryoniae gefunden werden, noch zeigte der
Blattstiel irgendwelche Verdnderungen, die auf eine Infektion mit dem Pilz deuten wiirden. Die Blattfliche

dieses gesunden Blattstieles wies jedoch Krankheitssymptome auf.

Tabelle 6: Anzahl der erkrankten/gesunden Stingel- und Blattstielabschnitte nach Applikation von Didymella bryoniae Pyknosporen. DB
FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper.

Stangel Blattstiele
Keine Infektion 2 N
Keine Infektion; DB FK auf 7 1
verschlossenen Verletzungen
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Beginnende Infektion 1 0
Infektion 0 5
Vertrocknet 0 37
Gesamtanzahl 10 10

*Blatt zeigt bereits Krankheitssymptome, **DB FK auf Blattstielen gefunden

Als dritte Inokulationsvariante wurde die Konidiensuspension in eine kiinstlich gezogene Rinne von 0,5 x S5cm
gespriiht und der Stangel anschlieBend darauf gelegt. Die Applikation von D. bryoniae Pyknosporen im Bereich
der Stangelunterseite von freiliegenden Seitenzweigen ergab unter den vorherrschenden Wetterbedingungen zum
GrofBteil keine Infektion (siche Tabelle 7). An drei Sténgelabschnitten konnte D. bryoniae keine Infektion
setzten. Sowohl an der Stingeloberseite, als auch an der Stingelunterseite konnten keine Fruchtkorper gefunden
werden. Die Sténgel zeigten eine fiir gesunde Pflanzen iibliche satte, dunkelgriine Farbung und waren fest.
Massive Verletzungen auf den Sténgelunterseiten wurden von der Pflanze vor der Applikation der
Konidiensuspension erfolgreich verschlossen. Die potentiellen Eintrittspforten konnten somit von D. bryoniae
nicht genutzt werden. Die Bereiche neben den Verletzungen waren vollkommen vital und wiesen die typische
hellgriine Farbung der gesunden Sténgelunterseite auf. Bei fiinf weiteren Stangelabschnitten konnten zwar keine
Zeichen einer Stingelfdule gefunden werden, jedoch wiesen die Stingel im Bereich bereits bestehender,
verschlossener Verletzungen Fruchtkorper des Pilzes auf. Ein Stdngelabschnitt zeigte eine moglicherweise
beginnende Stiangelinfektion. Die Farbe des Stingelabschnittes war deutlich heller als jene der gesunden Stdngel.
Ein Verlust der Festigkeit konnte jedoch noch nicht festgestellt werden. Die angrenzenden Blattstiele waren
ebenso am Beginn der Vergilbung. Die, auf der Unterseite des Stingels vorhandene Verletzung war durch eine
bréunliche Zone umrandet.

Einer von zehn untersuchten Stangeln wies deutliche Anzeichen einer Stingefdule auf. Nahe des Knotenpunktes
konnte ein langlicher nekrotischer Bereich dokumentiert werden, der Fruchtkdrper von D. bryoniae aufwies. Der

Stiangelabschnitt war weich (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 7: Anzahl der erkrankten/gesunden Stingelabschnitte nach Applikation von Didymella bryoniae Pyknosporen im Bereich der
Stangelunterseite. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper.

Keine Infektion 3
Keine Infektion; DB FK auf verschlossenen Verletzungen 5
Beginnende Infektion 1
Infektion 1
Gesamtanzahl 10
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3.8.4  Vergleich der Inokulation von mechanisch beschiidigten Stiingeln und unbeschidigten Stiingeln

Bei der vierten Inokulationsvariante der Stingel und Blattstiele wurden mechanisch beschadigte Stingel
(Hagel+) ausgesucht und der Bereich zwischen zwei Knotenpunkten mit Konidiensuspension bespriiht. Zum
Vergleich wurden am selben Seitenzweig distal zum Zentrum der Pflanze Stdngelabschnitte ohne Hagelschidden
(Hagel-) ausgewihlt und ebenfalls mit Konidiensuspension bespriiht. Dabei konnte D. bryoniae bei sechs der elf
ausgewdhlten Stingel keine Infektion setzten. Auf diesen Sténgeln waren lediglich Fruchtkorper auf den
Hagelschéden zu beobachten, wéhrend der restliche Stidngel vital erschien (siche Tabelle 8). Die verschlossenen,
mit Fruchtkorper besetzten Verletzungen sind mit hellbraunen Zone vom restlichen gesunden Gewebe
abgetrennt. Im Bereich eines abgetrennten Blattstiels konnten D. bryoniae Fruchtkdrper gefunden werden. Das
Gewebe im Bereich dieses Knotenpunktes begann sich braunlich zu verfarben. Die Pflanze sonderte im Bereich
der Abrissstelle eine tropfenformige, bernsteinfarbige, harzige Substanz ab (siche Bildtafel 8 Abbildung C).
Anhand von Bildtafel 8 Abbildungen A und B sieht man den Unterschied zwischen einem massiven
Hagelschaden und einer kleineren, oberflachlichen Verletzung. In beiden Fallen war die Verletzung bereits vor
der Behandlung der Stéingel mit der Konidiensuspension verschlossen. Sowohl im Falle des massiven
Hagelschadens, als auch bei der oberflachlichen Verletzung konnte der Pilz keine Infektion setzten. Es wurden
lediglich Fruchtkdrper auf den ehemaligen Wunden gefunden. Im Vergleich dazu zeigt Bildtafel 8 Abbildung D
das Resultat einer Inokulation eines Stingels mit frischem, wiahrend der Applikation der Sporen nicht
verschlossenen Hagelschaden (Hagelschaden auf Bildtafel 8 Abbildung D nicht sichtbar). Der Stangelabschnitt
war bréaunlich bis schwarz verfarbt und komplett vertrocknet. Pilzfruchtkérper konnten auf der Stangeloberseite
gefunden werden. Im Inneren des Sténgels bzw. in der ehemaligen Markhohle des Stiangels wurde ein weil3es,
fadiges Mycel gefunden (siche Bildtafel 8 Abbildung E).

Insgesamt konnten drei Hagel+ Stangelabschnitte mit einer potentiellen beginnenden Gummisténgelkrankheit
gefunden werden. In allen drei Fillen war das Ergebnis jedoch nicht eindeutig. Einer dieser Stingel war
beiderseits der Hagelschidden noch sattgriin und vital. Das Gewebe begann jedoch proximal zum Knotenpunkt
weich zu werden und sich braunlich zu verfarben. Ebenso konnten Fruchtkdrper auf den Hagelschdden gefunden
werden. Ein weiterer Stangelabschnitt mit potentieller beginnender Stangelfaule zeigte den beginnenden Prozess
des Ausbleichens im Zuge einer Stingelfdule. Die Festigkeit des Stdngels war jedoch noch gegeben. Der
benachbarte Blattstielabschnitt zeigt ebenfalls Symptome einer beginnenden Stielfdule, wahrend der
angrenzende Bliitenstiel bereits komplett verfault und mit Pilzfruchtkorpern iibersdht war. Im Bereich des
Knotenpunktes grenzte sich das scheinbar noch gesunde Stingelgewebe vom gefaulten Bliitenstielgewebe durch
eine braunliche Zone ab.

Im Falle der jiingeren Stéingelabschnitte ohne Hagelschdden konnte D. byroniae keine Infektion setzten (siche
Tabelle 8). Drei Stingelabschnitte zeigten keinerlei Symptome eines Krankheitsbildes. Die restlichen sieben
Stingelabschnitte wiesen im Bereich kleiner oberflachlicher Verletzungen Fruchtkorper von D. bryoniae auf.
Die Sténgel an sich waren jedoch gesund und wiesen eine satte hell- bis dunkelgriine Farbe auf, die typisch fiir
jingere Stingelabschnitte ist. Anhand eines Stingels konnte die Ausbreitung einer Infektion ausgehend von
einem gefaulten Blattstiel beobachtet werden. Das Gewebe im Ubergangsbereich zwischen Blattstiel und Stingel
war orange-braunlich bis schwarz verféarbt (siehe Bildtafel 8 Abbildung F) mit einer Ansammlung von pilzlichen

Fruchtkorpern. Der Faulnisprozess begann distal zum Knotenpunkt fortzuschreiten.
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Tabelle 8: Ubersicht der Anzahl der erkrankten/gesunden Stingelabschnitte nach Applikation von Didymella bryoniae Pyknosporen im
Bereich der Stangeloberseite zwischen zwei Knotenpunkten. Pro Seitenzweig wurden zwei Sténgelabschnitte (Hagel+ und Hagel-) infiziert.

Hagel+= alterer Stangelabschnitt mit Hagelschaden, Hagel-= jiingerer Stingelabschnitt ohne Hagelschaden. DB FK= Didymella bryoniae

Fruchtkorper.
Hagel+ Hagel-

Keine Infektion 0 3
Keine Infektion; DB FK 6 7
Beginnende Infektion 3 0
Infektion I* 0
Vertrocknet 1 0
Gesamtzahl 11 10

*Ubergang einer beginnenden Infektion zur tatsichlichen Gummistingelkrankheit

3.8.5 Inokulation der mannlichen Bliitenstiele

Neben der Inokulation der Stidngel und Blattstiele wurde auch eine kiinstliche Inokulation der mannlichen
Bliitenstiele durchgefiihrt. Die Bliitensticle selbst waren in allen Fillen komplett vertrocknet (siche Tabelle 9).
Sie wiesen eine dunkelbraune bis schwarze Farbe auf und waren in den meisten Fillen stark verdreht. Auf allen
Bliitenstielen konnten Fruchtkdrper von D. bryoniae gefunden werden (siche Bildtafel 9 Abbildung E). Diese
befanden sich teilweise mittig des Bliitenstiels, im Bereich der Einstich- bzw. Ausstichstelle der Injektionsnadel
fiir die Inokulation der Konidiensuspension, sowie an der Basis der Bliitenstiele oder iiber den gesamten
Bliitenstiel verteilt. Grofteils zeigten die, den Bliitenstielen angrenzenden Sténgel keinerlei Symptome einer
Stangelfaule. Im Bereich der Knotenpunkte war ein deutlicher Farbiibergang zwischen gesundem Stingelgewebe
und infiziertem bzw. vertrocknetem, mit Fruchtkérpern besetztes Bliitenstielgewebe zu erkennen. In diesem
Ubergangsbereich kam es zur Ausbildung einer ringartigen Barriere zwischen gesundem und erkranktem
Gewebe (siche Bildtafel 9 Abbildung A). Des Weiteren konnte ein tropfenartiges Austreten einer
bernsteinfarbigen, harzigen Substanz an der Abbruchstelle von Bliiten- oder Blattstielen beobachtet werden
(siche Bildtafel 9 Abbildung A). Bei zwei Proben konnte am Bliitenstiel angrenzenden Sténgel eine beginnende
Stiangelfdule festgestellt werden. Der Stingel zeigte eine erste Aufhellung im Bereich des Knotenpunktes. Das
Gewebe um den Knotenpunkt herum begann sich bréunlich zu verfirben (siehe Bildtafel 9 Abbildung C). Die
Festigkeit des Stingels war jedoch noch erhalten. An der Blattstiel- und Bliitenstielbasis, sowie mittig des
Bliitenstiels (siehe Bildtafel 9 Abbildung E) waren Fruchtkdrper des Pilzes zu erkennen. Ebenso konnte man das
beginnende Ausbleichen im Rahmen einer Stingelfdule erkennen (siehe Bildtafel 9 Abbildung B). Der Sténgel
verfarbte sich dabei distal zum Bliitenstiel angrenzenden Knotenpunkt gelblich. In einem Fall konnte D.
bryoniae erfolgreich eine Infektion setzten und die Gummistangelkrankheit ausldsen, die in diesem Fall bereits
in ihrem Endstadium zu sehen ist (siche Bildtafel 9 Abbildung D). Der betroffene Bliitenstiel, sowie der

angrenzende Stdngel waren bereits komplett vertrocknet. Sie wiesen eine dunkelbraune bis schwarze Verfiarbung
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auf. Wahrend Fruchtkdrper auf dem Bliitenstiel nachgewiesen werden konnten, schien der Stdngel keine

Fruchtkorper aufzuweisen.

Tabelle 9: Anzahl der erkrankten/gesunden Stingelabschnitte nach kiinstlicher Applikation von Didymella bryoniae Sporensuspension in die
Markhéohle ménnlicher Bliitenstiele. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkérper, ang. Stingel= angrenzender Stingel, beg. Stangelf=

beginnende Stangelfiule, ang. Stingel f= angrenzender Stdngel faul, ang. Stingel vt= angrenzender Sténgel vertrocknet.

Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK 12

Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK; ang. Stingel beg. Stingelf | 2

Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK; ang. Stingel f bzw. vt 1

Gesamtzahl 15

Inokulation der mannlichen und weiblichen Bliiten

Eine Inokulation der ménnlichen Bliiten mittels Konidiensuspension ergab in zehn von fiinfzehn Fillen keine
Infektion der angrenzenden Sténgel (siche Tabelle 10). Die Bliitensticle hingegen waren alle komplett
vertrocknet, schwarz verfarbt und mit Fruchtkérpern besetzt. Diese konnten wiederum an der Bliitenstielbasis,
mittig der Bliitenstiele bzw. am gesamten Bliitenstiel verteilt gefunden werden. Bliiten und Bliitenstiele waren
bereits voneinander getrennt (siche Bildtafel 10 Abbildung A). Insgesamt zweimal konnten erste Anzeichen
einer Stingelfiule dokumentiert werden. Ahnlich wie in den vorhergehenden Infektionsversuchen zeigte sich die
beginnende Stingelfdule durch ein beginnendes Ausbleichen der Stingel (siche Bildtafel 10 Abbildung B). Die
Festigkeit der Stéingel war jedoch in beiden Féllen noch gegeben. Drei der insgesamt fiinfzehn untersuchten
ménnlichen Stéingelabschnitte waren gefault bzw. bereits vertrocknet (siche Bildtafel 10 Abbildung C).
Fruchtkorper konnten sowohl an den gefaulten, als auch an den vertrockneten Stangeln gefunden werden. Im
Gegensatz zu den infizierten Bliitenstielen zeigten die Kontrollen (= unbehandelte ménnliche Bliitenstiele) in
zwolf von fiinfzehn Fillen keine Anzeichen einer Gummistangelkrankheit (siche Tabelle 10). Bei einer
Kontrolle konnte eine beginnende Stingelfaule festgestellt werden, wihrend zwei weiter faulig, weich bzw.
bereits vertrocknet waren. Die Bliitenstiele selbst waren dhnlich wie bei den infizierten komplett vertrocknet.

Fruchtkorper konnten in einigen Fillen auf den Bliitenstielen gefunden werden, auf anderen jedoch nicht.

Tabelle 10: Anzahl der erkrankten/gesunden Sténgelabschnitte nach kiinstlicher Applikation von Didymella bryoniae Sporensuspension auf
Antheren der ménnlichen Bliiten. Als Kontrollen dienten unbehandelte Bliiten. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper, ang. Stingel=

angrenzender Stdngel, beg. Stiangelf= beginnende Stingelfiule, ang. Sténgel f= angrenzender Stidngel faul.

Kiinstlich infiziert Kontrollen
Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK 10 12
Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK; ang. Stéingel beg. Stingelf | 2 1
Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK; ang. Stingel f 3 2
Gesamtzahl 15 15
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Neben einer kiinstlichen Inokulation der ménnlichen Bliiten wurden insgesamt auch fiinfzehn weibliche Bliiten
mit Konidiensuspension behandelt. Die Suspension wurde dafiir auf die Narbe der weiblichen Bliite getropft.
Eine inokulierte Bliite konnte bei der Bonitur nicht mehr gefunden werden (siehe Tabelle 11). Im Vergleich zur
Infektion der médnnlichen Bliiten, bei welcher alle Bliitenstiele vertrocknet waren, konnten bei der Infektion der
weiblichen Bliiten insgesamt drei ohne Bliitenstielinfektion diagnostiziert werden (siche Tabelle 11 und Bildtafel
10 Abbildung D). In diesen Fillen entwickelte sich aus dem Bliitenstiel der Fruchtstiel. Dieser war jeweils vital,
symptomlos und dunkelgriin gefarbt. Ebenso konnte der Pilz keine Schwarzfaule bei der sich bildenden Frucht
auslosen. Die angrenzenden Sténgel zeigten keine Symptome einer Stingelfdule. In insgesamt fiinf von fiinfzehn
Fillen kam es zu einer Infektion der Bliitenstiele. Diese waren vollkommen vertrocknet, schwarz verfarbt und
wiesen Fruchtkorper von D. bryoniae tiber den Bliitenstiel verteilt auf. Bei einem Grofteil der vertrockneten
Bliitenstiele befanden sich zahlreiche Fruchtkdrper an der Bliitenstielbasis (siche Bildtafel 10 Abbildung E). Bei
Entfernung des Bliitenstiels war das darunterliegende graulich bis schwarz verfarbte, kollabierte Gewebe im
Bereich des Knotenpunktes sichtbar (siche Bildtafel 10 Abbildung F). Bei genauerem Betrachten war ein diinnes
Geflecht aus Hyphen zu erkennen. Der Stéingel schien rund um den Knotenpunkt aufgehellt aus. In insgesamt
zwei Fillen konnte ein Ubergang von einer, auf den Bliitenstiel begrenzten Infektion zu einer beginnenden
Stiangelfaule diagnostiziert werden. Der Bliitenstiel selbst war vertrocknet und mit Fruchtkorpern des Pilzes
iibersdht. Das Gewebe im Bereich des Knotenpunktes war braunlich verfarbt und faul. Der Stingel begann sich
gelblich zu verfirben. In vier von fiinfzehn Féllen konnte der Pilz neben einer Bliitenstielinfektion auch den
angrenzenden Stingel infizieren. Bliitenstiel und Frucht waren komplett vertrocknet. Der Stéingel war gelblich
bis braun verfirbt, wies eine weiche Konsistenz auf bzw. war vollkommen vertrocknet. Im Vergleich dazu
wiesen auch zwei der sieben Kontrollen (= unbehandelte Bliiten) eine Stingelfdule auf. Einer der beiden Sténgel
war dabei bereits vollkommen vertrocknet. Bei den restlichen fiinf Kontrollen konnten sich grof3e, vitale Friichte
entwickeln (siche Tabelle 11). Sowohl die Friichte als auch die Fruchtstiele und angrenzenden Stingel waren

gesund.

Tabelle 11: Anzahl der erkrankten/gesunden Sténgelabschnitte nach kiinstlicher Applikation von Didymella bryoniae Sporensuspension auf
die Narbe der weiblichen Bliiten. Als Kontrollen dienten unbehandelte Bliiten. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper, ang. Stingel=

angrenzender Stdngel, beg. Stingelf= beginnende Sténgelfaule, ang. Stingel f= angrenzender Stéingel faul.

Inokuliert Kontrollen
Gesunder Fruchtstiel bzw. Frucht 3 5
Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK; Stingel gesund 5 0
Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK; ang. Stéingel beg. Stingelf | 2 0
Vertrockneter Bliitenstiel mit DB FK; ang. Stingel f 4 2
Nicht gefunden 1 0
Gesamtzahl 15 7
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3.8.6 Keimungsversuch der Samen nach Inokulation mit Didymella bryoniae

Sowohl bei den infizierten, als auch bei den nicht infizierten Samen wurde eine sehr geringe Keimungsrate
festgestellt (siche Tabelle 12). Die Keimungsrate unter Freilandbedingungen betrug bei den inokulierten Samen
ca. 23 %, wihrend sie bei den Kontrollen lediglich 7 % erreichte. Das Wachstum der Pflanzen war dabei
unterschiedlich weit fortgeschritten (Anzahl der Folgeblatter variierte zwischen zwei und vier). Bei den
infizierten Samen zeigten alle Keimblétter, der aus den Samen entstandenen Pflanzen, Blattflecken. Diese waren
in den einzelnen Fillen unterschiedlich weit fortgeschritten und vollstreckten sich meist einseitig von der
Blattbasis bis zur Blattspitze einschlieBlich des Blattstielansatzes und des Blattstiels (siche Bildtafel 11
Abbildung B). Das Gewebe im Bereich der Blattflecken war meist bereits vollkommen nekrotisch und
vertrocknet. Die Bereiche um die Blattflecken waren vergilbt (sieche Bildtafel 11 Abbildung C). Die Rénder der
Blattflecken rollten sich hiufig nach oben ein (siche Bildtafel 11 Abbildung C und D). Eine Ausbreitung der
Infektion in gesundes Blattgewebe konnte anhand von Bildtafel 11 Abbildung C festgestellt werden. Das
Gewebe an der Blattstielbasis war weich und griin-braunlich verfarbt. Die Blattflecken konnten bei den meisten
Keimblatter-Paaren auf den gegeniiberliegenden Blattinnenseiten gefunden werden (siche Bildtafel 11
Abbildung C). Im Bereich der Blattflecken konnten teilweise auch tropfenformige, bernsteinfarbige, harzige
Substanzen festgestellt werden (siche Bildtafel 11 Abbildung C). Die Fruchtkorper bildeten sich hauptsichlich
im Zentrum der Blattflecken (sieche Bildtafel 11 Abbildung B und D) und ordneten sich héufig in typischen
konzentrischen Ringen an (siche Bildtafel 11 Abbildung B Bildausschnitt). Ein Teil der Keimblatter wies
zusétzlich Fraspuren von Gartenkugelspringern auf (siche Bildtafel 11 Abbildung B), auf welchen bei
genauerer Betrachtung ebenfalls Fruchtkorper des Pilzes gefunden werden konnten. Die Keimblatter der
Kontrollpflanzen hingegen (nicht infizierte Samen) wiesen keine Blattflecken auf (siehe Bildtafel 11 Abbildung
A). Die erste Versuchswiederholung unter Laborbedingungen resultierte in einer 65%igen Keimungsrate der
Kontrollen (siche Abbildung 13 und Bildtafel 11 Abbildung E), wéihrend bei den beiden anderen Ansdtzen
(Samen in Konidiensuspension [c]= 10° Sporen/ml kurz geschwenkt bzw. 10 Minuten in Konidiensuspension
[c]= 10° Sporen/ml eingelegt) keine gekeimten Samen gefunden wurden (siche Bildtafel 11 Abbildung F). Die
Keimungsrate betrug somit in beiden Fillen 0% (siche Abbildung 13). Des Weiteren wiesen die Keimblétter der
Kontrollen keine Blattflecken auf. Ein dhnliches Bild zeichnete sich bei der zweiten Versuchswiederholung ab.
Dabei konnte im Fall der Kontrollen eine Keimungsrate von 35% bestimmt werden, wéihrend bei den

inokulierten Samen wiederum keine Samen gekeimt waren (siche Abbildung 14).

Tabelle 12: Anzahl der aufgegangenen Pflanzen, sowie das Wachstumsstadium der Pflanzen der drei Versuchswiederholungen A, B und C.

FB= Folgeblatter.

Wiederholungen Inokuliert Kontrollen
A 2 (2FB; 4FB) 2 (4FB; 4FB)
B 4 (2FB; 3FB; 4FB; 4FB) -

C 1 (2FB) -
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Abbildung 13: Keimungsrate der Versuchswiederholung 1 unter Laborbedingungen. inf kurz= Samen kurz in Konidiensuspension [c]= 10°

Sporen/ml eingelegt, inf 10 min= Samen fiir 10 Minuten in Konidiensuspension [c]= 10° Sporen/ml geschwenkt.
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Abbildung 14: Keimungsrate der Versuchswiederholung 2 unter Laborbedingungen. inf kurz= Samen kurz in Konidiensuspension [c]= 10°

Sporen/ml eingelegt, inf 10 min= Samen fiir 10 Minuten in Konidiensuspension [c]= 10° Sporen/ml geschwenkt.
3.8.7 Inokulation der jungen Friichte

Bei den Kontrollen konnten in zwdlf von fiinfzehn Fillen keine Anzeichen einer Infektion gefunden werden. Bei
den inokulierten Friichten hingegen betrug die Anzahl der gesunden Friichte lediglich sieben (siehe Tabelle 13).
Die gesunden Friichte wiesen eine dunkelgriine bis orange Farbung, sowie eine feste Konsistenz auf (siche
Bildtafel 12 Abbildung A). Bei ein paar der gesunden inokulierten Friichten konnten jedoch bernsteinfarbige,
tropfenformige, harzige Substanzen auf der Fruchtschale bzw. am Bliitenboden nachgewiesen werden (siche
Bildtafel 12 Abbildung B). Bildtafel 12 Abbildung C zeigt dieselben Strukturen, die einen dichten Verschluss
um eine Wunde bildeten. Das Vorhandensein von Fruchtkérpern im Bereich der Knotenpunkte bzw. auf
benachbarten Blattstielansitzen fiihrte groBiteils zu keiner Ausbreitung der Infektion in die Fruchtstiele bzw. die
Frucht selbst. Der Knotenpunkt schien eine essentielle Barriere fiir die Ausbreitung von D. bryoniae
darzustellen. Sowohl bei den Kontrollen als auch bei den inokulierten Friichten konnten nur eine geringe Anzahl
an Friichte mit typischen Schwarzfaule-Symptomen gefunden werden. Bildtafel 12 Abbildung D zeigt eine
inokulierte komplett gefaulte Frucht. Das Fruchtfleisch war weich. Die Frucht war aufgrund eines
Konsistenzverlustes komplett zusammengesackt. Auf der weichen Fruchtschale konnten ins Gewebe
eingesunkene, schwarze, kugelige Fruchtkorper von D. bryoniae entdeckt werden. Das Gewebe unter den

Fruchtkoérpern war braun verfarbt und nahm stellenweise bereits die typische schwarze Farbung an (im Bild nicht
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sichtbar), die der Fruchtfidule auch den Namen Schwarzfaule verleiht. Wahrend bei den Kontrollen lediglich eine
vertrocknete Frucht gefunden werden konnte, waren bei den inokulierten Friichten insgesamt sieben komplett
vertrocknet und schwarz verfirbt (siche Bildtafel 12 Abbildung E). Fruchtstiel und Frucht waren stets
voneinander getrennt. Sowohl auf den Fruchtstielen (siche Bildtafel 12 Abbildung F) als auch auf den Friichten
selbst konnten Fruchtkdrper des Pilzes nachgewiesen werden. Mikroskopische Untersuchungen bestétigten im
Falle einer Frucht neben den haufig vorkommenden Pyknidien auch das Vorhandensein von Pseudothecien mit

bereits reifen Ascosporen.

Tabelle 13: Vergleich der Anzahl der gesunden und erkrankten Friichte zwischen den inokulierten und nicht inokulierten (Kontrollen) jungen

Friichten.

Inokuliert Kontrollen
Gesund 7 12
Faul 1 2
Vertrocknet 7 1
Gesamtanzahl 15 15

3.8.8  Inokulation éltere Friichte ohne mechanische Verwundung/mit mechanischer Verwundung

Sowohl bei den Kontrollen als auch bei den Friichten ohne mechanische Verwundung bzw. mit mechanischer
Verwundung wies ein Grofteil der Friichte keine Anzeichen einer Infektion auf (siche Tabelle 14). Die Friichte
waren grof, wiesen die typische Form des Olkiirbisses im reifen Zustand auf und waren in den meisten Fillen
bereits gelb bis orange verfarbt (siche Bildtafel 13 Abbildung A). Auf manchen bereits vor der Inokulation
verschlossenen Hagelschdden konnten vereinzelt Fruchtkorper des Pilzes gefunden werden. Im Vergleich dazu
konnten bei allen Friichten mit mechanischer Verwundung massivste Ansammlungen von Fruchtkérpern auf den
kiinstlichen Wunden festgestellt werden (siche Bildtafel 14 Abbildungen E und F). Das Gewebe im Bereich
dieser Wunden erschien durch die Ansammlung der Fruchtkdrper griaulich bis schwarz. Die Friichte an sich
waren jedoch vollkommen vital (Friichte wiesen bei Druck mit Finger eine harte Konsistenz der Schale auf,
waren grof3, rundlich und gelb bis orange geféarbt). Bei manchen inokulierten Friichten (ohne mechanische
Verwundung) konnten Ansammlungen von bernsteinfarbigen, harzigen, tropfenformigen Substanzen im Bereich
des Bliitenbodens (siche Bildtafel 13 Abbildung C) oder auf bereits verschlossenen Hagelschiaden (siche
Bildtafel 13 Abbildung D) gefunden werden. Ebenso bildeten orange-braunliche Zonen um die verschlossenen
Hagelschédden eine Barriere zwischen dem sekunddren Wundgewebe und der gesunden Fruchtschale (siche
Bildtafel 13 Abbildung B). Auf einer gesunden Frucht ohne mechanische Verwundung konnte Ende August eine
Gewebsveridnderung festgestellt werden, die man als Sonnenfleck bezeichnet. Das Gewebe im Bereich des
Fleckes hellte sich dabei auf und nahm eine weifle Farbe an. Im Zentrum des Fleckes konnten wulstartige, weille
Verhirtungen der Fruchtschale festgestellt werden (siehe Bildtafel 13 Abbildung E). Auf diesen bildeten sich
spiter zahlreiche Fruchtkorper des Pilzes (siche Bildtafel 13 Abbildung F). Teilweise konnten sich auch
Schwirzepilze auf diesem Gewebeabschnitt etablieren. Die Ausbildung von pilzlichen Fruchtkérpern im Bereich
des Sonnenflecks liel das Gewebe griulich erscheinen. Bildtafel 13 Abbildung F zeigt im unteren Bereich des

Sonnenflecks eine rissige Struktur. Lediglich eine Frucht (ohne mechanische Verwundung) zeigte bereits Ende
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August Anzeichen einer Fiule. Ahnlich wie zuvor bildeten sich zahlreiche Fruchtkérper von D. bryoniae, sowie
von diversen Schwirzepilzen auf einem kreisrunden, groen Sonnenfleck. Das Gewebe im Bereich des
Sonnenflecks war bereits weich und braunlich-schwarz verfarbt. Mit fortschreitender Vegetationsdauer konnte
eine Ausbreitung der Infektion auf Sonnenfleck-freie Bereiche der Fruchtschale festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Ein gleiches Phanomen zeigte sich in den zwei Féllen der Kontrollen, bei welchen eine beginnende
Faule diagnostiziert wurde. Bildtafel 14 Abbildungen A bis F zeigen den, vom Kiirbis induzierten Verschluss der
kiinstlichen mechanischen Verwundung. Am ersten Tag nach der Verwundung konnten in der Frith massivste
Ansammlungen von durchsichtigen bis milchigen Tropfen entdeckt werden (Bildtafel 14 Abbildung A). Am
selben Tag zu Mittag waren die Substanzen grofteils ins Gewebe eingesickert und bildeten einen gldnzenden
Verschluss der Wunde (Bildtafel 14 Abbildung B). Zwei Tage spéter hatte der Film eine orange-bernsteinfirbige
Farbe angenommen (Bildtafel 14 Abbildung C). Die Ausbildung von schwarzen, kugeligen, ins Gewebe leicht
eingesunkenen Fruchtkdrpern von D. bryoniae konnten einen Tag spéter auf der verschlossenen Wunde
dokumentiert werden. Durch die Ansammlung der Fruchtkorper verdnderte sich die Farbe des Wundgewebes
und nahm einen graulichen Schimmer an (Bildtafel 14 Abbildungen D und E). Ca. Zwanzig Tage danach konnte
ein Abblattern des bereits rissig gewordenen Wundverschlusses nachgewiesen werden. Das Gewebe unter den

abblitternden Schichten war glatt und frei von pilzlichen Strukturen (Bildtafel 14 Abbildung F).

Tabelle 14: Vergleich der Anzahl der gesunden und erkrankten Friichte ohne mechanische Verwundung, nach mechanischer Verwundung

und den Kontrollen. Die Kontrollen sind unbehandelte dltere Friichte. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper.

Ohne Verwundung Mit Verwundung Kontrollen
Gesund 14%* 15%* 13
Beginnende Féule 1 0 2
Schwarzfdule 0 0 0
Gesamtanzahl 15 15 15

*DB FK zahlreich auf verschlossenen Verwundungsstellen vorhanden, **eine Frucht mit Sonnenflecken

3.8.9 Inokulation der ilteren Friichte nach kiinstlicher Verletzung und Abdunkelung der

Inokulationsstelle

Bei den kiinstlich verletzten Friichten mit Abdunkelung der Inokulationsstelle konnte lediglich eine gesunde
Frucht gefunden werden. Auf der Verwundungsstelle konnten zahlreiche Fruchtkdrper von D. bryoniae
dokumentiert werden. Die Frucht wies jedoch keine weiteren Anzeichen einer Infektion auf (Daten nicht
gezeigt). Bildtafel 15 Abbildungen A-D zeigen eine Frucht mit einer beginnenden Féule. Zunéchst bildete sich
einige Tag nach der Inokulation ein glanzender Film tiber der Verwundungsstelle, der diese dicht abschloss
(Bildtafel 15 Abbildung A). Ende August konnte leicht seitlich unterhalb der Verwundungsstelle ein
Sonnenfleck (Bildtafel 15 Abbildung B) mit Fruchtkdrpern von D. bryoniae diagnostiziert werden. Das Gewebe
im Bereich der Fruchtkdrper war braunlich-schwarz verfirbt (Bildtafel 15 Abbildung C). Eine Ausbreitung der
Infektion auf das, Sonnfleck benachbarte Gewebe ist in Bildtafel 15 Abbildung D zu erkennen. Das Gewebe
verfarbte sich aufgrund der massiven Ausbildung von D. bryoniae Fruchtkorpern, sowie Ansiedelung von
Schwirzepilzen schwarz. Die Fruchtschale bzw. die Frucht waren jedoch noch hart. Ein GrofBteil der Friichte war

mit Ende der Vegetationsperiode komplett gefault (siehe Tabelle 15). Bildtafel 15 Abbildungen E und F zeigen
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den Beginn der Entwicklung der Faule. Zunichst konnte seitlich neben allen Verwundungsstellen die
Ausbildung von Sonnenflecken dokumentiert werden. In diesen Bereichen verféarbte sich das Gewebe komplett
weil. Die Strutkur der Fruchtschale verédnderte sich im Bereich der Sonnenflecken und bildete eine relativ
gleichmaBig glatte bis leicht samtige Oberflache. Das Gewebe unter dem Sonnenfleck sackte nach und nach ein
(Bildtafel 15 Abbildung E). Auf den Sonnenflecken bildeten sich mit fortschreitender Vegetationsperiode
Fruchtkorper von D. bryoniae, sowie von Schwérzepilzen (Bildtafel 15 Abbildung F). In weiterer Folge
kollabierte das Gewebe unter dem Sonnenfleck génzlich und brach ein. In diesem Stadium war das Fruchtfleisch
im Inneren fast bis unter die Fruchtschale gefault. Die dunkelorange gefarbte Fruchtschale blieb als leere Hiille
zuriick. Durch Beriihrung brachen grof3e Stiicke der Fruchtschale ab. Die Fruchtschale machte einen
wassergetrankten Eindruck. Die Frucht war vom Fruchtstiel getrennt und verstromte den typischen

Faulnisgeruch (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 15: Vergleich der Anzahl der gesunden und erkrankten Friichte zwischen den Friichten ohne ritz hell, ohne ritz dunkel, ritz hell, ritz
dunkel und den Kontrollen. Ohne ritz hell= éltere Friichte ohne kiinstliche Verletzung und ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle, ohne
ritz dunkel= altere Friichte ohne kiinstliche Verletzung mit Abdunkelung der Inokulationsstelle, ritz hell= dltere Friichte mit kiinstlicher
Verletzung und ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle, ritz dunkel= dltere Friichte mit kiinstlicher Verletzung und Abdunkelung der

Inokulationsstelle. Die Kontrollen sind unbehandelte éltere Friichte.

Ohne ritz hell Ohne ritz Ritz hell Ritz dunkel Kontrollen
dunkel
Gesund 3%* 4% gkl ] ¥** 13
Beginnende 1 2 2 1 2
Faule
Féule 6 4 6 8 0
Gesamtzahl 10 10 10 10 15

*kein Sonnenfleck, **in drei von vier Fillen kein Sonnenfleck, ***DB FK auf Verwundungsstelle, kein Sonnenfleck

3.8.10 Inokulation der élteren Friichte nach kiinstlicher Verletzung ohne Abdunkelung der

Inokulationsstelle

In insgesamt zwei der zehn untersuchten Friichte mit Verwundung ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle
konnten keine Anzeichen einer Infektion gefunden werden. Die Friichte wiesen auf den Verwundungsstellen
zahlreiche Fruchtkorper des Pilzes auf (Bildtafel 16 Abbildung C). Die Struktur im Bereich der
Verwundungsstelle zeigte grofe Risse. Bei genauer Betrachtung konnten tropfenférmige, bernsteinfarbige
Substanzen auf den Wunden festgestellt werden. Die Friichte selbst waren am Ende der Vegetationsperiode vital,
komplett entwickelt und zeigten die schone orange Farbung der reifen Friichte. Im Unterschied zu den Friichten
mit einer beginnenden Féule zeigten diese beiden Friichte jedoch keine Sonnenflecken (Bildtafel 16 Abbildung
A). Bildtafel 16 Abbildung B hingegen zeigt eine Frucht mit einer beginnenden Féule. Auf dem ausgedehnten
Sonnenfleck bildeten sich zahlreiche Fruchtkdrper von D. bryoniae, sowie von diversen Schwirzepilzen. Durch
die Verfarbung des Gewebes im Bereich der Fruchtkdrper ist die urspriingliche weifle Farbung des Sonnenflecks
nur mehr zu erahnen. Sowohl das Gewebe des Sonnenflecks, als auch jenes der Verwundungsstelle wies grobe,
lange Risse auf und zeigte stellenweise die typische schwarze Farbung. In sechs von zehn Fillen waren die

Friichte am Ende der Vegetationsperiode gefault (siche Tabelle 15). Bildtafel 16 Abbildung D zeigt eine Frucht
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mit einem einseitig seitlich ausgebildeten Sonnenfleck, der sich mit zunehmender Vegetationsperiode um die
gesamte Verwundungsstelle ausdehnte und zunehmend mit D. bryoniae, sowie anderen Pilzen besiedelt wurde
(Daten nicht gezeigt). Die Entwicklung der Faule lief analog zu jener, in ,,Inokulation der élteren Friichte nach
kiinstlicher Verletzung und Abdunkelung der Inokulationsstelle* beschriebenen, ab. Des Weiteren konnte
wiederum zahlreiche tropfenformige, bernsteinfarbige Substanzen auf den Verwundungsstellen festgestellt
werden. Ebenso war die Verwundungsstelle durch eine dunkelorange-bernsteinfarbige Zone vom umgebenden
Sonnenfleckgewebe abgetrennt (Bildtafel 16 Abbildung E). Bildtafel 16 Abbildung F zeigt eine komplett
kollabierte, faule Frucht, die bereits zu vertrocknen begann. Die Frucht war vom Fruchtstiel getrennt. Wahrend

der Fruchtstiel ebenso faul war, zeigte der angrenzende Stiangel keine Anzeichen einer Infektion.

3.8.11 Inokulation der iilteren Friichte ohne kiinstliche Verletzung mit Abdunkelung der

Inokulationsstelle

Bei der Inokulation der dlteren Friichte ohne kiinstliche Verletzung mit Abdunkelung der Inokulationsstelle
konnten insgesamt vier gesunde Friichte gefunden werden. Drei der vier Fille wiesen keinerlei Sonnenflecken
auf. Bei einer gesunden Frucht konnten auf einer Quer- und einer Langsseite der Inokulationsstelle
Sonnenflecken im Bereich der ehemaligen Klebebandstelle dokumentiert werden (Bildtafel 17 dunkel Abbildung
A). Eine Besiedelung dieser Stellen mit D. bryoniae Fruchtkdrpern konnte mit fortschreitender
Vegetationsperiode beobachtet werden (Bildtafel 17 dunkel Abbildung B). Der Sonnenfleck selbst dehnte sich
nicht mehr aus. Die Frucht wies duf3erlich keine Anzeichen einer Infektion des Fruchtgewebes auf. Im
Unterschied dazu zeigen Bildtafel 17 Abbildungen C und D eine eventuell beginnende Fruchtfiule. Das Gewebe
im Bereich der Sonnenflecken war durch die Ansammlung von pilzlichen Fruchtkérpern dunkelschwarz geférbt
und tief eingesunken. Der Sonnenfleck selbst war durch eine dunkelorange Zone vom gesunden Gewebe
abgetrennt. Die Festigkeit der Frucht war noch gegeben. In Bildtafel 17 Abbildung D ist eine Nahaufnahme der
auf den Sonnenflecken ausgebildeten Fruchtkdrper von D. bryoniae dargestellt. Das Gewebe um die
Fruchtkorper war braunlich und faul. In lediglich vier von zehn Fillen konnten gefaulte Friichte dokumentiert
werden (sieche Tabelle 15). In allen vier Fillen waren Sonnenflecken im Ausgangsbereich der Faule zu finden.
Bildtafel 17 Abbildung E zeigt das Einbrechen des Gewebes im Bereich des Sonnenflecks. Die Fruchtschale
machte einen bridunlichen, wassergetridnkten Eindruck. Gegen Ende der Vegetationsperiode war das
Fruchtfleisch komplett verfault. Von der zuriickgebliebenen, orangen Fruchtschale brachen bei leichtem Druck

grof3e Stiicke ab (Bildtafel 17 Abbildung F).

3.8.12 Inokulation der élteren Friichte ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle, sowie ohne kiinstliche

Verletzung

Bei der Inokulation der dlteren Friichte ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle, sowie ohne kiinstliche
Verletzung konnten wiederum drei komplett gesunde Friichte gefunden werden (siehe Tabelle 15). Alle drei
wiesen weder Sonnenflecken noch Anzeichen von D. bryoniae auf (Daten nicht gezeigt). In einem Fall konnte
ausgehend von einem seitlich entstandenen Sonnenfleck eine beginnende Faule dokumentiert werden (Daten
nicht gezeigt). Die Symptome waren identisch zu jenen oben beschriebenen (siehe beginnenden Faule bei den
drei anderen Inokulationsvarianten, kiinstliche Verletzung jedoch ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle,

kiinstliche Verletzung mit Abdunkelung der Inokulationsstelle, Abdunkelung der Inokulationsstelle jedoch ohne
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kiinstliche Verletzung). Sechs von zehn Friichten waren gefault (Daten nicht gezeigt). Die Symptome waren

wiederum identisch mit jenen aus den andern drei Inokulationsvarianten.

3.8.13 Inokulation der iilteren Friichte-Vergleich Verwundung und Verwundung nach erfolgter

Inokulation

Bei dem Vergleich der Verwundung und Verwundung nach erfolgter Inokulation konnten bereits einen Tag nach
der Inokulation bei einem Grofteil der Friichte Arabinogalaktan-Proteintropfen entdeckt werden (bei insgesamt
sieben der zehn inokulierten Verwundungsstellen, sowie bei fiinf der zehn nicht inokulierten
Verwundungsstellen). Die Tropfen waren durchsichtig bis milchig weil und unterschiedliche groB (siehe
Bildtafel 18 Abbildung B). Bei zwei Friichten konnten sowohl bei den inokulierten, als auch bei den nicht
inokulierten Verwundungsstellen noch keine wesentlichen hervorquellenden Substanzen dokumentiert werden.
Die Verwundungsstellen waren jedoch in beiden Félle glainzend und feucht. Am dritten Tag nach der Inokulation
konnten bei allen Friichten (inokulierte bzw. nicht inokulierte Verwundungsstelle) Arabinogalaktan-
Proteintropfen gefunden werden. Das Gewebe unter den Tropfen war bereits dunkel orange verfarbt. Die
Tropfen hatten sich zu einem dichten, die Wunde verschlieBenden Meer zusammengeschlossen (siche Bildtafel
18 Abbildung C). Einige Tage spiter war ein Grofteil der zuvor ausgequollenen Substanzen wieder ins Gewebe
eingesickert, um die Wunde vollkommen zu verschlieBen. Der Rest der AGPs bildete eine feste, blattrige
Schicht, die durch die hohen Aulentemperaturen zunehmend briichig wurde (siehe Bildtafel 18 Abbildung D). In
diesem Stadium konnten auf beiden Verwundungsstellen Fruchtkérper von D. bryoniae nachgewiesen werden.
Bei einem direkten Vergleich der inokulierten mit den nicht inokulierten Verwundungsstellen konnten direkt
nach der Verwundung keine Unterschiede zwischen den Wunden festgestellt werden (siche Bildtafel 18
Abbildung A). Am ersten Tag nach der Inokulation wiesen die inokulierten Verwundungsstellen von insgesamt
fiinf Friichten deutlich mehr Tropfen auf als die nicht inokulierten Verwundungsstellen (siche Tabelle 16). Bei
zwei weiteren Friichten zeigte sich ein umgekehrtes Bild (siehe Bildtafel 18 Abbildung E). In insgesamt drei
Fillen konnte kein wesentlicher Unterschied festgestellt werden. Am dritten Tag nach der Inokulation zeichnete
sich ein bereits deutlicheres Bild ab. Wéhrend bei insgesamt acht der zehn Friichte bei den inokulierten
Verwundungsstellen die Menge an austretenden Arabinogalaktan-Proteinen eindeutig hdher war, konnte keine
nicht inokulierte Verwundungsstelle mit einer mengenmiBig Uberlegenheit an austretenden Arabinogalaktan-
Proteine gefunden werden. Lediglich zwei Friichte zeigten keinen wesentlichen Unterschied zwischen der

inokulierten und der nicht inokulierten Wunde (siche Bildtafel 18 Abbildung F).

Tabelle 16: Anzahl der Verwundungsstellen, aus welchen am 1. Tag nach der Verwundung, sowie am 3. Tag nach der Verwundung visuell
mehr Arabinogalaktan-Proteintropfen austraten. 4 = nicht inokulierte Verwundungsstelle, L= inokulierte Verwundungsstelle, 1. Tagn. V. =

1. Tag nach der Verwundung, 3. Tag n. V. = 3. Tag nach der Verwundung.

1.Tagn. V. 3. Tagn. V.
Kein Unterschied 3* 2
d 2 0
L 5 8
Gesamtzahl 10 10

*in zwei Féllen keine Bildung tropfenférmiger Arabinogalaktan-Protein sichtbar
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3.9 Synthese Yariv Reagenz

Bei der Synthese des Yariv Reagenzes (siehe Abbildung 15) wurde eine Ausbeute von 53 mg (46 %) 3-D-
glucosyl Yariv Reagenz in Form eines dunkelroten-rotbraunen kristallinen Feststoffes erhalten. Die NMR
(Kernspinresonanzspektroskopie) Daten stimmten mit jenen der Literatur iiberein. Sie wurden einerseits mit den
Werten des B-D-glucosyl Yariv Reagenz aus Ganjian und Basile (1997) (fiir die aromatischen Signale)
verglichen und andererseits mit den Werten fiir phenyl-3-D-Glucopyranosid aus Okamoto, Akiyama und
Kobayashi (2004) (Glucose Signale). Der Schmelzpunkt lag bei 210-212°C und stimmte mit dem
Schmelzpunktbereich aus Ganjian und Basile (1997) (Schmelzpunktbereich: 205-208°C) somit relativ gut
iiberein.

Beim 'H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz= Resonanzfrequenz fiir Wasserstoff) konnten fiir § [ppm] folgende Signale
erhalten werden: 3.16-3.69 (15H, m; Uberlappung mit Peak fiir Wasser), 3.71 (3H, dd, J=10.5 Hz, 5.2 Hz),
4.61 (3H,t,J=5.7Hz),4.92 (3H, d, /= 6.9 Hz), 5.05 (3H, d, /= 5.1 Hz), 5.12 (3H, d, /= 3.8 Hz), 5.37 (3H, d,
J=4.5Hz),7.18 (6H, d, J=8.9 Hz), 7.7 (6H, d, J= 8.7 Hz), 15.9 (3H, s) ("H-NMR Sepktrum siche Anhang).

DMSO-dg= sechsfach deuteriertes DMSO, 8= Anderung der Resonanzfrequenz= chemische Verschiebung,
ppm= parts per million, H= Wasserstoff, /= Kopplungskonstante, m= Multiblett, t= Triplett, d= Dublett, dd=
dupliziertes Dublett, s= Singulett

Abbildung 15: Strukturformel von B-D-glucosyl Yariv Reagenz (gezeichnet in Chemdraw von Dr. Jorg Schrittwieser).
3.10 Extraktion Arabinogalaktan-Protein (Kiirbis)

Die Extraktion der Arabinogalaktan-Proteine resultierte sowohl im Falle der reinen Arabinogalaktan-Proteine,
als auch der Arabinogalaktan-Proteine + darunter liegendes Gewebe in unterschiedlich beige bis leicht gelbliche
Losungen. Nach der Gefriertrocknung blieben bréunlich-bernsteinfarbige Féden-artige Strukturen zuriick, die fiir

die weiterfiihrenden Analysen wieder leicht in Losung gebracht werden konnten.
3.11 Extraktion Arabinogalaktan-Protein (Efeu)

Die Extraktion der Arabinogalaktan-Proteine aus frischen Efeublittern ergab eine dunkelgriine Losung, die im

Unterschied zu den Arabinogalaktan-Protein Extrakten des Kiirbisses direkt weiter analysiert wurde.
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3.12 Quantifizierung Arabinogalaktan-Proteine mittels Single Radial Diffusion Assay

Der Single Radial Diffusion Assay lieferte sowohl fiir den Standard Gummi arabicum, als auch fiir eine Grofteil
der Proben orange Hali (siehe Bildtafel 19 Abbildungen A, B und C). Der Arabinogalaktan-Protein Extrakt aus
Efeu ergab ebenso orange Hali (Daten nicht gezeigt). Ein Teil der Hali war eher grau-blaulich gefarbt (siche
Bildtafel 19 Abbildung B). Die Intensitdt der Prazipitationslinien schwankte in Abhéngigkeit von den einzelnen
Proben. Neben den gut sichtbaren Hali konnten bei einigen Proben kreisrunde Aufhellungen um die Hali
festgestellt werden (siehe Bildtafel 19 Abbildungen A und B). Aufgrund einer linearen Beziehung zwischen den
gemessenen quadrierten Halodurchmessern des Single Radial Diffusion Assays und den Konzentrationen an
Arabinogalaktan-Proteinen (Van Holst und Clarke 1984) wurde mit Hilfe des Standards Gummi arabicum eine
lineare Regressionsgerade gezeichnet. Mit Hilfe der erhaltenen Geradengleichung (y= 5,86+2,11*x) konnten die
quadrierten Halodurchmesser der Proben in Konzentrationswerte umgerechnet werden (siche Abbildung 16).
Zwischen den reinen Aarabinogalaktan-Protein Proben (reine AGPs) und den Proben, wo zusitzlich zu den
austretenden, bernsteinfarbigen, harzigen Substanzen auch Teile des darunterliegenden Gewebes mit analysiert
wurden konnten keine wesentlichen Konzentrationsunterschiede der AGPs festgestellt werden. Lediglich in
einem Fall (Mittelwert der Kontrollen bei eingewogenen 25 mg/ml Probenmenge) lag der gemittelte Absolutwert
der Arabinogalaktan-Protein Konzentration der AGPs + darunterliegendes Gewebe unter dem gemittelten
Absolutwert der reinen AGPs (siche Tabelle 17).

Séamtliche andere Absolutwerte der Konzentrationen der AGPs + darunterliegendes Gewebe lagen sowohl bei
den inokulierten Proben, als auch bei den nicht inokulierten Proben wenig iiber den Absolutwerten der reinen
AGPs. Sowohl bei den reinen AGP Proben als auch bei den AGPs + darunterliegendes Gewebe lagen die
gemittelten AGP Konzentrationen bei allen drei Verdiinnungsstufen (15 mg/ml, 25 mg/ml und 50 mg/ml) der
inokulierten Proben hoher als bei den nicht inokulierten Proben (siche Abbildung 17). Die Unterschiede
zwischen den inokulierten Proben und den nicht inokulierten Proben sind jedoch nicht statistisch signifikant.
Die gemittelten Absolutwerte der AGP Konzentrationen waren zueinander nicht linear (siche Tabelle 17).
Wihrend sowohl bei den reinen AGPs als auch bei den AGPs + darunterliegendes Gewebe der inokulierten
Proben mit 23 bzw. 24 mg/ml anndhernd die eingewogenen 25 mg/ml erreicht wurden, ergaben sich bei der
hoheren Konzentration (50 mg/ml eingewogenes Probenpulver) lediglich 34 mg/ml (reine AGPs) und 37 mg/ml
fiir die AGPs + darunterliegendes Gewebe. Ein dhnliches Bild zeigte sich bei den nicht inokulierten Proben. Hier
lagen die gemittelten Absolutwerte der AGP Konzentrationen im Vergleich zu den inokulierten Proben jeweils

etwas niedriger.

Tabelle 17: Gemittelte Arabinogalaktan-Protein Konzentrationen in mg/ml. Die Werte wurden jeweils auf ganze Zahlen gerundet. AGP=
austretende, bernsteinfirbige, harzige Substanzen (reine AGP Probe), AGP + Gewebe= austretende, bernsteinfarbige, harzige Substanzen +

darunter liegendes Gewebe.

Gemittelte Konzentrationen der Arabinogalaktan-Proteine [mg/ml]

Inokuliert Nicht inokuliert

15 mg/ml 25 mg/ml 50 mg/ml 15 mg/ml 25 mg/ml 50 mg/ml
AGP 18 23 34 13 20 27
AGP + Gewebe | 19 24 37 15 19 30
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Abbildung 16: lineare Regressionsgerade des Standards Gummi arabicum zur Bestimmung der Konzentration der Arabinogalaktan-Proteine.

Die Konzentrationen der Arabinogalaktan-Proteine wurden mit der Geradengleichung y=5,86+2,11*x berechnet.
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Abbildung 17: Gemittelte Arabinogalaktan-Protein Konzentration in mg/ml. AGP= austretende, bernsteinfarbige, harzige Substanzen (reine
AGP Probe), AGP + Gewebe= austretende, bernsteinfarbige, harzige Substanzen + darunter liegendes Gewebe, i= inokuliert, k= Kontrollen

(nicht inokulierte Verwundungsstelle).
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3.13 Physiologische Messreihe
3.13.1 Photosynthesemessung

Die gemittelten Photosyntheseraten lagen iiber alle fiinf Messungen hinweg bei den Kontrollen héher als bei den
inokulierten Pflanzen. Im Rahmen der photosynthetischen Messreihe konnten fiir die ersten drei Messung
sowohl fiir die Kontrollen als auch fiir die inokulierten Pflanzen stetig steigende Photosyntheseraten
dokumentiert werden. Wéhrend der ersten beiden Messungen verhielt sich die relative Zunahme der
Photosyntheserate zwischen den Kontrollen und den inokulierten Pflanzen gleich. Bei der dritten Messung war
die Zunahme der Photosyntheserate bei den Kontrollen im Vergleich zu den inokulierten Pflanzen stirker. Ab
der vierten Messung kam es bei den inokulierten Pflanzen und den Kontrollen zu einer Abnahme der
Photosyntheserate, die jedoch bei den inokulierten Pflanzen deutlich stirker abfiel als bei den Kontrollpflanzen
(siche Abbildung 18 und Tabelle 18). Die Unterschiede zwischen den Einzelwerten, als auch zwischen den
Mediane der inokulierten Pflanzen und den Kontrollen waren dabei ab der vierten Messung statistisch

signifikant.

Tabelle 18: Gemittelte Photosynthesrate in pmol CO,/m%s. Die Werte wurden auf eine Kommastelle gerundet. i= inokuliert, k= Kontrollen.

Error Bars: +/- 2 SE

Genmittelte Photosyntheserate in pmol CO,/m?/s
Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4 Messung 5
i 7,2 7,6 8,0 5,7 3,9
k |84 8,9 9,8 9,2 7,9
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Abbildung 18: Gemittelte Photosyntheserate in pumol CO,/m%s. Die Messungen fanden jeden zweiten Tag statt. Die erste Messung wurde am

ersten Tag nach der Inokulation durchgefiihrt. i= inokuliert, k= Kontrollen.
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3.13.2 Chlorophyllifluoreszenzmessungen (Photochemische Effizienz)

Die Chlorophyllfluoreszenz lag am Tag der ersten Messung mit Werte um 0,8 sowohl bei den Kontrollen als
auch bei den inokulierten Pflanzen im Normalbereich (Schmitt et al. 2012). Eine Abnahme der gemittelten
Chlorophyllfluoreszenz fiir die inokulierten Pflanzen konnte ab der zweiten Messung festgestellt werden und
setzte sich iiber die folgenden Messungen fort. Die gemittelte Chlorophyllfluoreszenz fiir die Kontrollen
hingegen blieb konstant im Bereich 0,8. Wihrend die Unterschiede fiir die gemittelten Werten der
Chlorophyllfluoreszenz zwischen den Kontrollen und den inokulierten Pflanzen bei den Messungen zwei, drei
und vier relativ gleich blieben, konnte bei der letzten Messung ein groferer Unterschied festgestellt werden
(siche Abbildung 19). Die Abnahme der gemittelten Chlorophyllfluoreszenz der inokulierten Pflanzen bei der
letzten Messung ist jedoch vor allem auf drei Einzelproben zuriick zu fithren, welche bei der Messung bereits
starke Symptome eines Befalls mit D. bryoniae aufwiesen. In diesen drei Féllen konnte keinerlei
Chlorophyllfluoreszenz mehr nachgewiesen werden. Die restlichen Pflanzen zeigten durchwegs dhnliche Werte

wie die Kontrollen.
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Abbildung 19: Gemittelte Photochemische Effizienz (Fv/Fm). i= infiziert, k= Kontrollen.
3.13.3 Wasserstoffperoxid-Nachweis mittels Diaminobenzidin

Beim Wasserstoffperoxid-Nachweis (H,O, Nachweis) mittels DAB konnten Anzeichen der H,O, Akkumulation
neun Tag nach der Inokulation mit D. bryoniae in Form von dunkelbraunen Flecken bzw. Arealen auf den
Blittern sichtbar gemacht werden. Problematisch war in manchen Fillen die unvollstindige Entfarbung der
Blatter mittels Ethanol, wodurch die griine Farbung der Blétter zuriick blieb. Eine Beurteilung der H,0,
Akkumulation konnte in diesen Fillen nicht durchgefiihrt werden (Bildtafel 20 Abbildung C_Schale 3 und 4).
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Sowohl bei den Kontrollen als auch bei den inokulierten Pflanzen zeigten die ausgestanzten Blétter an den
Réndern eine Akkumulation von H,O, (siehe Bildtafel 20 Abbildung A _Schale 1 und 3, sowie Bildtafel 20
Abbildung C_Schale 6). Ebenso konnten bei den Kontrollen dunkelbraune Areale entlang der Blattadern
nachgewiesen werden (Bildtafel 20 Abbildung A Schale 1). Ansonsten zeigten die Kontrollen keine Anzeichen
der H,O, Akkumulation bzw. keine ausgedehnten DAB gefarbten Areale (siche Bildtafel 20 Abbildung
A_Schale 2). Ebenso zeigten manche inokulierte Pflanzen kaum DAB gefarbte Flecken (Bildtafel 20 Abbildung
B Schale 1). Im Unterschied dazu zeigten die ausgestanzten Blatter in Bildtafel 20 Abbildung B_Schale 2 und 3,
sowie Bildtafel 20 Abbildung C Schale 6 DAB Farbungen in Form von dunkelbraunen mehr oder weniger
runden Flecken, die im Fall von Bildtafel 20 Abbildung B_Schale 2 und Bildtafel 20 Abbildung C_Schale 6 zu
groferen Arealen zusammen geflossen waren. Bei zwei Bléttern war die gesamten ausgestanzte Blattflache
dunkelbraun gefarbt (Bildtafel 20 Abbildung C_Schale 2 und 5), wéhrend sie bei einem weiteren Blatt
durchwegs hellbraun gefarbt war (Bildtafel 20 Abbildung C_Schale 1).

3.13.4 Pigmentbestimmung mittels Photometrie

Im Zuge der Pigmentbestimmung mittels Photometrie konnten sowohl fiir Chlorophyll a, Chlorophyll b als auch
fiir die Gesamt-Carotinoide keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Kontrollpflanzen und den
inokulierten Pflanzen festgestellt werden (siche Abbildung 20). Die gemittelten Pigmentmengen waren im Falle
des Chlorophyll a, sowie der Carotinoide fiir die Kontrollgruppe im Vergleich zu den inokulierten Pflanzen
minimalst erhoht. Bei der Bestimmung des Chlorophyll b zeigte sich ein umgekehrtes Bild. Hier konnte fiir die
Gruppe der inokulierten Pflanzen in Bezug auf die Kontrollpflanzen ein minimal erhohter Pigmentgehalt
festgestellt werden. Der Chlorophyll a Gehalt lag sowohl bei den Kontrollen als auch bei den inokulierten
Pflanzen mit 11 mg/g Trockengewicht deutlich iiber dem Gehalt fiir das Pigment Chlorophyll b, sowie fiir die
Gesamt-Carotinoide. Fiir diese beiden Gruppen konnte ein Gehalt von ca. 4 mg/g Trockengewicht ermittelt

werden.
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Abbildung 20: Vergleich der Pigmente Chlorophyll a, Chlorophyll b und Gesamt-Carotinoide in mg/g Trockengewicht zwischen den

Gruppen k und i. Fiir die Bestimmung der Pigmente wurden Einzelwerte der Gruppen gemittelt. k= Kontrollen, i= inokuliert.
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3.13.5 Bestimmung der Antioxidativen Kapazitiit mittels Photometrie

Bei der Bestimmung der Antioxidativen Kapazitit wurden zwei Ansétze verwendet. In einem Fall wurden die
Einzelwerte der Kontrollgruppe mit den Einzelwerten der inokulierten Pflanzen verglichen. Im zweiten Fall
wurde die Antioxidative Kapazitét als anti radical power (ARP in %) zwischen den gemittelten Werten der
beiden Gruppen ausgedriickt. Beim Vergleich der Einzelwerte wurde die Geradengleichung (y= 1,38-4,71E-4*x)
des Standards Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-Carbonséure) fiir die Berechnung der
Konzentrationen herangezogen (siche Abbildung 21). Die Antioxidantien-Konzentrationen der einzelnen
Pflanzen schwankten sowohl bei den Kontrollen als auch bei den inokulierten Pflanzen. Ein Grofteil der Werte
der inokulierten Pflanzen lag jedoch im gleichen Bereich der Werte der Kontrollen (siche Abbildung 22).
Lediglich zwei Einzelwerte schienen im Vergleich zu den Kontrollen leicht erhdht. Im gleichen Zug jedoch
ergaben zwei andere Pflanzen in Bezug auf die Kontrollen erniedrigte Werte. Ebenso zeigte sich beim ARP in %
kein deutlicher Unterschied zwischen den Kontrollen und den inokulierten Pflanzen (siehe Abbildung 23). Der
ARP lag fiir die inokulierten Pflanzen leicht {iber jenem fiir die Kontrollen. Fiir beide Gruppen wurde ein ARP

von ca. 8 % ermittelt.
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Abbildung 21: lineare Regressionsgerade des Standards Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-Carbonséure). Durch Zugabe von
DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl) nimmt die Absorption mit steigender Standardkonzentration ab.
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Abbildung 22: Vergleich der Einzelwerte der Antioxidantien-Konzentration in pmol/g Trockengewicht zwischen den Gruppen k und i. k=

Kontrollen, i= inokuliert.
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Abbildung 23: Vergleich der Antioxidativen Kapazitit (ARP %) zwischen den Gruppen k und i. Fiir die Bestimmung des ARP (anti radical

power) wurden die Einzelwerte der Gruppen gemittelt. k= Kontrollen, i= inokuliert
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3.14 Mikroskopische Untersuchungen
3.14.1 Untersuchung der Morphologie von Didymella bryoniae

Der Vegetationskorper von D. bryoniae besteht aus fadenformigen Hyphen, die mehrfach septiert sind. Die
Hyphen kdnnen sich einerseits verzweigen (Bildtafel 21 Abbildung A) oder iiber langere Strecken unverzweigt
wachsen. Bildtafel 21 Abbildung B zeigt eine auswachsende Hyphe, die im wachsenden Bereich noch keine
Septen eingezogen hat. Der Durchmesser der Hyphen variiert relativ stark. Untersuchungen des Pilzgeflechts aus
Petrischalen zeigten Hyphen mit unterschiedlichen Durchmessern (ca. 10 pm, 5 pm und 2,5 um) (Bildtafel 21
Abbildung C). Im Cytoplasma der Hyphenzellen (Bildtafel 21 Abbildung C), sowie im umgebenden Medium
konnten zahlreiche kugelformige Strukturen gefunden werden, die unter UV Anregung griin fluoreszierten
(Bildtafel 21 Abbildung D). Die asexuellen Fruchtkdrper von D. bryoniae sind kugelig, hellbraun bis
dunkelbraun und ins Wirts-Gewebe eingesenkt. Die GroB3e der Pyknidien kann stark variieren (Bildtafel 22
Abbildung A). Sie verfiigen iiber eine zentrale, runde Ostiole. Uber diese werden die asexuellen Sporen in
laichenartigen Schleimschniiren freigesetzt (Bildtafel 23 Abbildung A). Bildtafel 23 Abbildung B zeigt die
Freisetzung eines Konidien-Schwalls aus der Ostiole. Die hyalinen, unseptierten Konidien von D. bryoniae
bilden dabei einen dichten Sporenstrang. Bildtafel 22 Abbildungen A und B zeigen asexuelle Fruchtkdrper von
D. bryoniae in Aufsicht, sowie nach einem Querschnitt durch infiziertes Wirts-Gewebe. Zellschichten unter den
Fruchtkorpern sind stark beschédigt. Die Epidermiszellen des Wirtsgewebes werden durch die Ausbildung des
Fruchtkorpers unterbrochen und leicht nach oben gewdlbt, wodurch der Fruchtkérper ins Wirtsgewebe
eingebettet ist (Bildtafel 22 Abbildung B). Die freigesetzten Konidien kommen auf benachbarten
Epidermiszellen des Wirts-Gewebes zu liegen (Bildtafel 22 Abbildung A). Neben den asexuellen
Fortpflanzungsorganen existieren auch sexuelle Pseudothecien, welche sich duBerlich von den Pyknidien kaum
unterscheiden. Die duere Pseudotheciumwand besteht aus eckigen hellbraun bis dunkelbraun gefirbt Zellen.
Auf der Erh6hung des Fruchtkorpers befindet sich wiederum eine Ostiole, {iber welche die Ascosporen ins Freie
gelangen. Die hyalinen, monoseptierten Ascosporen werden in hyalinen, zylindrischen Asci gebildet (Bildtafel
21 Abbildung E), welche meistens gerader oder leicht gebogen sein kdnnen. Pro Ascus entstehen acht
Ascosporen, welche zweizellig und bauchig sind (siehe Bildtafel 21 Abbildung F). Die obere Zelle der

Ascospore ist meist etwas dicker als die untere.

3.14.2 Mikroskopische Untersuchung: Vorinokulationsversuche von Cucrbita pepo var. styriaca mit

Didymella bryoniae

Bei der Vorinfektion von C. pepo mit D. bryoniae sollte festgestellt werden, ob der Pilz tatséchlich eine
Infektion gesetzt hatte. Dafiir wurden die Blétter und Bliiten zundchst auf Symptome untersucht (siche
Ergebnisse ,,Vorinokulationsversuche von Cucurbita pepo var. styriaca mit Didymella bryoniae*) und
anschlieBend nach erfolgter Farbung mikroskopiert. Es konnten bei allen inokulierten Pflanzenorganen (Bliiten,
Blatter und Sprosse) verzweiget, mehrfach septierte Pilzhyphen nachgewiesen werden. Diese waren im Gewebe
blau gefarbt (siehe Bildtafel 24 Abbildungen A und B). Bildtafel 24 Abbildung B zeigt Pilzhyphen mit
unterschiedlichen Durchmessern im Bereich eines Leitbiindels. Die Hyphen wachsen intrazellulér in den

Tracheen.
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3.14.3 Mikroskopie der Totalpriparate

Bevor die Blitter fiir die Herstellung von Totalpriparaten entfarbt wurden, wurden sie unter UV-Licht
betrachtet, um die Chlorophyllfluoreszenz des gesamten Blattes zu untersuchen. Dabei zeigten nicht inokulierte
Blatter eine dunkelrote Fluoreszenz (siehe Bildtafel 25 Abbildung D), wihrend bei den Blittern am zweiten Tag
nach der Inokulation starkere bzw. hellere Fluoreszenzerscheinungen sichtbar waren. Des Weiteren fielen nicht
fluoreszierende, griine, unterschiedlich grof3e Bereiche an der Blattspitz, sowie am linken und rechten
Blattlappen auf (siehe Bildtafel 25 Abbildung C). Bei Betrachtung der gleichen Blatter im sichtbaren Licht
konnte man an den diesen Stellen erste Symptome eines Befalls mit D. bryoniae erkennen. Die Blétter waren in
diesen Bereichen bréunlich verfarbt und weich (siehe Bildtafel 25 Abbildung A). Die Kontrollen hingegen
wiesen keine Blattflecken auf (siehe Bildtafel 25 Abbildung B). Die Helligkeit der Fluoreszenz der inokulierten
Blétter war am dritten Tag nach der Inokulation am intensivsten, wéhrend sie am vierten Tag wieder abnahm
(siehe Bildtafel 25 Abbildung E und F). Hier waren die Blitter bereits groteils nekrotisch (siehe Bildtafel 25
Abbildung F). Unter sichtbarem Licht zeigten diese Blétter starke Vergilbungen bzw. Aufhellungen des
Blattgriins.

Bei der Mikroskopie der Totalpréparate (der Kiirbisblétter) konnten anschlieBend zahlreiche dunkelblau geférbte
Fruchtkorper von D. bryoniae auf der Blattflache (siche Bildtafel 26 Abbildung A), sowie entlang der
Gefifbiindel (siche Bildtafel 26 Abbildung B) festgestellt werden. In Aufsicht sind die Ostiolen der
Fruchtkorper gut sichtbar. Bildtafel 26 Abbildung B zeigt Fruchtkorper, die ins Gewebe der Gefaf3biindel
eingesunken sind. Im Bereich des Fruchtkdrpers wolbte bzw. weitete sich das Leitbiindelgewebe nach aufien,
wodurch der Fruchtkérper GroBteils im Gewebe eingebettet war. Bei hoherer Vergroferung konnte man Hyphen
erkennen, die seitlich vom Fruchtkdper wegliefen (siehe Bildtafel 26 Abbildung B Bildausschnitt). Des
Weiteren konnten entlang der GefaB3biindel blau geférbte, teilweise verzweigte Hyphen schemenhaft erkannt
werden (siche Bildtafel 26 Abbildung A). Bei hoherer VergroBerung konnten parallel verlaufende teilweise
verzweigte, mehrfach septierte und blau gefarbte Hyphen im Bereich der GefaB3biindel gefunden werden (siche
Bildtafel 27 Abbildung A und B). Ebenso konnten auskeimende Ascosporen auf den Epidermiszellen eines
Blattes gefunden werden (siche Bildtafel 28 Abbildung B). Eine weitere Aufnahme zeigt das Wachstum einer
Hyphe durch eine Spaltéffnung in das Innere eines Blattes (siehe Bildtafel 28 Abbildung A). Zusétzlich wurde
eine serielle Aufnahme durchgefiihrt, die das Wachstum einer bzw. mehrerer Hyphen von der Keimung der
Spore auf der Blattoberfliche bis zum Wachstum in einem mehrzelligen Kiirbishaar zeigt (siche Bildtafel 29
Abbildung A-E). Zunichst sieht man eine ausgekeimte Spore (siehe Bildtafel 29 A). Die Hyphe wuchs in
Richtung der mehrzelligen Basis des Kiirbishaares (siche Bildtafel 29 Abbildung B). In der Nihe des
Kiirbishaares bogen sich die Hyphen scheinbar in Richtung der Basiszellen (siche Bildtafel 29 Abbildung C).
Bildtafel 29 Abbildung D zeigt die Anwesenheit einer Hyphe im Bereich der ersten Zelle des Haares. Des
Weiteren wuchsen zwei septierte Hyphen in Richtung der Basiszellen des Haares. Die ndchsten Aufnahmen
zeigen das zahlreiche Vorhandensein von Hyphen unterschiedlichster Durchmesser in den, den Basiszellen des
Haares angrenzenden Zellen (siehe Bildtafel 29 Abbildung E). Wiahrend die dickeren Hyphen sehr kurze
Abstdnde zwischen den Septen aufwiesen, hatten die diinnen Hyphen durchwegs ldngere Internodien. In
Bildtafel 29 Abbildung E sieht man den Ubergang der Hyphen von einer in die nichste Zelle des Haares. Die
Kontrollblatter hingegen zeigten nach der Farbung mit Lactophenolblau keine Auffélligkeiten. Es konnten weder
Fruchtkorper auf der Blattspreite oder entlang der Leitbiindel gefunden werden, noch blau gefdrbte Hyphen im

Bereich der Leitbiindel nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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3.14.4 Hyphenverlauf in der Frucht von Cucurbita pepo var. styriaca

Anhand der Bildtafel 30 Abbildungen A und B kann man das, von Hyphen dicht durchwachsene Fruchtfleisch
des Olkiirbisses erkennen. Die Hyphen waren blau gefirbt und wuchsen kreuz und quer intrazellulir in den
Zellen des Perikarps (siche Bildtafel 30 Abbildung A). Im Bereich des Exokarps (duleres Abschlussgewebe des
Perikarps), sowie bei Teilen des darunterliegenden Mesokarps waren die Zellwénde komplett aufgeldst. Das
Gewebe war vollstindig kollabiert. Bei hoherer VergroBerung der Zellen des Mesokarps konnte man den

Ubergang der Hyphen zwischen den Zellen erkennen (siehe Bildtafel 30 Abbildung B).

3.14.5 Mikroskopische Aufnahmen der B-D-glucosyl Yariv Reagenz gefirbten Schnitte des
Fruchtfleisches

Der Farbstoff B-D-glucosyl Yariv Reagenz zeigte unter dem Mikroskop unterschiedliche hellrote bis dunkelrote
Kiristalle, die zum Grofteil eine langliche Eiskristall-dhnliche Form aufwiesen oder einen isometrischen Habitus
zeigten (siche Bildtafel 19 Abbildung D). Bei der Untersuchung des Fruchtfleisches mittels Yariv Reagenz
wurden infizierte Fruchtfleischstiicke ohne Farbung (Daten nicht gezeigt) und nach erfolgter Farbung (siche
Bildtafel 19 Abbildung E) mikroskopiert. Die ungeférbten Schnitte wiesen keine Farbung auf, wiahrend die
Zellen der mit Yariv gefarbten Schnitte im Bereich des Exokarps dunkelrot bis leuchtend orange gefarbt waren.
Die Zellen des gefarbten Exokarps waren vollstindig zusammen gesunken. Die Zellwidnde der Mesokarpzellen
erschienen gelblich bis orange. Dunkelrote ausgewaschene grof3e Prézipitate konnten im Mikroskopiemedium
(siche Bildtafel 31 Abbildung B), sowie im Bereich der Schnitte (siche Bildtafel 19 Abbildung E) gefunden
werden. Des Weiteren konnten diese dunkelroten Prézipitate entlang der Zellwénde vitaler Mesokarp-

Zellverbiande gefunden werden (siche Bildtafel 31 Abbildung A).
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4 Diskussion

Die unterschiedlichen Kultivierungsversuche von Didymella bryoniae zeigten, dass die Ausbildung von dichten
Fruchtkorperrasen insbesondere von den vorherrschenden Lichtbedingungen abhéngig sind. Die Kultivierung
des Pilzes unter normalen Lichtverhéltnissen (Lagerung der Platten {ibereinander gestapelt) fiihrte zur
Entstehung eines dichten Mycelrasens, wihrend unter kontrollierten Bedingungen im Klimaschrank bei
Langtagbedingungen ein dichter, in konzentrischen Ringen angeordneter Fruchtkdrperrasen entstand. Laut
Hinker und Seibert (2013) erhoht UV-Licht die Wahrscheinlichkeit der Entstehung von Fruchtkérpern bei
Ascomyceten. Die Ausbildung von Fruchtkdrpern in konzentrischen Ringen unter UV -Licht
(Langtagbedingungen) bzw. die Entstehung eines dichten Mycelrasens unter schlechten Lichtbedingungen ist auf
einen gewissen Rhythmus im Hyphenwachstum der Pilze zuriick zu fithren (Lysek 1984). Laut Lysek (1984) ist
die Abwechslung zwischen Licht- und Dunkelphasen der entscheidende Punkt, da das Wachstum der Hyphen
unter Lichtbedingungen stark vermindert ist oder génzlich zum Stillstand kommt. Dies betrifft jedoch nur
oberflachlich liegende Hyphen, wihrend jene Hyphen im Kulturmedium von dem dariiber liegenden Mycel
beschattet werden und dadurch auch unter Lichtbedingungen weiter wachsen. Sie bilden eine neue
Wachstumsfront, wodurch eine Wiederaufnahme des Wachstums der alten Front unterbunden wird. Dadurch
entsteht der erste Ring, der hiufig erst durch die Ausbildung der Fruchtkoérper sichtbar wird. Diese entwickeln
sich im Zuge der Umstellung des Stoffwechsels von der Néhrstoffaufnahme aus dem Substrat zur

Néhrstoffversorgung durch Mobilisierung von Reservestoffen wachstumsstillstehender Hyphen (Lysek 1984).

Bei der Herstellung der Konidiensuspension konnten beim Abkratzen des Fruchtkorperrasens rosafarbene
Schleimwolken beobachtet werden. Diese Entwicklung dokumentierte Neergaard (1989b) als eine, den
Néhrboden bedeckende rosa Sporenmasse, die fast ausschlielich aus Konidien besteht. Bei ausreichend
feuchtem Wetter 16st sich laut Cupp und Sherf 1960 die gelartige Matrix des Fruchtkorpers auf und die Sporen
werden in langen rosafarbenen Sporenstrangen aus den Fruchtkérpern entlassen. Diese asexuellen Sporen sind
nach Huss (2011c) in Schleim eingebettet, wodurch sie in laichenartigen Stringen aus den Fruchtkdrpern

herausquellen.

Die Vorinfektionsversuche von C. pepo mit D. bryoniae sollten der Uberpriifung der Infektiositit des Pilzes
dienen. Bei den infizierten Bliiten konnte eine Bliitenstielfaule diagnostiziert werden, welche zur typischen
wiassrigen Braunverfiarbung und zum Abknicken der Bliitenstiele kurz oberhalb der Bliitenstielmitte fithrt (Huss
2007). Die entstandenen Blattsymptome deckten sich ebenfalls mit jenen in der Literatur beschriebenen. Die
Blattflecken bildeten sich insbesondere auch im Randbereich der Blitter und breiteten sich von diesen relativ
rasch aus. Unter anderem beschreiben Zitter et al. (1996) ein erstes Auftreten der hellbraunen bis dunkelbraunen
Blattflecken an den Réndern der Blitter, sowie einer raschen Ausbreitung dieser auf die gesamte Blattspreite.
Des Weiteren bestatigten die mikroskopischen Aufnahmen der inokulierten Sprosse, Blétter und Bliiten die
Infektiositdt von D. bryoniae GL1. Nach den Farbungen mit Methylenblau konnten blaue verzweigte
intrazelluldr wachsende Hyphen im Wirtsgewebe nachgewiesen werden. In Sprossquerschnitten konnten
innerhalb der Xylem-Elemente unterschiedlich dicke Hyphen nachgewiesen werden. Diesen Hyphen-
Dimorphismus zeigte Neergaard (1989b) bereits in Kiirbis. Epidermale und parenchymatische Zellen waren in
den Sprossabschnitten bereits komplett degradiert. Neergaard (1989a) konnte an infizierten Stéingelabschnitten
kollabierte Epidermis- und Parenchymzellen nachweisen, wéhrend Sklerenchymzellen und Xylem-Elemente

aufgrund der lignifizierten Zellwéinde ldnger erhalten bleiben.
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Im Rahmen der Inokulationsversuche sollten potentielle Eintrittspforten und Ausbreitungswege von D. bryoniae
untersucht werden. Die Wetterbedingungen im Sommer 2015 sorgten jedoch fiir erschwerte
Infektionsbedingungen. Ausbriiche der Gummisténgelkrankheit sind stark abhéngig von den vorherrschenden
Umweltbedingungen, wie z.B. von der relativen Luftfeuchtigkeit oder den Temperaturen (Van Steekelenburg
1985), wodurch starke Intensitatsunterschiede zwischen den einzelnen Jahren auftreten (Gusmini et al. 2005).
Optimale Bedingungen fiir D. bryoniae liegen bei Temperaturen zwischen 20 und 25°C (Zitter et al. 1996,
Department of Crop Sciences 2012). Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Infektion sind jedoch vor allem auch
feuchte Wetterbedingungen, sowie ein ldnger anhaltender Feuchtigkeitsfilm auf den oberirdischen Pflanzenteilen
wahrend der Infektionszeit (Department of Crop Sciences 2012). Ist dem Pilz erst Mal eine Infektion gelungen,
scheint eine gewisse Toleranz gegen Austrocknung vorhanden zu sein (Keinath 2011). Anhand der
aufgezeichneten Wetterdaten kann somit bereits festgestellt werden, dass die Voraussetzungen fiir die Infektion
von C. pepo mit D. bryoniae nicht gegeben waren. Sowohl der Juli als auch der August 2015 zéhlten zu den
warmsten Monaten im Vergleich zum langjéhrigen Mittel (http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-
aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016). In Bezug auf die Niederschlagsmengen wurden fiir Oberdsterreich
Einbufien von min. 50 % dokumentiert (http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-aktuell/monatsrueckblick
Stand 31.3.2016). Die typischen Schwarzfiaulesymptome konnten daher nicht untersucht werden. Ebenso kam es
zu Verzogerungen in der Symptomausbildung. Die Ausbildung von Symptomen, die laut Newark et al. (2011)
innerhalb von sieben bis zwolf Tagen stattfindet, verzdgerte sich bei den, unter Freilandbedingungen
inokulierten Bléttern. Nach 25 Tagen konnten erste Symptome festgestellt werden. Dieser Zeitraum entspricht
jedoch jenem aus Keinath (2014), welcher im Jahr 2009 (unter Freilandbedingungen) drei Wochen nach der
ersten Inokulation Symptome auf den oberirischen Organen von Kiirbisgewéchsen fand. Am Ende der
Vegetationsperiode wiesen jedoch alle inokulierten Blatter typische Blattflecken iiber die gesamte Blattspreite
auf. Des Weiteren konnten auf diesen Blattern auch Fruchtkorper von D. bryoniae gefunden werden. Eine
Moglichkeit wire, dass D. bryoniae unter den vorherrschenden Wetterbedingungen direkt nach der Inokulation
der Friichte, Blitter, Stingel, Blatt- und Bliitenstiele nur in wenigen Féllen eine Infektion setzten konnte, sich
jedoch der Infektionsdruck mit Ausbildung erster Fruchtkorper anschlieBend stetig steigerte, wodurch am Ende
der Vegetationsperiode trotzdem viele Blétter, Blattstiele und Stdngel Anzeichen von Infektionen zeigten.
Verheerende Folgen durch die Gummistangelkrankheit bzw. Blattdiirre blieben jedoch vermutlich aus, da die
diese (aufgrund einer Unterbindung der Wasserzufuhr in den Leitbiindeln (Huss 2007 und Huss 2011c¢))
insbesondere im frithen Stadium der Frucht- und Samenentwicklung durch die Zerstorung des Blétterdaches zu
groBeren Schiaden fiihrt. Die Symptome, die am Ende der Vegetationsperiode bei allen Bléttern nachgewiesen
werden konnten, stimmten mit jenen in der Literatur beschriebenen iiberein. Newark et al. (2011) beschrieben
beispielsweise ein Auftreten von Vergilbungen an den Blattrandern im frithen Stadium der Infektion, welche
auch in diesen Fillen die Infektionen erstmals sichtbar machten. Ahnlich wie bei Huss 2007 bildete sich bei
einigen Blattern auch ein zelliges Blattfleckenmuster, welches zunichst die Gefa3biindel aussparte und
anschlieend zu groBen Flecken zusammenfloss. Van Steekelenburg (1985) postulierte, dass Verwundungen bei
dlteren Bléttern fiir die Ausbildung einer Infektion essentiell seien, wihrend diese bei jlingeren Bléttern keine
Rolle spielen sollten. Chiu und Walker (1949) hingegen demonstrierten an nicht verletzten Keimblattern einen
massiven Unterschied zwischen Wassermelonen und Kiirbis. Wahrend bei den Keimbléttern der Wassermelone
eine direkte Penetration beobachtet werden konnte, kam es auf der Oberseite der Kiirbiskeimblatter zwar zu

einem Wachstum der Keimschlduche der Pyknosporen, eine Penetration blieb jedoch vollkommen aus. Auf der
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Unterseite der Kiirbiskeimblétter fand von Zeit zu Zeit eine Penetration in den Interzellularraum statt.
Untersuchungen von Chiu und Walker (1949) zeigten stark erhohte Wahrscheinlichkeiten einer Infektion nach
Inokulation von verletzten Keimblattern im Vergleich zu unverletzten Keimblattern. Ebenso konnten Svedelius
und Unestam (1978) eine erhohte Empféanglichkeit gegeniiber D. bryoniae Infektionen bei mechanischen
Verletzungen zeigen. Sie konnten nachweisen, dass die Infektionsrate bei beschiadigten Pflanzenteilen erhdht ist,
da durch die Freisetzung von Nahrstoffen aus den beschidigten Zellen die Nahrstoffversorgung von D. bryoniae
gewihrleistet ist. Intakte Kiirbisbldtter, die nach der Inokulation wiederholt mit Nahrstoffen bespriiht wurden,
zeigten dhnlich hohe Infektionsraten wie beschidigte Kiirbisblatter (Svedelius und Unestam 1978). Diese
Untersuchungen stiitzen die Ergebnisse aus den Vorinfektionsversuchen, bei welchen die Blétter vor der
Inokulation mittels Skalpell mechanisch verletzt wurden. Bei all diesen Bléttern bildeten sich innerhalb weniger
Tage Blattflecken, die sich zunehmend ausbreiteten und vom Rand her stark einrollten. Unterschiede zwischen
den Infektionen von jungen und alten Bléttern unter Freilandbedingungen konnten leider nicht festgestellt
werden, da ein Grofteil der alten Blatter bei der Bonitur nicht mehr gefunden werden konnte. Es zeigten jedoch
sowohl die jungen als auch die dlteren (gefundenen) Blétter die typischen Blattfleckensymptome, obwohl keine
der beiden Gruppen zuvor mechanisch beschéadigt wurde. Ein potentieller Grund dafiir konnten ein erhdhter
Infektionsdruck gegen Ende der Vegetationsperiode gewesen sein. Da es sich um eine polyzyklische Erkrankung
handelt reichen laut Keinath (2008) bereits geringe Inokulumsmengen aus, um am Ende der Vegetationszeit eine
flichendeckende Entwicklung der Gummistingelkrankheit zu erreichen. Untersuchungen von Van
Steekelenburg (1985) zeigten auch, dass hohere Konidienkonzentrationen die Wahrscheinlichkeit einer Infektion
verbesserten. Sofern die Sporendichte des Inokulums hoch genug ist, ist eine Verwundung der Blatter nicht mehr
notwendig (Svedelius und Unestam 1978). Laut Neergaard (1989a) sind die Konidien prinzipiell in der Lage die
Epidermis aufzul6sen, wodurch bei hoher Sporenkonzentration eine direkte Penetration der Kutikula moglich ist.
Insbesondere ohne Feuchtigkeitsfilm auf den Bléttern postulierte Van Steekelenburg (1985) jedoch eine
zehnfach hohere Konidienkonzentration um ein gleiches Infektionspotential hervorzurufen wie bei anhaltend
feuchten Blattern. Eine Abhingigkeit der Infektiositdt von der vorhandenen Konidienkonzentration und der
relativen Feuchtigkeit zeigte sich auch bei der Inokulation der Blétter fiir die physiologische Messreihe, sowie
fiir die Herstellung mikroskopischer Totalpriaparate. Bei ersterer betrug die Konidienkonzentration, die in der
Literatur angegebene Konzentration von 10° Sporen/ml (Amand und Wehner 1995, Keinath 2008, Nga et al.
2010). Bei der Inokulation der Blatter fiir die Herstellung der mikroskopischen Totalpraparate hingegen war die
Konzentration um ein tausendfaches erhoht. Des Weiteren wurde der Feuchtigkeitsfilm auf den Bléttern bis zur
Ernte der Blétter fiir die Totalpriparation aufrechterhalten. Wahrend die Blétter fiir die Totalpraparation zwei
Tage nach der Inokulation alle Blattflecken aufwiesen, konnten bei den Bléttern fiir die physiologische
Messreihe bei einigen inokulierten Bléttern selbst nach einigen Tagen keine wesentlichen Blattflecken

nachgewiesen werden.

Neben Wunden stellen jedoch auch natiirliche Offnungen wie Hydathoden (Yadeta und Thomma 2013) und
Stomata (Nga et al. 2010) Eintrittspforten fiir D. bryoniae dar. Die eindringenden Hyphen entwickeln sich laut
Nga et al. (2010) zu dicken intra- und interzelluldr wachsenden Hyphen, die eine Kolonisation des Blattes mit
sich bringen. Untersuchungen der Infektionswege von D. bryoniae am Totalpriparat nach Farbung mittels
Lactophenolblau zeigten, dass neben den Stomata eventuell auch die Trichome als Eintrittspforten dienen

konnten. Ein GroBteil der Trichome wies intrazellulédr wachsende Hyphen von D. bryoniae auf. Gusmini et al.
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(2005) vermuten ebenfalls, dass D. bryoniae iiber beschiddigte Trichome in das Innere der Blétter vordringen
kann. Die Beschiadigung scheint jedoch wiederum essentiell zu sein, da laut Chiu und Walker (1949) gekeimten
Pyknosporen nicht in der Lage waren die intakte Basis eines Trichoms zu penetrieren. Eine Beschadigung der
Trichome fand bei der Durchfiihrung der Préparation zum Totalpriparat zwar nicht explizit statt, erfolgte jedoch

hochstwahrscheinlich durch Beriihrung der Blétter mittels Pinzette im Zuge der zahlreichen Praparationsschritte.

Neben der Untersuchung der Blattinfektionen sollte durch die Inokulation der Blatter eine mogliche Ausbreitung
einer bestehenden Infektion auf den Blattstiel untersucht werden. Bei acht von zehn gefundenen unter
Freilandbedingungen inokulierten jungen Blattern, sowie bei allen gefundenen inokulierten alten Bléttern waren
die Blattstiele im Stadium einer Féule oder bereits vertrocknet. Im Vergleich dazu wiesen nicht inokulierte
Blitter gesunde Blattstiele auf. Eine Ausbreitung iiber die Geféafibiindel vom infizierten Blatt in den Blattstiel
wire eine Moglichkeit. Laut Yadeta und Thomma (2013) gelangen vaskulédre Pathogene iiber die kortikalen
Zellen der Stingel und einem interzelluliren Wachstum der Hyphen zu den vaskuldren Parenchymzellen. Von
dort erfolgt eine Kolonisation des Xylems (Yadeta und Thomma 2013). Neergaard (1989b) konnte Hyphen in
Bliitengewebe von Kiirbis jedoch nur ab und zu in Phloem und Xylem Elementen beobachten. Lediglich einmal
konnte eine Hyphe in einer Siebrohrenzelle gefunden werden. Im Unterschied dazu wies Neergaard (1989a)
Hyphen von D. bryoniae in unterschiedlichen Geweben von Kiirbisstangeln nach. Er fand Hyphen sowohl in
epidermalen, parenchymatischen, sowie sklerenchymatischen Zellen, als auch im Xylem. Ebenso beschreibt
Huss (2007) ein Wachstum von D. bryoniae Hyphen in Wasser leitenden Elementen der Blattstiele. Das
Wachstum im vaskuldren Gewebe fordert die Verbreitung des Pathogens und bietet Schutz unter trockenen
Wetterbedingungen (Neergaard 1989a). Studien zufolge kolonisieren vaskulére Pathogene vor allem das
Néhrstoff-arme Xylem, da die lebenden Zellen des Phloems zwar reicher an geldsten Stoffen (z.B. Zucker) sind,
jedoch der hohe ostmotische Druck die Penetration erschwert. Die toten Tracheen hingegen weisen einen relativ
niedrigen osmotischen Druck auf, wodurch ein Eindringen der Hyphen im Vergleich zu den Siebrohren
erleichtert ist. Sind die Hyphen erstmal im Xylem etabliert, folgt eine starke Ausbreitung der Infektion in der
Pflanze (Yadeta und Thomma 2013). Diese Ausbreitung iiber das Xylem ist jedoch nur bei empfanglichen
Pflanzen moglich, da resistente Pflanzen eine Produktion von Tylose (blasenartigen Auswiichse innerhalb des
Xylems; ausgebildet von Xylem anliegenden Parenchymzellen) rechtzeitig induzieren, welche die Gefalle
verstopfen und dadurch die Pilzhyphen einschlieBen. Solange die Anzahl der betroffenen Gefédfe limitiert ist,
bleibt ein Trockenstress der Pflanze aus. In Empféanglichen Pflanzen hingegen kann die gebildete Tylose keinen
Pfropfen bilden, der den Pilz an der weiteren Ausbreitung hindern wiirde (Yadeta und Thomma 2013). Unter
anderem spricht auch der Prozess des Abknickens der faulen Blattstiele fiir eine vaskulédre Invasion von D.
bryoniae in Xylemzellen. Im Xylem, welches neben seiner Hauptfunktion des Langstreckentransports von
Wasser auch der mechanischen Verfestigung des Gewebes dient (Yadeta und Thomma 2013), kommt es durch
eine Faule im vaskuldren System zum Verlust der Stingel- bzw. Blattstielkonsistenz und schlussendlich zu
einem Abknicken dieser (Huss 2007). Eine Feststellung der Richtung der Ausbreitung von D. bryoniae tiber die
Gefafbiindel konnte leider nicht eindeutig herausgefunden werden, da bei den meisten infizierten Blattstielen
und Stingelabschnitten ein Ubergang in die benachbarten Internodien nicht stattgefunden hat. In manchen Fillen
zeigten die Blattstiele und Stidngel jedoch beiderseits der mittig gesetzten Inokulationsstelle Symptome. Dies
wiirde fiir eine basipetale und akropetale Ausbreitung der Infektion sprechen, wie sie Neergaard (1989a)
beobachtet hatte. Er vermutete jedoch, dass Symptome unterhalb der ersten Infektionsstelle eine Folge von

Sekundirinfektionen durch Sporenverbreitung sind. Diese Vermutung deckt sich durch Beobachtungen von Huss
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(2007), der einen Fortschritt der Symptomentstehung von den éltesten Blattstielen hin zu den jiingeren beschrieb.
Insbesondere bei den inokulierten Blattstielen konnte eine Ausbreitung der Infektion in die Blattflache (Blatt
komplett vertrocknet, Nachweis von D. bryoniae Fruchtkoérpern auf der Blattspreite) nachgewiesen werden,
wihrend in den meisten Féllen der Knotenpunkt der Infektion eine Grenze setzte. Haufig konnte an den Grenzen
der infizierten Blattstiele zum gesunden Stingelgewebe eine braunliche Zone erkannt werden, die scheinbar eine
Barriere fiir die Ausbreitung der Infektion darstellte. Des Weiteren konnten diese isolierenden bréunlichen
Zonen um verschlossene, oberflichliche Wunden, sowie massivere Hagelschidden gefunden werden, welche mit
Fruchtkoérper von D. bryoniae besiedelt waren. Ein &hnliches Phdnomen beschrieben Huss und Pucher (2007) an
den Friichten, bei welchen isolierende Geweberinge D. bryoniae an der Ausbreitung hinderten. Neergaard
(1989b) beschreibt die Anwesenheit von granuldren Substanzen in gewissen Zellen, die eine abgrenzende
einzellige Schicht zwischen infiziertem und nicht infiziertem Wirtsgewebe bildeten. Diese Substanzen konnten
sowohl in Friichten, als auch im Griffel und im Narbengewebe gefunden werden (Neergaard 1989b). Ob es nun
einen Zusammenhang zwischen diesen granuldren Substanzen und den, in diesen Féllen beobachteten Zonen gibt
bzw. ob diese Zonen nun tatsichlich einen isolierenden Effekt haben, oder ob sie bereits erste Anzeichen einer
ausbreitenden Infektion sind, bleibt ungeklart.

Anhand der Freilanduntersuchungen der Stingel- und Blattstielinokulationen kam die Vermutung auf, dass sich
die Hyphen vor allem in den Xylem-Elementen des Leitgewebes befinden und sich tiber diese auch verbreiten.
Diese Theorie der Verbreitung des Pilzes entlang der Leitbahnen wurde bereits von Neergaard (1989a)
formuliert, der in dieser Art der Verbreitung einen Uberlebensmechanismus unter trockenen klimatischen
Bedingungen und niedrigen Sporenkonzentrationen sah. Laut Keinath (2011) zeigt D. bryoniae nach
erfolgreicher Infektion eine gewisse Toleranz gegen Austrocknung. Die Untersuchungen von infizierten Bléttern
anhand von Totalpréiparaten zeigten anschlieBend das Vorhandensein von Hyphen innerhalb des Leitgewebes. In
der Frucht konnten Hyphen vor allem im parenchymatischen Gewebe nachgewiesen werden. Dies deckt sich
sehr gut mit Dokumentationen von Neergaard (1989a), der Hyphen in unterschiedlichsten Gewebetypen
nachweisen konnte. Er fand Hyphen in der Epidermis, im Xylem und im Sklerenchym, dass vor allem bei den
Stangeln und Blattstielen eine Stiitzfunktion darstellt. Des Weiteren dokumentierte Neergaard (1989a) ein
starkes Hyphenwachstum im parenchymatischen Gewebe. Die Penetration der Frucht, sowie der Nachweis der
Hyphen in epidermalem Gewebe konnten in diesem Fall nicht mehr verfolgt werden, da die Epidermiszellen, die
Zellen des Exokarps, sowie einige wenige Zellschichten des darunter liegenden Mesokarps bereits komplett
aufgeloste Zellwinde aufwiesen, wodurch der Verlauf der Hyphen in diesen Zellschichten nicht verfolgt werden
konnte. Im Parenchym hingegen konnte ein dichtes Geflecht aus intrazelluldr wachsende Hyphen mit
unterschiedlichen Durchmessern beobachtet werden. Dieser Hyphen Dimorphismus wurde bereits im Rahmen
von Untersuchungen der Kiirbisbliiten (Neergaard 1989b) und bei Untersuchungen des Stéingel-Gewebes von
Kiirbis (Neergaard 1989a) dokumentiert. In der Bliite konnten Hyphen mit unterschiedlichen Durchmessern in
der Narbe, im Griffel, in der Samenanlage, sowie in der Frucht nachgewiesen werden (Neergaard 1989b).
Messungen der Dicke der Hyphen (2,5-10 pm) im Rahmen der morphologischen Untersuchungen deckten sich
mit den Dokumentationen von Neergaard (1989b), welcher Hyphen mit unterschiedlichen Dimensionen von 2,4-
12,8 um beschrieb. Hinter den unterschiedlichen Durchmessern der Hyphen vermutet Neergaard (1989a) zwei
essentielle Funktionen. Die diinnen Hyphen bezeichnet er als sogenannte ,,runner Hyphen®, da sie vor allem in
der ErschlieBung neuen Wirtsgewebes eine Rolle spielen sollen (Neergaard 1989a) und dadurch die dicken

Hyphen mit Néhrstoffen versorgen konnen (Fellwos 1928). Die dicken Hyphen hingegen (,,feeder Hyphen®)
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sollen hauptséchlich fiir die Absorption und Speicherung von Nihrstoffen verantwortlich sein (Neergaard
1989a). Auffillig waren bei den Untersuchungen auch kugelrunde, relativ groe Strukturen im Cytoplasma der
Hyphen, die bei Farbung mit Bodipy unter Anregung bei 505nm griin fluoreszierten. Aufgrund der unpolaren
Struktur von Bodipy bindet der Fluoreszenzfarbstoff an lipophilen Strukturen und kann daher als Marker fiir Ol
und andere unpolare Lipide herangezogen werden (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/D3922
Stand 26.4.2016). Derartige Oltropfen wurden bereits bei Zitter et al. (1996) als Merkmal der ,,Football-
formigen* Konidien von Phomopsis cucurbitae beschrieben, bei welchen an beiden Ende jeweils ein Oltropfen
vorkommt. Bei genauerem Betrachten von Bildtafel 21 Abbildung C kann man ebenfalls erkenne, dass héaufig
jeweils ein Oltropfen nahe der Septen liegt. Diese Oltropfen dienen Pilzen neben Glykogen bekanntermafen als
Reserve-Néahrstoff Stock (http://biologyboom.com/kingdom-fungi/ Stand 25.4.2016). Bei geringen
Nahrstoffkonzentrationen auf intakten Blattoberflichen konnten Svedelius und Unestam (1978) zeigen, dass die
Infektiositdt von D. bryoniae beeintrachtigt wird. Bei ausreichender Néhrstoffversorgung (in vitro durch
Bespriihen intakter Blétter mittels Kiirbisblatt-Extrakt, in vivo durch Freisetzung von Néhrstoffen aus
beschédigten Zellen im Rahmen von Verwundungen) hingegen kommt es ohne vorherige Keimschlauchbildung
zur direkten Formierung von dicken, zur Nahrstoffaufnahme befdhigten Hyphen, die mit Vakuolen und
Oltropfen gefiillt sind (Svedelius und Unestam 1978). Innerhalb des Wirtsgewebes lebt D. bryoniae als
nekrotopher Pilz und produziert zahlreiche Enzyme wie Pektinmethylesterase, Cellulasen (Neergaard 1989a),
Polygalakturonasen, Amylasen, Lipasen, Proteasen und Ureasen (Tsay, Tzen und Tung 1996, Neergaard 1989a),
die einerseits fiir den Abbau der Wirtszellen verantwortlich sind und andererseits wichtige Nahrstoffquellen

erschlieBen konnen. Die Ausbreitung von einer zur nichsten Zelle erfolgt iiber direkte Penetration.

Der direkte Vergleich der drei Inokulationsvarianten der Stingel (Injektion von D. bryoniae Konidiensuspension
in die Markhohle, Bespriihen der Stingelabschnitte mit D. bryoniae Konidiensuspension und Applikation von D.
bryoniae Konidiensuspension auf der Stingelunterseite) zeigte, dass ein Bespriithen ohne vorhergehende
Verletzung des Stingelabschnittes zu keiner Infektion fiihrte, wéhrend bei direkter Injektion der
Konidiensuspension eine geringe Anzahl der Stingelabschnitte eine Gummistangelkrankheit entwickelte. Offene
Wunden scheinen daher fiir D. bryoniae insbesonder unter heilen und trockenen Wetterbedingungen essentiell
zu sein. Neergaard (1989b) konnte 1989 zwar zeigen, dass Konidien prinzipiell in der Lage sind, die Epidermis
aufzuldsen und vor allem bei hohen Sporenkonzentrationen iiber direkte Penetration der Kutikula in die
Wirtspflanze vorzudringen, jedoch Wunden und natiirliche Offnungen als Eintrittspforten bevorzugt werden
(Neergaard 1989b). Die Wunden konnen sowohl durch biotische (vor allem Verwundung durch andere
Pathogene) als auch durch abiotische Faktoren (z.B. mechanische Verletzungen durch Umwelteinfliisse wie
Hagelschlag) verursacht werden (Agrios 1988). Der Versuchsansatz mit Besprithen der Stingelunterseite
resultierte in einem Fall in einer Infektion des Stidngelabschnittes. Dies konnte eventuell auf einen etwas langer
anhaltenden Feuchtigkeitsfilm auf dem Sténgel zuriickzufiihren sein, der die Wahrscheinlichkeit einer Infektion
erhoht (Carol und Randall 1991, Van Steekelenburg 1985). Da jedoch lediglich einer der zehn inokulierten
Sténgel eine Infektion aufwies, kann daraus geschlossen werden, dass frische Wunden unter heilen und
trockenen Wetterbedingungen von noch groferer Bedeutung sind, als bei optimalen Temperatur- und
Feuchtigkeitsbedingungen fiir den Pilz. Ein Vergleich der Inokulationsmethoden der Blattstiele brachte keine
groflen Unterschiede zwischen den Inokulationsvarianten.

Im Rahmen der vierten Inokulationsvariante der Stingel sollte herausgefunden werden, ob vorhandene Wunden

die Wahrscheinlichkeit einer D. bryoniae Infektion erhdhen. Ahnlich wie bei den vorhergehenden
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Versuchsansitzen zeigten die intakten Stéingelabschnitte (Hagel-) keine Anzeichen von Infektionen.
Oberfléachliche, kleine Abschiirfungen der intakten Stingelabschnitte wiesen zwar vereinzelt Fruchtkorper von
D. bryoniae auf, waren jedoch ansonsten vollkommen vital. Wiederum scheint das Vorhandensein von frischen
Wunden insbesondere unter den heiflen und trockenen Wetterbedingungen essentiell zu sein. Untersuchungen
der Hagel+ Sténgelabschnitte bestétigten die Notwenigkeit von frischen Wunden. Sowohl massivste
Hagelschéden, als auch oberflachliche Verletzungen, die bereits vor der Inokulation durch Sekundérgewebe
verschlossen waren, stellten keine Eintrittspforten fiir D. bryoniae dar. Praventionsmainahmen gegen post Ernte
Schwarzfaule empfehlen unter anderem auch ein Aushérten der Speisekiirbisse bei 23-29°C, um eventuell
vorhandene Wunden zu schlieBen (http://www.extento.hawaii.edu/kbase/crop/type/d bryon.htm Stand
8.4.2016). Ebenso schreibt Zitter (1992), dass sich verwundete Areale unter geeigneten Bedingungen durch die

Produktion von Korkgewebe selbst verschlieBen konnen.

Potentielle Eintrittspforten fiir D. bryoniae sind unter anderem auch Narbe und Griffel (Neergaard 1989b). Unter
Freilandbedingungen waren elf der fiinfzehn untersuchten Bliiten/Bliitenstiele infiziert bzw. bereits vertrocknet.
Lediglich drei wiesen keine Infektion auf und konnten gesunde Friichte ausbilden. Bei den Untersuchungen fiel
auf, dass die weiblichen Kiibisbliiten innerhalb kiirzester Zeit (ein bis zwei Tage nach der Bliite) von den
Fruchtansitzen getrennt waren. Die Keimung der Konidien auf den Papillen der Bliiten findet laut Neergaard
(1989b) bereits innerhalb weniger Stunde nach der Inokulation statt, wobei die Keimhyphe dem Weg des
Pollenschlauches durch Narbe und Griffel folgt. Fiir den Weg von der Bliite in die Frucht benétigt der Pilz
jedoch zwei Tage (Ferguson et al. 2009). Der relativ rasche AbstoBungsprozess der Bliite kann daher eine
Infektion in manchen Féllen moglicherweise verhindern. Des Weiteren konnte Neergaard (1989b) feststellen,
dass es bei hohen Sporenkonzentrationen und bestdubten Bliiten zu einem Wettkampf zwischen Keimhyphe und
Pollenschlauch kommen kann. Dieses Phianomen konnte die zweigeteilte Entwicklung des Inokulationsversuches
der weiblichen Bliiten unter relativ hohen Sporenkonzentrationen (10° Sporen/ml) erkliren. Einerseits konnten
sich Friichte entwickeln, die keine Anzeichen einer Infektion aufwiesen und andererseits konnten komplett
vertrocknete Friichte gefunden werden. Diese vertrockneten Friichte waren im Durchmesser sehr klein, was auf
eine rasche Ausbreitung von D. bryoniae unmittelbar nach der Befruchtung und einer Hemmung des Wachstums
der jungen Frucht schlielen lasst. Beeintrdchtigungen des Fruchtwachstums im Zuge der
Gummisténgelkrankheit nach D. bryoniae Befall sind bereits ldnger bekannt (Huss 2014b). Ebenso kann ein
Verstopfen des Xylems durch Pathogen Biomasse Trockenstress in der Pflanze hervorrufen (Yadeta und
Thomma 2013), wodurch die Friichte klein bleiben. Genaue Untersuchungen der Ausbreitung der Infektion von
der befruchteten Bliite in die Frucht waren jedoch nicht moglich, da zum Zeitpunkt der Bonitur das Endstadium
der Infektion bereits erreicht war. Laut Neergaard (1989b) beschreitet jedoch die Hyphe nach der Durchquerung
von Narbe und Griffel den Weg durch das Pollenschlauch-Wachstum lenkende Gewebe in die oberen Teile der
Frucht, wo sie den Féaulnisprozess des Fruchtfleisches einleitet. Die Sporenkonzentration scheint auch fiir die
Entwicklung einer internen Fruchtfiule entscheidend zu sein. Laut Ferguson et al. (2009) kommt es unter hohen
Sporenkonzentrationen haufiger zur AbstoBung von Friichten, wihrend unter niedrigeren Sporenkonzentrationen
die Wahrscheinlichkeit einer internen Fruchtfaule steigt. Dies wiirde erkldren, warum bei mehr als der Halfte der
inokulierten weiblichen Bliiten keine Frucht ausgebildet wurde. Die Bliiten waren in diesen Fallen von den
Bliitenstielen getrennt. Die Bliitenstiele waren in allen Fallen komplett vertrocknet und mit Fruchtkérpern von D.
bryoniae tibersiht. In manchen, jedoch nicht in allen Fallen konnte eine Infektion des angrenzenden

Stangelabschnittes dokumentiert werden. Ob diese Stingelabschnitte tatsdchlich durch eine Ausbreitung der
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Infektion von den infizierten Bliitenstielen betroffen waren, oder ob sie durch Sekundérinfektionen von auf3en
infiziert wurden bleibt zu diesem Zeitpunkt ungeklart.

Neben Narbe und Griffel sind die Nektarien eine weitere natiirliche Offnung, iiber die D. bryoniae eine Infektion
auslosen kann (Neergaard 1989b). Da sowohl die ménnlichen als auch die weiblichen Bliiten des Kiirbisses fiir
die Anlockung von Bestdubern reich an Nektar sind (Teppner 2000) spielen die Nektarien bei den mannlichen
Bliiten vermutlich eine wichtige Rolle als Eintrittspforte von D. bryoniae. Inokulationen der médnnlichen Bliiten,
sowie der mannlichen Bliitenstiele im Rahmen der Freilandversuche fiihrten in allen Fallen zu infizierten
Bliitenstielen. Jedoch zeigte der angrenzende Sténgel nur bei einem Drittel der inokulierten Bliiten Anzeichen

einer Infektion.

Von vaskuldren Pathogenen ist bekannt, dass sie bodenbiirtig sind und meist iiber die Wurzeln tiber Wunden
oder Rissen an lateralen Seitenwurzeln in die Pflanzen eindringen (Yadeta und Thomma 2013). Laut Huss
(2011a) kann D. bryoniae bis zu zwei Jahre im Boden iiberdauern und konnte auch schon in den Wurzeln
nachgewiesen werden. Des Weiteren ist eine Samenbiirtigkeit von D. bryoniae bei C. pepo und Wassermelone
und der Ausbruch einer Gummistingelkrankheit bei Wassermelonen Keimlingen im Gewachshaus gut bekannt
(Keinath 2013a). Im Zuge des Keimungsversuches der Samen nach Inokulation mit D. bryoniae
Konidiensuspension sollte die Auswirkung einer Infektion auf Keimpflanzen festgestellt werden. Leider konnten
unter Freilandbedingungen keine Trends festgestellt werden, da aufgrund des heiflen, trockenen Wetters wenige
bis gar keine Samen keimen konnten. Bei den aufgegangenen Kontrollpflanzen konnten jedoch keine
Blattflecken diagnostiziert werden, wihrend bei allen Keimpflanzen, die sich aus inokulierten Samen
entwickelten, runde bis irregulir geformte Blattflecken abzeichneten. Dabei fiel auf, dass die Blattflecken stets
auf den Innenseiten der Keimblatter zu finden waren, welche bei der Keimung zuerst aus der Samenbhiille
gedriickt werden. Die Vermutung liegt daher nahe, dass die auf der Oberflache der Samen haftenden Sporen bei
der Keimung der Samen auf die Keimblatter abgestreift werden und zwischen den zahlreichen feinen Haaren
haften bleiben. Die entstandenen Symptome stimmten mit jenen aus den Versuchen der Empfanglichkeit der
Keimlinge gegeniiber D. bryoniae von Chiu und Walker (1949) iiberein. Sie beschrieben grau-griine spiter
dunkelbraun werdende runde oder irregulédr geformte Flecken, die im fortgeschrittenen Stadium zu einer Faule
des gesamten Blattes fiihren konnten (Chiu und Walker 1949). In manchen Féllen konnten auch tropfenformige
Absonderungen von bernsteinfdrbigen Substanzen im Bereich der Blattflecken auf den Keimbléttern des
Olkiirbisses festgestellt werden. Dieses Phanomen des Gummiflusses konnte bereits bei Chiu und Walker (1949)
im Bereich der Inokulationsstellen bei Wassermelonen, sowie bei Ferguson et al. (2009) als bernsteinfarbiges,
gummiartiges Saftexudat bei infizierten Stdngeln und im Zentrum von Lisionen bei Friichten beobachtet werden.
Gummosis ist insbesondere auch bei Obstbdumen in Bezug auf Infektionen ein hiufig dokumentiertes Symptom
und wird beispielsweise sowohl an Pfirsichbdumen nach Botryosphaeria dothidea (Weaver 1974,
www.ent.uga.edu/peach/peachhbk/fungal/fungal.pdf Stand 11.4.2016), als auch bei Marille nach Eutypa
armeniacae (Carter 1957), Botryosphaeria dothidea (Li et al. 1995) und Lasiodiplodia theobromae (Li et al.
1995) beobachtet. Ebenso ist eine bakterielle Gummosis bei Kirschen bekannt (Wilson 1931). Das Auftreten
dieses bernsteinfarbigen, gummiartigen Saftes scheint somit eine eher unspezifische Reaktion von Pflanzen auf
Pathogen Befall zu sein.

Huss (2014b) beschreibt bei Kiirbissen in manchen Fillen ein Auftreten von Fruchtkérpern von D. bryoniae

bereits auf den Keimbléttern. Wassermelonen hingegen scheinen prinzipiell jedoch empfénglicher fiir D.
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bryoniae zu sein, wie Infektionsstudien durch Bespriihen der Keimblatter mit Sporensuspension von Chiu und
Walker (1949) zeigten. Im Zuge von Studien konnten Chiu und Walker (1949) eine direkte Penetration bei
unverletzten Keimblédttern der Wassermelone beobachten, wihrend diese beim Kiirbis ausblieb. Dort kam es
zwar auf der Oberseite der Keimblétter zu einem Wachstum der Keimschlduche der Pyknosporen, eine
Penetration blieb jedoch vollkommen aus. Auf der Unterseite der Kiirbiskeimblatter fand von Zeit zu Zeit eine
Penetration in den Interzellularraum statt. Chiu und Walker (1949) postulieren jedoch generell auch, dass es zu
einer schnellen Zunahme der Resistenz mit fortscheitendem Alter der Blatter kommen wiirde, was sich mit
Ergebnissen anderer Studien beziiglich einem Vorhandensein von Wunden als Notwendigkeit fiir die
Entwicklung einer Infektion bei élteren Blittern (Van Steekelenburg 1985) sehr gut decken wiirde. Unter
Laborbedingungen fiihrte der Keimungsversuch der Samen nach Inokulation mit D. bryoniae zu extremen
Unterschieden zwischen inokulierten und nicht inokulierten (Kontrollen) Samen. Wihrend diese im ersten
Versuchsansatz eine relativ hohe Keimrate aufwiesen, konnten beide inokulierten Samenansétze keine
Keimlinge hervorbringen. D. bryoniae verhindert somit scheinbar die Keimung der Samen. Ein kompletter
Ausfall der Samenkeimung wird jedoch unter natiirlichen Bedingungen kaum vorkommen, da so hohe
Sporenkonzentrationen in der Natur (Neergaard 1989b) und somit auch auf den Samen nicht vorkommen. Eine
geringere Keimrate (35 %) der Kontrollen bei der Versuchswiederholung unter Laborbedingungen ist vermutlich

auf ein zu fortgeschrittenes Alter des Saatguts zuriick zu fithren.

Die Inokulationsversuche der dlteren Friichte fiihrten ebenfalls zu dem Schluss, dass Wunden essentiell fiir die
Ausbildung der externen Fruchtfiule sind. Vergleicht man den Inokulationsversuch der élteren Friichte ohne
Verwundung mit jenem mit mechanischer Verwundung wird man erkennen, dass D. bryoniae sich nur bei den
verwundeten Friichten ansiedeln konnte. Laut Svedelius und Unestam (1978) begiinstigen mechanische
Verletzungen das Eindringen von D. bryoniae mehr aufgrund der Freisetzung von Nahrstoffen aus den
beschidigten Zellen als durch die Beschéidigung der Cutin-Schutzschicht. Ahnlich wie bereits bei den Blittern
zeigten Studien an Friichten, dass Verwundung fiir den Ausbruch von externer Fruchtfaule ausschlaggebend ist.
Hierbei scheinen der Durchmesser, sowie die Tiefe der Verletzung von Relevanz zu sein (Van Steekelenburg
1982). Van Steekelenburg (1982) zeigte, dass unverwundete Friichte sowie Friichte nach Punktur mit einer
Nadel mit 1 mm Durchmesser keine Fruchtfiule ausbildeten, wiahrend Verwundungen mittels Korkbohrer
(Durchmesser 5 mm) zur externen Fruchtféule fiihrte. Dabei nehmen laut Van Steekelenburg (1982) der
prozentuelle Anteil der Lasionen, sowie der Durchmesser der Lésionen mit zunehmender Tiefe der Verwundung
zu. Aufgrund dieser Untersuchungen postulierte Van Steekelenburg (1982), dass die Schale eine mechanische
bzw. physiologische Barriere gegeniiber Pilzinfektionen darstellt. Trotz einer ausreichend tiefen Verwundung
(ca. 2,5 bis max. 5 mm) und grofflachigem Durchmesser der Verwundung waren, die im Bereich der
Verwundungsstelle mit Fruchtkdrpern iibersdten Friichte jedoch vollkommen vital. Eine Méglichkeit wire, dass
die vorherrschenden Wetterbedingungen (hohe Temperaturen und Trockenheit) die Keimung der Pyknosporen
verlangsamt. Untersuchungen von Carol und Randall (1991) zeigten, dass bei iiber 30°C die Anzahl der
gekeimten Konidien nach vier bis acht Stunden bei 20 bis 40 % liegt, wihrend sie bei Temperaturen zwischen
20-28°C 30-60 % betrdgt. Die, durch die Verringerung der Geschwindigkeit der Keimung gewonnene Zeit
konnte fiir die Ausbildung eines provisorischen Wundverschluss des Kiirbisses ausreichen. Bei den
Freilanduntersuchungen fiel bei den mechanisch verwundeten Friichten die extrem rasche Ausbildung einer
Schutzschicht iiber die frische Wunde auf. Innerhalb eines Tages war die Wunde durch den Austritt von klaren

bis milchigen tropfenformigen Substanzen verschlossen. Noch am selben Tag waren diese Substanzen Grofiteils
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wieder ins Gewebe zuriick eingesunken, wodurch sich eine relativ glatte Oberfldche gebildet hatte. Am vierten
Tag nach der Verwundung waren Fruchtkorper von D. bryoniae auf der bereits dunkelorange geférbten,
verschlossenen Wunde zu erkennen. Interessant war dabei auch, dass das iiberschiissige Wundmaterial mit der
Zeit rissig wurde und anschliefend samt der darauf gebildeten Fruchtkdrper von der verschlossenen Wunde
abblitterte. Ob dies nun ein spezialisierter Mechanismus zum Entfernen der Fruchtkorper von der Frucht und
dadurch zum Vermindern des Sekundérinfektionsdruckes aufgrund von reifen Sporen darstellt oder ob die Risse
durch die lange anhaltenden hohen Temperaturen zustande kamen bleibt jedoch ungeklart.

Die Inokulation der jungen Friichte hingegen scheint weniger von Verwundung abzuhdngen. Hier wiesen unter
denselben heilen und trockenen Wetterbedingungen zumindest etwas mehr als die Hélfte der inokulierten
Friichte Symptome einer Faule bzw. waren zum Zeitpunkt der Bonitur bereits vollkommen vertrocknet. Ob die
Féule in diesen Fillen tatséchlich von D. bryoniae ausgegangen war, konnte im Nachhinein nicht
herausgefunden werden. Neben diversesten Schwirzepilzen, sowie Bakterien konnten mikroskopisch jedoch
auch asexuelle und sexuelle Sporen von D. bryoniae festgestellt werden. Neergaard (1989a) zeigte bereits an
Blittern, dass die Konidien prinzipiell in der Lage sind die Epidermis aufzuldsen, wodurch es bei hoher
Sporenkonzentration zu einer direkten Penetration der Kutikula kommt. Laut Zhang et al. (2014) spielen
Zellwand abbauende Enzyme bei der Ausbildung einer Infektion eine wesentliche Rolle. Diese Enzyme
verdndern die Struktur der Zellwand und erhéhen dadurch die Verfiigbarkeit der Zellwandkompontenten
(Substrate) fiir andere Enzyme (Kikot et al. 2009). Studien zufolge sind Pektinasen auch hiufig die ersten
Enzyme, die bei Kultivierung von Pilzen auf Zellwénden gebildet werden (Kikot et al. 2009). Laut Zhang et al.
(2014) konnten sowohl in Schiittelkulturen mit Cantaloupe-Melonengewebe als einzige Kohlenstoffquelle als
auch in D. bryoniae gefaultem Gewebe Aktivitdten von Polygalacturonasen, 3-Galactosidasen und Cellulasen
festgestellt werden. Zusétzlich konnten Aktivitdten von Pektin Lyasen und Pektatlyasen in D. bryoniae
gefaultem Gewebe detektiert werden, wobei simtliche Enzym-Aktivitidten (sowohl in Kultur als auch im
gefaulten Gewebe) fiir hoch virulente Stimme hoher waren im Vergleich zu moderat virulenten Isolaten (Zhang
et al. 2014). Da Polygalcaturonaseaktivititen lediglich in gefaulten Friichten, nicht jedoch in gesunden
nachgewiesen werden konnte, schrieben Zhang et al. (1999) das Vorhandensein der Polygalacturonase und deren
Aktivitat D. bryoniae zu. Chilosi und Margo (1998) fanden bereits in ungekeimten Sporen unter anderen vier
basische Pektin-Lyasen. Sie beobachteten einen durch D. bryoniae induzierten Anstieg des pH Wertes im
Wirtsgewebe, der vermutlich aufgrund einer erhohten Aktivitdt der Pektin Lyasen bei der Induktion der
Pathogenese eine wichtige Rolle spielt (Chilosi und Margo 1998). Trotz dieser Fahigkeit der direkten Penetration
konnten unter Freilandbedingungen etwas weniger als die Hélfte der jungen Friichte nicht infiziert werden, da
vermutlich auch in diesen Fillen durch die vorherrschenden Umgebungsbedingungen (hohe Temperaturen,
Trockenheit, kein anhaltender Feuchtigkeitsfilm auf der Oberflache der Friichte) erschwerte

Infektionsbedingungen fiir D. bryoniae vorlagen.

Bei den vier Inokulationsvarianten der dlteren Friichte (dltere Friichte mit kiinstlicher Verletzung und ohne
Abdunkelung der Inokulationsstelle, dltere Friichte mit kiinstlicher Verletzung und Abdunkelung der
Inokulationsstelle, dltere Friichte ohne kiinstliche Verletzung und ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle,
dltere Friichte ohne kiinstliche Verletzung mit Abdunkelung der Inokulationsstelle) resultierte die Variante mit
kiinstlicher Verletzung, sowie mit Abdunkelung der Inokulationsstelle in den meisten Féllen in einer Faule. Im
Vergleich dazu wies die Variante mit kiinstlicher Verletzung, jedoch ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle

eine geringere Anzahl an gefaulten Friichten auf. Svedelius und Unestam (1978) konnten bereits zeigen, dass in
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kontinuierlicher Dunkelheit gehaltenen Pflanzen mit mechanisch verletzten Kiirbisbléttern bereits bei sehr
niedrigen Konidienkonzentrationen infiziert werden konnen. Die Bestrahlung der Pflanzen mit unterschiedlichen
Lichtintensititen beeinflusste die Anzahl an Konidien, die fiir eine Infektion bendtigt wurden (Svedelius und
Unestam 1978). Studien zufolge hat Sonnenlichte, insbesondere UV-B Strahlung (280-315 nm), inhibitorische
Wirkungen auf das Wachstum von Pilzen (Hughes et al. 2003). Gunasekera et al. (1997) konnte durch
Anwendung von Polyesterfilter, welche eine Exklusion von UV-B Strahlung von 75-85% bewirken, eine
Erhohung der Anzahl an reifen und unreifen Infektionsstellen im Zuge der ,,Blister Blight* Erkrankung von Tee
durch Exobasidium vexans bewirken. Hughes et al. (2003) zeigten, dass ein dreistiindiger Einfluss der
Sonnenstrahlung >287 nm die Extension der Hyphen unterschiedlicher Pilzarten im Vergleich zu dunkel
gehaltenen Kontrollen reduziert. UV-A Strahlung bewirkte Ahnliches, der Hemmeffekt ist jedoch insgesamt
geringer. Jene, in diesem Fall verwendeten Kunststofffolien (zur Aufrechterhaltung des Feuchtigkeitsfilms
wahrend der Infektion), bestehen hingegen aus UV-durchlissigem Polyethylen (Kamweru et al. 2014), wodurch
die geringere Anzahl an Infektionen beim Versuchsansatz ,,Verwundung ohne Abdunkelung der
Inokulationsstelle” im Vergleich zum Ansatz ,,Verwundung mit Abdunkelung der Inokulationsstelle* erklart
werden konnte. Ein Vergleich zwischen dem Ansatz ,,ohne Verwundung, ohne Abdunkelung der
Inokulationsstelle” mit dem Ansatz ,,ohne Verwundung jedoch mit Abdunkelung der Inokulationsstelle® zeigte
ein umgekehrtes Bild. Hier war die Anzahl der faulen Friichte beim Ansatz ohne Abdunkelung héher. Allgemein
war sie jedoch etwas niedriger als bei den Anséitzen mit Verwundung, was auf die fehlenden Eintrittspforten
(frische Wunden) zuriick zu fiihren sein konnte. Umgekehrt war die Anzahl der gesunden Friichte bei den
unverletzten Friichten hoher als bei den kiinstlich verletzten, was wiederum fiir die hdufig postulierte Theorie der
essentiellen Verwundung fiir die Ausbildung einer Infektion spricht. Betroffen sind von der UV-Strahlung vor
allem oberflachlich wachsende Hyphen, wihrend jene im Substrat von den Einfliissen der Sonnenstrahlung
geschiitzt zu sein scheinen. Hughes et al. (2003) konnten fiir Mortierella parvispora eine Reduktion des
Hyphenwachstums von 100% feststellen, wihrend jene von Phoma herbarum um 33% reduziert war. Die
Extension der submers liegende Hyphen hingegen war fiir Mortierella parvispora um 16% und fiir Phoma
herbarum lediglich um 12% reduziert. Ist eine Infektion nun erstmal gegliickt, hat die Sonneneinstrahlung kaum
mehr Auswirkungen auf die Ausbreitung des Pathogens. Gunasekera et al. (1997) vermuten, dass Pathogene
nach der Penetration durch das Wachstum im Wirtsgewebe von direkter UV -B Strahlung geschiitzt sind,
wodurch die Ausdehnung von Symptomen unbeeinflusst der UV-Strahlung von statten geht. Durch Einsatz von
UV-Filter zeigten Caesar und Pearson (1983) unter Freilandbedingungen eine Verminderung der Sterblichkeit
der Ascosporen von Sclerotinia sclerotiorum auf Bohnenblittern. Effekte des Sonnenlichts auf die Keimung
bzw. das Uberleben der Sporen scheint stark von den Schutzeinrichtungen der Sporen abzuhingen. Maddison
und Manners (1972) beschrieben einen inhibitorischen Einfluss des Sonnenlicht auf die Keimung von Puccinia
striiformis, nicht jedoch auf jene von Puccinia graminis, dessen Sporen dunkelbraun pigmentiert sind. Ebenso
spricht Leach (1971) von einer hoheren Resistenz der Sporen gegen UV-Strahlung im Vergleich zu den Hyphen,
da Sporen haufig pigmentiert sind. Den hyalinen Sporen von D. bryoniae fehlt jeglicher Schutz durch
Pigmentierung, wodurch eine erh6hte Sensitivitit gegeniiber UV-Licht bzw. Sonnenstrahlung gegeben sein
konnte. Phoma herbarum zeigt beispielsweise unter UV-Strahlung innerhalb 24 Stunden eine Induktion der
Produktion von braunen Pigmenten, die UV-Schiden der Zellen vorbeugen sollen (Hughes et al. 2003). Auffallig
ist hierbei auch, dass D. bryoniae sowohl dunkelpigmentierte Pyknidien, als auch dunkelpigmentierte

Pseudothecien ausbildet. Diese dunkle Pigmentierung konnte auch hier ein Schutz der hyalinen Sporen vor UV -
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Belastung darstellen, welche bei klarem Wetter (Sonnentagen) stark erhdht ist. Die Sporen hingegen quellen nur
bei Regen aus den Fruchtkorpern (Huss 2014b), was die Theorie der Pigmentierung als Sonnenschutz
unterstiitzt, da an Regentagen eine dichte Bewdlkung die UV-Strahlenbelastung minimiert (http://www.uni-
kiel.de/med-klimatologie/uvinfo.html Stand 25.4.2016). Wahrend UV-Licht auf das Wachstum der Hyphen
(Hughes et al. 2003), sowie die Keimung von Sporen (Caesar und Pearson 1983) negative Auswirkungen hat,
scheinen diese fiir die Fruktifikation auszubleiben. Laut Hughes et al. (2003) bildet Phoma herbarum Konidien
als Antwort auf UV-Strahlung. Ebenso zeigte Leach (1962), dass eine kontinuierliche Exposition diversester
Pilze (z.B. Eppicoccum nigrum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Phoma spp. etc.) mit Licht (310-400
nm) iiber drei bis zehn Tage zur Sporulation fiihrt. Das Herausfiltern der blauen Anteile des Lichts, sowie der
nahen UV-Anteile fiihrte jedoch zu einem Ausbleiben oder starken Reduktion der Sporulation (Leach 1962). Des
Weiteren fiel bei den vier Versuchsansétzen (dltere Friichte mit kiinstlicher Verletzung und ohne Abdunkelung
der Inokulationsstelle, éltere Friichte mit kiinstlicher Verletzung und Abdunkelung der Inokulationsstelle, altere
Friichte ohne kiinstliche Verletzung und ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle, dltere Friichte ohne
kiinstliche Verletzung mit Abdunkelung der Inokulationsstelle) auf, dass alle Friichte, die eine Faule entwickelt
hatten, sogenannte Sonnenflecken aufwiesen. Bei den gesunden Friichten hingegen fehlten diese Flecken
génzlich. Auffillig war dabei, dass sich die Ausbildung der ,,Sonnenflecken* stets auf eine Seite beschréinkte.
Dabei handelt es sich vermutlich um jene Seite, die am lingsten der Sonne ausgesetzt ist bzw. den stirksten
Sonnenstunden ausgeliefert ist. Laut Huss (miindliche Mitteilung) konnten durch Aufnahmen mittels einer
Wirmebildkamera Temperaturen von 59°C auf der Oberfliche der Friichte festgestellt werden. Ahnliche
Temperaturen zeigten sich auch bei den Untersuchungen von C. pepo von Barber und Sharpe (1971), welche fiir
dunkelgriine und gelb-orange Friichte Oberflaichentemperaturen zwischen 59 und 50°C feststellten, wéhrend
weille Friichte hingegen Temperaturen von 45°C aufwiesen. Je heller die Friichte desto mehr Strahlung konnte
von den Friichten reflektiert werden. Zusétzlich konnten Barber und Sharpe (1971) zeigen, dass kleine
dunkelgriine Friichte (trotz der lediglich geringen Unterschiede des prozentuellen Anteils an reflektierter
Strahlung) eine hohere Resistenz gegeniiber Sonnenflecken zeigen als groe dunkelgriine Friichte, da die
Effizienz des konvektiven Verlustes erhoht ist, wodurch es zu einer Reduktion der Temperatur kommt. Moglich
wire, dass die Verdnderungen des Gewebes (Ausbildung von weiflen Flecken an heiflen Stellen der
Kiirbisoberflache) bei hohen Temperaturen als Schutzmafinahme eingeleitet werden, um eine weitere
Erwarmung der Friichte zu verhindern, da weifle Oberflichen am wenigsten Sonnenlicht absorbieren und
dadurch der Grad der Erwarmung wesentlich geringer ist, als bei dunklen Flachen (http://www.fis.uni-
bonn.de/recherchetools/infobox/profis/was-ist-fernerkundung/reflexion-und-absorption Stand 25.4.2016). Hinzu
kommt, dass im Vergleich zu Blittern die Anzahl der Stomata, {iber welche eine Kiihlung der Oberflache durch
Evaporation von Wasser stattfindet, bei groen Friichten eher gering ist und dadurch der Kiihlungseffekt stark
verringert ist. Es scheint als géibe es einen Zusammenhang zwischen den Sonnenflecken und einer entstehenden
Fruchtfaule. Die Untersuchungen zeigten zumindest, dass die Ausbildung von Fruchtkérpern fiir D. bryoniae
sowie anderer Schwérzepilze auf den strukturell verdnderten Oberflachen der Sonnenflecken erleichtert zu sein
scheint. Ob dieses Gewebe in spéterer Folge aufgrund der Pilze einsackt, oder aus anderen Griinden bleibt
jedoch ungeklirt. Die entstandene Fruchtfdule ist jedoch mit groBer Wahrscheinlichkeit multimikrobiellen
Ursprungs, da nach Einbruch der Fruchtwand das Fruchtfleisch auch fiir andere Pilze und Bakterien zugénglich
wird. Verdnderungen des Gewebes im Bereich der Sonnenflecken wurden teilweise bereits von Hodl (2015) im

Rahmen eines Projektlabors untersucht. Sie konnte mikroskopisch zeigen, dass die ersten flinfzehn bis zwanzig
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Zellreihen deformiert und abgeflacht sind. Zusétzlich konnte sie durch Farbungen mit FCA verholzte Zellwande
im Bereich der sechsten bis ca. fiinfzehnten Zellreihe dokumentieren. Die Zellen des Mesokarps hingegen

zeigten laut Hodl (2015) keine Verdnderungen.

Im Rahmen der Freilandversuche sollte unter anderem auch festgestellt werden, ob D. bryoniae die Menge an
ausquellenden Substanzen im Rahmen einer provisorischen VerschlieBung einer Wunde erhoht. Des Weiteren
sollte herausgefunden werden, welcher chemischen Klasse von Molekiilen die ausquellenden Substanzen
angehoren. Der erste Punkt wurde sowohl visuell direkt am Feld als auch im Labor mittels Single Radial
Diffusion Assay tiberpriift. Wahrend bei insgesamt acht der zehn Friichte bei den inokulierten
Verwundungsstellen die Menge an austretenden Substanzen eindeutig hdher war, konnte keine nicht inokulierte
Verwundungsstelle mit einer mengenmiBig Uberlegenheit an austretenden Substanzen gefunden werden.
Aufgrund dieser Beobachtung wurde die Hypothese aufgestellt, dass D. bryoniae den Austritt von Substanzen,
die an einem Wundverschluss beteiligt sind, verstirkt. Nachdem die Substanzen grofe Ahnlichkeit mit einem,
bei Obstbdumen bekanntem Phianomen des Gummiflusses zeigten und in grolen Mengen aus beschidigten
Zellen austraten, wurden Arabinogalaktan-Proteine (AGPs), die auch in der Stessresistenz eine Rolle spielen
sollen (Pickard 2013), als Verursacher dieses Wundverschlusses in Betracht gezogen.

Diese AGPs gehoren vermutlich in die Gruppe der Typ II Arabinogalaktane, zu welcher auch die
Arabinogalaktane (AGs) der Lérche und die AGs der Gummi Exudate, wie z.B. jene von Gummi arabicum
gehoren (Clarke et al. 1979). Unterschiede zwischen den einzelnen Untergruppen der Typ Il Arabinogalaktane
lassen sich laut Clarke et al. (1979) nur in der Variabilitdt der Glycosyl-Reste festlegen, die die Seitenketten
substituieren. Uber die genauen Funktionen der AGPs (Guan und Nothnagel 2004), sowie iiber die Zellen und
Gewebetypen, in denen sie vorkommen (Clarke et al. 1979) ist noch relativ wenig bekannt. Laut Guan und
Nothnagel 2004 ist eine Lokalisation von AGPs an der Plasmamembran, der Zellwand und im Medium von
Zellkulturen moglich. Aufgrund ihrer Présenz in Pektin-Fraktionen, die in der Mittellamelle vorkommen,
vermutet man fiir Arabinogalaktane auch eine Funktion als Adhésive zwischen den Zellen (Clarke et al. 1979).
Ein Vorhandensein von Typ II Arabinogalaktanen in Samen, Bléttern, Wurzeln und Friichten, sowie auch in
Nédelhdlzern, Saft- und Gummiexudaten ist schon ldnger bekannt. Insbesondere letztere kommen in vielen
Pflanzen, hauptséchlich jedoch in Angiospermen wie z.B. in den Familien Mimosaceae, Rosaceae, Meliaceae,
Apiaceae und Rutaceae vor (Clarke et al. 1979). Die Gummi-artigen Exudate von C. pepo, die im Zuge der
Verwundung auftraten, zeichneten sich durch eine leicht klebrige Konsistenz aus, wie sie auch bei Clarke et al.
(1979) fiir Gummi Arabinogalaktan-Proteine und Arabinogalaktane der Larche beschrieben wurden. Des
Weiteren beschreiben Clarke et al. (1979), dass diese klebrigen, fliissigen Tropfen zu klaren festen Gebilden
trocknen und sich mit fortschreitender Zeit visuell verdndern, was die Wissenschaftler auf Enzyme in den
Gummi Exudaten zuriickfiihren. Ein duBerst dhnliches Verhalten legten die ausgequollenen Substanzen von C.
pepo Wunden vor, die zunéchst viskdse Tropfen bildeten, spéter jedoch aushédrteten und ihre Farbe von glasig-
durchsichtig bis zu bernsteinfirbig verdnderten. Die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei den, bei C. pepo
aufgetretenen Substanzen um grof3e, stark substituierte Arabinogalaktan-Proteine handelt ist sehr hoch, da eine
zunehmende Viskositdt mit zunehmendem Molekulargewicht und Proteingehalt einhergehen (Anderson und
Rahman 1967). Die Untersuchungen an C. pepo zeigten unter anderem auch, dass die AGPs beim
Wundverschluss eine wichtige Rolle spielen, sowie auch eine Reaktion auf Pilze darstellen. In der Literatur
findet man ebenso zahlreiche Hinweise auf Gummifluss in Wund-Exudaten (Ellis et al. 2010) und als Antwort

auf Pilz Infektionen (Pusey 1993, Kovacs 2002), bakterielle Infektionen oder andere pathologische Bedingungen
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(Clarke et al. 1979). Sie treten von Rissen und Spalten der Rinde von Baumen aus (Gosh und Purkayastha 1962)
und konnte aber auch schon auf der Oberfldche von unversehrten Pfirsichfriichten gefunden werden (Clarke et
al. 1979). Ahnliche Beobachtungen konnten im Rahmen dieser Studie an C. pepo gemacht werden, wo Gummi-
Exudate vereinzelt auch auf gesunden Friichten im Bereich des Bliitenbodens, sowie auf der intakten
Fruchtschale auftraten. Anderson und Dea (1971) zeigten bereits an Acacia senegal, dass die Produktion von
Gummi Exudaten nicht unbedingt von Verwundung oder Mikroorganismen abhéngig ist, sondern offenbar auch
im gesunden Zustand stattfinden kann. Gummi Exudate im Bereich von Wunden scheinen vor allem durch die
Wasser-riickhaltenden Kapazitidten der AGPs eine wichtige Rolle zu spielen, wodurch sie einerseits einem
Feuchtigkeitsverlust an der verletzten Stelle vorbeugen und andererseits durch die Versiegelung der Wunde
Infektion abhalten bzw. die Ausbreitung von Infektionen verhindern konnen (Clarke et al. 1979). Guan und
Nothnagel (2004) konnten durch Préizipitation der Arabinogalaktan-Proteine mittels 3-glucosyl Yariv Reagenz
auch dhnliche Reaktionen nachstellen, wie sie im Zuge von mechanischen Verwundungen oder pilzlichen
Infektion vorkommen. Daher vermuten sie, dass Yariv-induzierte Aggregation von Plasmamembran-AGPs
Stress verursacht, der zu Membranschidden fiihrt, die mit Schiaden durch mechanische Verwundung oder

Pathogenbefall vergleichbar sind (Guan und Nothnagel 2004).

Fiir den Nachweis der Arabinogalaktan-Proteine wurde der Single Radial Diffusion Assay ausgewahlt, bei
welchem mit Hilfe des B-glucosyl-Yariv Reagenz die Arabinogalaktan-Proteine in einem Agarosegel prézipitiert
werden konnen (Holst und Clarke 1985). Das Prézipitations-Antigen 3-gucosyl-Yariv Reagenz [1,3,5-tris(4-8-
glucospyranosyloxyphenylazo)-2,4,6-trihydroxybenzen] (Yariv et al. 1962) wurde dafiir nach der Anleitung von
Ganjian und Basile (1997) synthetisiert. Die, im Rahmen der Uberpriifung der Substanz erhaltene Signale fiir H
der Kernspinresonanzspektroskopie konnten mit Hilfe von Dr. Jérg Schrittwieser jenen H™ Molekiilen aus dem
B-glucosyl-Yariv Reagenz zugeordnet werden. Das fertige Reagenz bindet und prézipitiert Arabinogalaktan-
Proteine (Ganjian und Basile 1997), wodurch im Single Radial Diffusion Assay rot gefarbte Hali entstehen
jedoch sowohl der Kohlehydratanteil als auch der Proteinanteil notwendig (Ellis et al. 2010). Sowohl bei den
Standards (Gummi arabicum) als auch bei den Extrakten aus Kiirbis und Efeu wurden im Single Radial
Diffusion Assay dunkelorange Hali erhalten, wodurch der Schluss auf Arabinogalaktan-Proteine als Hauptanteil
der austretenden Substanzen im Zuge des Wundverschlusses gezogen werden kann. Laut Holst und Clarke
(1985) besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Menge an Arabinogalaktan-Proteinen in der Probe und
der Prizipitationsfldche (quadrierter Halo-Durchmesser) im Single Radial Diffusion Assay. Die quantifizierten
Mengen sollten jedoch mit Vorsicht genossen werden, da laut Yariv et al. (1967) erst bei einem 1:1 Verhéltnis
(bezogen auf das Gewicht des B-glucosyl-Yariv Reagenz und der Polysaccharide) von Farbstoff zu
Polysacchariden mehr als 90% von den Polysacchariden im Prazipitat gebunden werden kann. Folglich wére bei
einem falschen Verhiltnis (zu wenig Farbstoff auf die Menge an AGPs) der Farbstoff aufgebraucht, wodurch
hohere AGP Konzentrationen trotzdem zu keiner stérkeren Farbung bzw. keinem grofleren Halodurchmesser
fithren wiirden. Die Vermutung, dass das verwendete Verhiltnis zwischen Farbstoff und AGPs in der Probe nicht
ideal war, wird deutlich, wenn man die quantifizierten Mengen der drei Konzentrationen (15 mg/ml, 25 mg/ml
und 50 mg/ml) betrachtet. Ein linearer Anstieg zwischen 25 mg/ml und 50 mg/ml war nicht der Fall. Des
Weiteren konnten auch keine wesentlichen Unterschiede zwischen den reinen AGPs und den AGPs + darunter
liegendes Gewebe festgestellt werden. Dies konnte daran liegen, dass durch die Verwundung bereits der GroBteil

an AGPs ausdringen konnte, wodurch zwischen den beiden Probenansitzen keine wesentlichen mengenmaéfBigen
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Unterschiede quantifiziert werden konnten. Ob bei dem Wundverschluss sowohl Zellwand-gebundene
Arabinogalaktan-Proteine (Guan und Nothnagel 2004) bzw. Arabinose und Galaktose reiche Glykoproteine
(Clarke et al. 1979) als auch Membran-assoziierte AGPs (Guan und Nothnagel 2004, Clarke et al. 1979) beteiligt
sind, bleibt ungeklért.

Prinzipiell konnten zwar bei allen D. bryoniae inokulierten Wunden im Vergleich zu den nicht inokulierten
Wunden héhere Konzentrationen an AGPs festgestellt werden, statistisch signifikante Unterschiede konnten
jedoch nicht herausgefunden werden. Dies liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit auch an der verwendeten
Quantifizierungsmethode, da das Ausmessen des Halodurchmessers visuell vom jeweiligen Betrachter abhéngig
ist. Scharfe Halogrenzen, wie sie bei Holst und Clarke (1985) oder Anderson et al. (1977) zu sehen sind, konnten
mit dem Single Radial Diffusion Assay und den AGPs aus C. pepo nicht erreicht werden. Hinzu kommt, dass bei
einem Grofiteil der Proben zusétzlich zum ausgemessenen Halo ein sehr heller (nur bei genauer Betrachtung
sichtbarer) groBerer Halo auftrat, der eine Ungenauigkeit der Methode vermuten lésst. Bereits bei Holst und
Clarke (1985) traten bei manchen AGPs zwei unterschiedliche Halos auf, einer eher diffus, der andere mit einer
scharfen Grenze. Weitere genauere Untersuchungen sind daher mit Sicherheit noch erforderlich. Ein Trend zum
Pathogen-verstirkten Wundverschlusses kann jedoch trotzdem erkannt werden.

Neben der Extraktion der Arabinogalaktan-Proteine und deren Nachweis mittels Single Radial Diffusion Assay
wurde der B-glucosyl-Yariv Farbstoff auch zur Lokalisation der AGPs in Kryoschnitten herangezogen. Die
Farbungen wurden nach den Empfehlungen von der Firma Biosupplies durchgefiihrt

groBe dunkelrote Prézipitate gefunden werden, die ein Vorhandensein von AGPs bestitigten. Die Bereiche unter
der Epidermis, in welchen die Prézipitate vermutet wurden waren nur teilweise dunkelorange bis rot gefarbt. Da
die AGPs fiir gewohnlich wasserldslich sind (Clarke et al. 1979) ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass aus
der Zellwand ausgetretenen AGPs wéhrend der Praparation aus dem Schnitt ausgewaschen wurden. Clarke et al.
(1979) beschreiben einen alternativen Ansatz zur Lokalisation von AGPs, bei welchem das Gewebe vor der
Férbung mit dem Yariv Reagenz mit einer Mischung eines kationischen Detergens und einem Aldehyd
Fixiermittel behandelt wird. Durch eine solche Fixierung konnte das Problem der Wasserloslichkeit eventuell
umgangen werden. Ob es sich bei den dunkelorange bis rot gefarbten Bereichen unter der Epidermis um Yariv-
gebundene AGPs handelt, bleibt ungewiss. Laut Biosupplies (http://www.biosupplies.com.au/docs/100-
Abhéngigkeit vom vorhandenen Gewebe auftreten. Die Zellwand-gebundenen AGPs aus tiefer liegenden

parenchymatischen Gewebeanteilen zeigten hingegen schone dunkelrote Prézipitate entlang der Zellwénde.

Im Zuge der Physiologischen Messreihe sollte Auswirkungen von D. bryoniae auf den Photosyntheseapparat,
Veranderungen der Pigmentzusammensetzung der Blitter, sowie die Antioxidative Kapazitit und die Bildung
von Wasserstoffperoxid untersucht werden. Letzteres wird bekanntlichermaf3en hdufig als Reaktion auf
Pathogenbefall gebildet (Nga et al. 2010, Shetty et al. 2008) und iibernimmt diverse Funktionen im Rahmen der
Pathogenabwehr, wie z.B. ein Aufhalten der Pathogen-Penetration (Wu et al. 1995) oder die Aktivierung der
Abwehrreaktion in der Pflanze (Wu et al. 1997). Dieses Aufhalten bzw. Verhindern der Pathogen-Penetration
durch die Akkumulation von H,0, an der Penetrationsstelle, konnte Nga (2007) ebenfalls an Wassermelone und
D. bryoniae Befall nachweisen. Im Rahmen der physiologischen Untersuchungen konnten sowohl bei den

Kontrollen, als auch bei den D. bryoniae inokulierten Blittern H,O,-Ansammlungen festgestellt werden. Die
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GroBe und Intensitdt der HyO, Flecken waren jedoch bei den inokulierten Blattern deutlich ausgeprigter. Die
Flecken traten einerseits auf den Blattspreiten und andererseits entlang der Leitbiindel auf und kdnnten eine
Reaktion auf keimende Sporen oder Ausbreitung von D. bryoniae darstellen. Laut Wu et al. (1995) zihlt die
Ansammlung von H,O, zu den frithesten Anzeichen der Erkennung einer Wirt-Pathogen Interaktion, wobei H,O,
eine Rolle in unterschiedlichen Abwehrreaktionen, wie z.B. in der Aktivierung der Biosynthese der
Phytoalexine, sowie in der Induktion der Vernetzung von Hydroxyprolin-reichen Zellwand Glykoproteinen,
spielt. Des Weiteren soll H,O, inhibitorische Wirkung auf pektolytische Enzyme haben, die in der
Infektionsbiologie im Rahmen des Zellwand-Abbaus eine wichtige Rolle spielen (Wu et al. 1995). H,0,
Akkumulationen kénnen mittels Diaminobenzidin nachgewiesen werden, da dieses nach Oxidation mit H,O,
(unter Anwesenheit von Peroxidasen) einen braunen, wasserunldslichen Niederschlag bildet (Thordal-
Christensen et al. 1997). GroBkinsky et al. (2012) dokumentierten fiir Pseudomonas syringae inokulierte Blatter
von Arabidopsis thaliana ein Auftreten von kleinen hellbraun gefirbten Arealen bereits 12 Stunden (avirulenter
Stamm) bzw. 24 Stunden (virulenter Stamm) post Inokulation. Ebenso beschreiben Thordal-Christensen et al.
(1997) bei epidermalen Zellen ein erstes Auftreten von H,O, im Zuges des HR (hypersensititve response) 15
Stunden post Inokulation. Die frilhe Akkumulation von ROS (reactive oxygen species) soll im Zuge des HR den
Zelltod induzieren, um eine Ausbreitung des Pathogens einzuschrénken (GroBkinsky et al. 2012). Nga et al.
(2010) konnten ebenfalls nachweisen, dass H,O, lediglich in den frithen Stadien der Wirt-Pathogenbeziehung
inhibierende Wirkungen auf das Pathogen ausiibt, wihrend im spiteren Stadium die H,O, Wirkung vermutlich
zu gering ist oder vom Pathogen iiberwunden werden kann. Laut Nga et al. (2010) fiihrt H,O, zu einer Inhibition
des Wachstums und der Entwicklung von biotrophen Pathogenen, wihrend gleiches vorteilhaft fiir die Infektion
und Ausbreitung von nekrotrophen Pathogenen ist. Im Rahmen von Bliiteninfektionen zeigte Neergaard (1989b)
symptomloses interzelluldres Wachstum von D. bryoniae, was auf einen biotrophen Lebensabschnitt von D.
bryoniae zuriick zu fithren ist (Nga et al. 2010). D. bryoniae z&hlt somit zu den fakultativ nekrotrophen
Pathogenen (Svedelius 1990), wodurch H,0, in den frithen Phasen der Interaktion (biotrophe Phase des Pilzes)
eine inhibitorische Wirkung ausiiben konnte (Nga et al. 2010). Da in diesem Fall der H,O, Nachweis erst neun
Tage post Inokulation stattfand, kdnnen keine klaren Schliisse iiber die Auswirkungen von H,O, auf D. bryoniae
gezogen werden. Nachdem die Anzahl und das Ausmaf} der Blatt-Symptome sich in Grenzen hielten, ist eine
inhibitorische Wirkung auf das Wachstum von D. bryoniae nicht ausschlieBbar. Wachstums-inhibitorische
Wirkungen von H,0O, auf Pathogene konnten bereits von Wu et al. (1995) bei Erwinia carotovora subsp.
carotovora und Phytophthora infestans festgestellt werden, die bei Anwesenheit von 100 uM H,0, stark
reduziertes oder kein Wachstum zeigten. Ebenso konnte die Sporenkeimung von Peronospora tabacina,
Cladosporium cucumerinum und Colletotrichum lagenarium durch H,0, (2,61%10° M) verhindert werden (Peng
und Kuc 1992). Fiir eine Beurteilung der Auswirkungen von H,O, auf D. bryoniae wire vermutlich der H,0,
Nachweis zu mehreren Zeitpunkten post Inokulation notwendig. Des Weiteren konnte man ein Screening der
unterschiedlichen Peroxidase Isoformen wihrend der verschiedenen Stadien der Infektion durchfiihren, da
Peroxidase Isoformen wihrend der fiihren Stadien vermutlich in der Abwehr beteiligt sind, wihrend andere
Isoformen gegen Ende der Infektion aufgrund von zelluldrem Stress an der Entfernung von H,O, beteiligt sind
(Nga et al. 2010). Im Rahmen dieser Untersuchungen liegt die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass ein
Ausbleiben der Blatt-Symptome nicht allein auf die Wirkung von H,0, zuriick zu fiihren ist, sondern das D.

bryoniae die unverletzten Kiirbisblétter nicht ausreichend infizieren konnte.
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Mit Hilfe der Chlorophyllfluoreszenzmessungen und Messungen der Photosyntheserate sollte iiberpriift werden,
ob ein Infektionsnachweis von D. bryoniae vor der Entstehung der ersten Symptome mdglich ist. Ahnliche
Untersuchung wurden bereits bei Rolfe und Scholes (2010) vorgestellt und resultierten in Abhiangigkeit von den
vorliegenden Wirt-Pathogen-Interaktionen in unterschiedlichen Ausgéngen. Typische friihe Reaktionen der
Wirtspflanzen (sowohl bei Interaktionen zwischen Pflanzen und Viren, Bakterien oder Pilzen) sind eine
Verminderung der Effizienz des Photosystems II (PSII), eine Zunahme im ,,non photochemical quenching*
(NPQ) und eine Abnahme im Verhiltnis F,/F,,, wihrend im spéteren Stadium der Infektion aufgrund der
Zerstorung des Photosyntheseapparats in allen Parametern eine Abnahme erfolgt (Rolfe und Scholes 2010).
Einfliisse von D. bryoniae auf C. pepo sollten durch Bestimmungen des Verhéltnisses F,/F,,, welches Aussagen
iiber Stresszustiinde in Bléttern zuldsst (Baker 2008), und durch Messungen der Photosyntheseraten iiber den
Verbrauch von CO, untersucht werden.

Wenn Blitter Licht ausgesetzt sind, das ausreicht um Photosynthese zu betreiben, wird das Licht vom
Chlorophyll absorbiert. Dies treibt einerseits die Photosynthese an und steht andererseits mit der Abgabe der
Energie in Form von Hitze (Verbrauch der Chlorophyllanregungsenergie in Form von Hitzeabstrahlung= non
photochemical quenching) und Fluoreszenz in Konkurrenz. Wihrend die letzten beiden Prozesse iiberschiissige
Anregungsenergie abbauen und dadurch die Bildung von schédigenden freien Radikalen verhindern (Murchie
und Lawson 2013), dient die Photosynthese der Umwandlung von Lichtenergie in chemische Energie (Arnon et
al. 1954). Durch Licht angeregte Chlorophyllmolekiile des PSII iibertragen jeweils ein, von der Wasserspaltung
abstammendes Elektron iiber den initialen Akzeptor Phdophytin auf den Elektronenakzeptor Q. Solange dieser
das Elektron nicht an den nachsten Elektronenakzeptor (Qg) in der Elektronentransportkette weitergegeben hat,
kann Q, keine weiteren Elektronen iibernehmen. In diesem Zustand ist das Reaktionszentrum geschlossen. Eine
kurzzeitige Verminderung der Effizienz des PSII ist die Folge. Dieser Zustand wird bei der Bestimmung von
F,/F ., ausgenutzt. Dunkel adaptierte Blétter (PSII Reaktionszentren sind geschlossen, kein NPQ) werden einem
,,measuring light* ausgesetzt, dessen Intensitit zu gering ist, um den Elektronentransport in Gang zu setzten.
Dadurch wird die minimale Chlorophyllfluoreszenz (F() bestimmt. Durch die Ausldsung eines
Sattigungsimpulses schlieBen sich alle Reaktionszentren, wodurch die maximale Chlorophyllfluoreszenz (F )
erhalten wird. Die Differenz zwischen F und F,, ergibt die variable Fluoreszenz F,. Das Verhiltnis zwischen F,
und F,, wiederspiegelt die maximale Quantenausbeute des PSII (Murchie und Lawson 2013, Baker 2008). In
gesunden Bléttern liegt der Quotient zwischen F, und F, ca. bei 0.83 (Scholes und Rolfe 2009, Rolfe und
Scholes 2010, Scherf 2012, Murchie und Lawson 2013, Baker 2008) wéahrend Stress in den meisten Féllen eine
Reduktion des Wertes F./F,, zur Folge hat (Murchie und Lawson 2013), wodurch der Wert als Stressparameter in
Betracht gezogen werden kann (Scherf 2012).

Bei den Bestimmungen der Photosyntheserate von C. pepo ergaben zunichst sowohl die Kontrollen als auch fiir
die inokulierten Pflanzen im Zeitverlauf einen Anstieg in der Photosyntheserate, bevor dieser ab der vierten
Messung bei den inokulierten Pflanzen absank. Dieser Anstieg ist vermutlich auf ein Wachstum der Blétter
zwischen den einzelnen Messungen zuriickzufiihren, da diese zu Beginn der Messungen noch relativ klein
waren. Die Verwendung élterer Blatter zeigte sich in einem vorherigen Durchlauf als unbrauchbar, da diese
bereits relativ frith Anzeichen von Altersseneszenz zeigten. Geht man von einer erfolgreichen Infektion aus,
konnte eine Verstarkung der vorhandenen intakten griinen Bereiche einen Anstieg in der Gesamt-
Photosyntheserate bewirken. Scholes und Rolfe (2009) zeigten an Mycosphaerella graminicola Infektionen von

Weizen eine Abnahme der Parameter F,/F, und PSII Effizienz innerhalb der Pilzldsionen, wéhrend in umgebenden

92



Diskussion

griinen Gewebeanteilen die Photosyntheserate im Vergleich zu den Kontrollen sogar erh6ht war. Hinter dem
Ankurbeln der Photosyntheserate vermuten sie eine Kompensationsreaktion auf den Verlust von griinem Blattgewebe
(Scholes und Rolfe 2009). Berger et al. (2004) hingegen postulieren diesen Anstieg als Bereitstellung von Energie fiir
Abwehrreaktionen. Da fiir die Photosynthesemessungen an C. pepo prinzipiell die griinen, vitalen Blattstellen
bevorzugt wurden, konnte dies einen vorzeitigen Anstieg der Photosyntheseleistung erkldren. In spéterer Folge waren
ein Grofteil der inokulierten Blitter bereits welk bzw. zeigten ausgedehnte Blattflecken, die aufgrund von Schéden des
Photosyntheseapparates eine Reduktion in der Photosyntheserate bewirkten (Scholes und Rolfe 2009, Aldea et al.
2006). In anderen Fillen konnte hingegen gezeigt werden, dass Einfliisse von Pathogenen auf die Effizienz des PSII
auch Regionen auBerhalb der Symptomzone betreffen konnen. Pilzinfektionen von C. canadensis resultierten in einer
Reduktion der PSII Effizienz von 22%, wobei die Schiden sich weit ins optisch nicht beeinflusste Gewebe
ausbreiteten (Aldea et al. 2006). Extreme Unterschiede ergeben sich scheinbar auch zwischen biotrophen und
nekrotrophen Pathogenen. Nekrotrophe Pathogene bauen Wirtsgewebe mit Hilfe von Zellwand-abbauenden Enzymen
ab und produzieren nicht selten Phytotoxine, die negative Einfliisse auf den Photosyntheseapparat ausiiben. Bei
biotrophen bzw. hemi biotroph/nektrotrophen Pathogenen erfolgt das Wachstum in der biotrophen Phase ohne
sichtbare Symptome, wobei Untersuchungen der Effizienz des PSII, des NPQ und das Verhéltnis F,/F,, keine
Auffalligkeiten zeigten (Scholes und Rolfe 2009). Vermutung liegen daher nahe, dass wéhrend der biotrophen Phase
keine Schéden des Photosyntheseapparats auftreten (Scholes und Rolfe 2009). D. bryoniae ist ein fakultativ
nekrotropher Pilz (Svedelius 1990), der relativ rasch von der biotrophen in die nektrotrophe Wachstumsphase {ibergeht
(Neergaard 1989b), wodurch ein Abfall in der Photosyntheserate in frithen Stadien bereits erwartet werden kann.
Aldea et al. (2006) konnten jedoch auch zeigen, dass Verminderungen der Photosynthese Effizienz nur teilweise auf
Schiden der PSII Reaktionszentren (F,/F,) zuriick gefiihrt werden kénnen und zu einem grofen Teil das Ergebnis von
verstirkter Energie-Abfithrung durch NPQ sind. Diese Uberlegungen wiirden eine Erklirung fiir die ausbleibenden
Abfille von F,/F;, in den Chlorophyllfluoreszenzmessungen von C. pepo bieten. Ohne Beriicksichtigung des NPQ
wire erwartungsgemal ein Abfall im Verhiltnis F,/F, analog zu den erniedrigten Raten der Photosynthese die Folge.
In der Realitdt hingegen zeigte sich, dass mit Ausnahme der stark befallenen, komplett vertrockneten Blatter, kaum
Unterschiede zwischen den Kontrollen und den inokulierten Pflanzen vorlagen. Die F,/F,, Werte lagen durchwegs im
Bereich 0,8. Die Ausnahme bildete eine Pflanze, die bereits bei der zweiten Chlorophyllfluoreszenzmessung einen
Wert von 0,099 zeigte und daher bei den Berechnungen nicht beriicksichtigt wurde. Der rasche Abfall dieser einen
Pflanze in Analogie zu den ausgeprigten Symptomen lief die Vermutung aufkommen, dass D. bryoniae bei den
restlichen Pflanzen nicht gut infizieren konnte. Scherf (2012) konnte bereits an Pseudoperonospora cubensis
infizierten Gurken zeigen, dass Pflanzen mit geringer bis moderater Schwere der Erkrankung F,/F,, Werte von 0,8
aufweisen, wodurch moderate Infektionen keinen messbaren Stress in den Pflanzen ausldsten. Die Messungen an C.
pepo fanden ebenso wie bei den Bestimmungen der Photosyntheseraten innerhalb der griinen, vitalen Blattstellen statt.
Berger et al. (2004) entdeckte bei Tomaten, dhnlich wie bei der Effizienz der Photosynthese, dass Abnahmen von
F./F,, lediglich in den direkten Bereich der Lasionen gemessen werden konnten, wihrend die restliche Blattfliache
homogene Werte um 0,79 ergab. Weiterfithrende Untersuchungen an C. pepo mit D. bryoniae sollten daher Vergleiche

zwischen Werten innerhalb der Blattflecken und jenen in griinen, vitalen Blattbereichen ziehen.

Die Zusammensetzung der Blattpigmente éndert sich durch Einwirkung von biotischen oder abiotischen
Stressfaktoren (Blanchfield et al. 2006). Eine Reduktion der Chlorophylle als Antwort auf Trockenstress
(Maroco et al. 2002) oder nach Virus-Infektionen (Hock und Elstner 2004) konnten bereits gezeigt werden.
Analog zu den Untersuchungen der Chlorophyllfluoreszenz und der Photosyntheserate, sollte bei den Pigmenten
untersucht werden, ob D. bryoniae Infektionen vor dem Auftreten von Blattsymptomen bereits in Anderungen

der Blattpigment-Zusammensetzungen sichtbar werden. Ahnliche Versuche wurden bereits an Reblaus
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befallenen Weintrauben von Blanchfield et al. (2006) durchgefiihrt, die einen reduzierten Chlorophyllgehalt und
einen erhohten Gehalt an photoprotektiven Pigmenten feststellen konnten. Der Gehalt an Gesamt-Carotinoiden
war zwar erniedrigt, jedoch war das Verhéltnis zwischen Gesamt-Carotinoiden und Chlorophyllpool erhoht, was
Blanchfield et al. (2006) auf einen Anstieg der Xanthophylle zuriickfiihrten. Die Pigmentzusammensetzungen
der C. pepo Blitter nach Inokulation mit D. bryoniae zeigten keine wesentlichen Unterschiede zwischen den
Kontrollen und inokulierten Pflanzen. Sowohl der Chlorophyll a, als auch Gesamt-Carotinoidgehalt waren bei
den inokulierten Pflanzen minimalst reduziert. Die geringen Unterschiede zwischen den inokulierten Pflanzen
und den Kontrollen kdnnten darauf zurlickgefiihrt werden, dass Infektionen mit D. bryoniae vor der
Symptomentwicklung nicht in der Zusammensetzung der Pigmente sichtbar werden oder das die geringen
Unterschiede der Pigmente zwischen den beiden Gruppen ein Resultat der fehlgeschlagenen Infektion
wiederspiegelt. Da mittels Photometrie lediglich der Gehalt an Gesamt-Carotinoiden bestimmt werden kann,
konnten keine Unterschiede zwischen Carotinen und Xanthophyllen, sowie ein eventueller Anstieg der

Xanthophylle sichtbar gemacht werden.

In der Literatur findet man zahlreiche Definitionen fiir Antioxidantien (Huang et al. 2005). In Huang et al.
(2005) werden unterschiedliche Definitionen aufgegriffen, wobei eine biologisch relevante Definition
Antioxidantien als synthetische oder natiirliche Substanzen bezeichnet, welche eine Verzdgerung oder
Verhinderung einer Oxidation eines Stoffes durch Luftsauerstoff bewirken. Huang et al. (2005) schlieBen daraus,
dass der Begriff ,,Antioxidantien sowohl enzymatische Antioxidantien (wie z.B. Superoxiddismutase, Katalase
oder Glutathion-Peroxidase) als auch nicht enzymatische Antioxidantien (wie z.B. oxidative Enzym Inhibitoren,
ROS Radikalféanger oder Chelatoren) umfasst, wodurch eine Bestimmung der ,,gesamten Antioxidativen
Kapazitat* mittels eines einzigen Assays unmoglich wird. Zellstress, ausgeldst durch Akkumulation von
reactive oxygen species” (ROS) im Zuge von biotischen und abiotischen Umwelteinfliissen oder anderen
metabolischen Prozessen (Mishra et al. 2012), erfordert die Anwesenheit und das Mitwirken von verschiedenen
antioxidativen Systemen (Veskoukis et al. 2012). Pilzinfektionen sollen beispielsweise in Bléttern
unterschiedliche Komponenten des Ascorbat-Glutathion Zykluses, sowie andere Antioxidantien aktivieren.
Insbesondere der Gehalt an Glutathion ist im Zuge einer Pathogen-Infektion erhoht (Vanacker et al. 1998).
Ebenso konnten Vanacker et al. (1998) bei Hordeum vulgare Blattern eine Aktivititsanstieg der apoplastischen
enzymatischen Antioxidantien des Ascorbat-Glutathion Zykluses (Ascorbat-Peroxidase, Monodehydroascorbat-
Reduktase, Glutathion-Reduktase) im Zuge einer Inokulation mit Blumeria graminis zeigen. Die Untersuchung
der Antioxidativen Kapazitit von C. pepo nach Inokulation mit D. bryoniae wurde in diesem Fall mit dem DPPH
Assay durchgefiihrt. DPPH ist ein stabiles Stickstoff-Radikal (Huang et al. 2005), das in methanolischer Losung
violett geférbt ist (Mishra et al. 2012) und ein UV-vis Absorptionsmaximum bei 515 nm hat (Huang et al. 2005,
Mishra et al. 2012). Im Assay wird ein H" Molekiil vom Radikalféinger (Antioxidantien) auf das DPPH
iibertragen, wodurch dieses zum DPPH, reduziert wird. Im Zuge der Reduktionsreaktion tritt eine Anderung der
Farbe von violett zu gelb auf, was mit einer Absorptionsabnahme bei 515 nm einhergeht. Der Farbumschlag
kann mittels Spektrophotometrie verfolgt werden (Mishra et al. 2012). Der verbleibende Anteil an DPPH wird
berechnet und ist proportional der Konzentration an Antioxidantien (Huang et al. 2005). Dabei gilt je geringer
die Absorption desto hoher die Konzentration an Antioxidantien (Kedare und Singh 2011). In diesem Fall
konnten relativ geringe Konzentrationen an Antioxidantien festgestellt werden. Unterschiede zwischen den
Kontrollen und den inokulierten Pflanzen konnten hierbei nicht ausgemacht werden. Lediglich zwei inokulierte

Blatter, die bereits starke Symptome aufwiesen, zeigten im Vergleich zu den anderen leicht erhohte
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Antioxidantien-Konzentrationen. Die generell niedrigen Antioxidantien-Konzentrationen sind vermutlich
wiederum auf eine geringe Infektionsrate wahrend der physiologischen Untersuchungen zuriick zu fiihren, auf
welche bereits beim H,0, Nachweis hingewiesen wurde. Da in diesem Falle der DPPH Assay als ,,fixed reaction
time Assay* angewandt wurde, bei welchem die Absorptionsabnahme nach einer fixen Zeitspanne
(iblicherweise 30 min (Mishra et al. 2012); in diesem Fall bereits nach 15 min) photometrisch gemessen wird,
konnten lediglich Antioxidantien mit einer schnellen bis maximal mittleren Kinetik (,,steady state* wird
unmittelbar—=> schnelle Kinetik bzw. nach bis zu 30 Minuten—> mittlere Kinetik erreicht (Brand-Williams et al.
1995) bestimmt werden. Hinzu kommt eine Abhéngigkeit der Kinetik von der vorliegenden Antioxidantien-
Konzentration (Mishra et al. 2012). Curcumin (5-50uM) benétigt laut Mishra et al. (2012) beispielsweise mehr
als 180 min fiir eine vollstdndige Reaktion. Antioxidantien mit langsamer Kinetik konnten somit nicht erfasst
werden. Fortfithrende Untersuchungen sollten daher eher als ,,steady state measurements* durchgefiihrt werden,
bei welchen die Abnahme der DPPH Absorption bis zum Eintreten eines ,,steady states* verfolgt wird (Mishra et
al. 2012).
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5 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Anzahl der gefaulten Friichte [%] der Jahre 2010-2013. Die Anzahl der gefaulten Friichte der
einzelnen Sorten wurden gemittelt. Die untersuchten Sorten waren Diamant, Gleisdorfer Olkiirbis, Beppo,
Global, Opal, Rustikal (2010). Die Einzelwerte der unterschiedlichen Sorten (2010: Beppo 42,79 % gefault,
Diamant 16, 81% gefault) schwanken jedoch enorm (http://www.versuchsreferat.com/presse.html Stand

2.3.2016).

Tabelle 2: Anbauplan Gleisdorfer Olkiirbis fiir Freilandversuche. Pro Feld wurden drei verschiedene
Anbautermine (1.5., 14.5. und 28.5.) ausgewéhlt und in unterschiedlichen Kombinationen aneinander gereiht.
Jeweils drei Parzellen (eine Parzelle entspricht einer Spalte) mit drei unterschiedlichen Anbauterminen wurden
fiir eine der drei Inokulationsversuche (Inokulation der Friichte, Inokulation der Bliiten und Sprosse, sowie
Kontrollen) nebeneinander gelegt. Der Ansatz wurde insgesamt dreimal in unterschiedlichen, nebeneinander

liegenden Kombinationen wiederholt. B, S= Bliite, Spross, F= Frucht, 0= Kontrollen.

Tabelle 3: Klimadaten der Monate Juli und August 2015 der Wetterstation Kremsmiinster (Oberdsterreich). T
[°C]= Lufttemperatur Monatsmittel, Nied 01= Anzahl der Tage mit Niederschlag > 0,1 mm, Nied [mm]=
Monatssumme Niederschlag, 6w. rel. trockenster Ort (Niederschlag M., Abweichung z. M.)= Gsterreichweit
relativ trockenster Ort (Niederschlag Monatssumme, Abweichung zum Mittel 1981-2010) (modifiziert von
http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016).

Tabelle 4: Anzahl der erkrankten/gesunden Blatter und Blattstielabschnitte nach der zweiten Bonitur nach

Aufsprithen von Didymella bryoniae Sporensuspension auf die Blattflache.

Tabelle 5: Ubersicht der Anzahl der erkrankten/gesunden Stingel- und Blattstielabschnitte durch Injektion von
Didymella bryoniae Pyknosporen in die Markhdhle der Stiangel und Blattstiele. DB FK= Didymella bryoniae
Fruchtkorper.

Tabelle 6: Anzahl der erkrankten/gesunden Stiangel- und Blattstielabschnitte nach Applikation von Didymella
bryoniae Pyknosporen. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkdrper.

Tabelle 7: Anzahl der erkrankten/gesunden Stéingelabschnitte nach Applikation von Didymella bryoniae
Pyknosporen im Bereich der Stangelunterseite. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper.

Tabelle 8: Ubersicht der Anzahl der erkrankten/gesunden Stingelabschnitte nach Applikation von Didymella
bryoniae Pyknosporen im Bereich der Stingeloberseite zwischen zwei Knotenpunkten. Pro Seitenzweig wurden
zwei Stingelabschnitte (Hagel+ und Hagel-) infiziert. Hagel+= dlterer Stingelabschnitt mit Hagelschaden,

Hagel-= jlingerer Stingelabschnitt ohne Hagelschaden. DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper.

Tabelle 9: Anzahl der erkrankten/gesunden Stiangelabschnitte nach kiinstlicher Applikation von Didymella
bryoniae Sporensuspension in die Markhohle ménnlicher Bliitenstiele. DB FK= Didymella bryoniae
Fruchtkorper, ang. Stédngel= angrenzender Sténgel, beg. Stangelf= beginnende Stangelfdule, ang. Sténgel f=

angrenzender Stangel faul, ang. Stingel vt= angrenzender Sténgel vertrocknet.
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Tabelle 10: Anzahl der erkrankten/gesunden Stiangelabschnitte nach kiinstlicher Applikation von Didymella
bryoniae Sporensuspension auf Antheren der ménnlichen Bliiten. Als Kontrollen dienten unbehandelte Bliiten.
DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper, ang. Stingel= angrenzender Stingel, beg. Stingelf= beginnende

Stangelfdule, ang. Stingel f= angrenzender Stingel faul.

Tabelle 11: Anzahl der erkrankten/gesunden Stangelabschnitte nach kiinstlicher Applikation von Didymella
bryoniae Sporensuspension auf die Narbe der weiblichen Bliiten. Als Kontrollen dienten unbehandelte Bliiten.
DB FK= Didymella bryoniae Fruchtkorper, ang. Stingel= angrenzender Stingel, beg. Stangelf= beginnende

Stangelfdule, ang. Stingel f= angrenzender Sténgel faul.

Tabelle 12: Anzahl der aufgegangenen Pflanzen, sowie das Wachstumsstadium der Pflanzen der drei

Versuchswiederholungen A, B und C. FB= Folgeblitter.

Tabelle 13: Vergleich der Anzahl der gesunden und erkrankten Friichte zwischen den inokulierten und nicht

inokulierten (Kontrollen) jungen Friichten.

Tabelle 14: Vergleich der Anzahl der gesunden und erkrankten Friichte ohne mechanische Verwundung, nach
mechanischer Verwundung und den Kontrollen. Die Kontrollen sind unbehandelte éltere Friichte. DB FK =

Didymella bryoniae Fruchtkorper.

Tabelle 15: Vergleich der Anzahl der gesunden und erkrankten Friichte zwischen den Friichten ohne ritz hell,
ohne ritz dunkel, ritz hell, ritz dunkel und den Kontrollen. Ohne ritz hell= iltere Friichte ohne kiinstliche
Verletzung und ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle, ohne ritz dunkel= dltere Friichte ohne kiinstliche
Verletzung mit Abdunkelung der Inokulationsstelle, ritz hell= dltere Friichte mit kiinstlicher Verletzung und
ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle, ritz dunkel= éltere Friichte mit kiinstlicher Verletzung und

Abdunkelung der Inokulationsstelle. Die Kontrollen sind unbehandelte dltere Friichte.

Tabelle 16: Anzahl der Verwundungsstellen, aus welchen am 1. Tag nach der Verwundung, sowie am 3. Tag
nach der Verwundung visuell mehr Arabinogalaktan-Proteintropfen austraten. 4 = nicht inokulierte
Verwundungsstelle, L= inokulierte Verwundungsstelle, 1. Tag n. V. = 1. Tag nach der Verwundung, 3. Tag n. V.

= 3. Tag nach der Verwundung.

Tabelle 17: Gemittelte Arabinogalaktan-Protein Konzentrationen in mg/ml. Die Werte wurden jeweils auf ganze
Zahlen gerundet. AGP= austretende, bernsteinfarbige, harzige Substanzen (reine AGP Probe), AGP + Gewebe=

austretende, bernsteinfarbige, harzige Substanzen + darunter liegendes Gewebe.

Tabelle 18: Gemittelte Photosynthesrate in pmol CO,/m*/s. Die Werte wurden auf eine Kommastelle gerundet.

i= inokuliert, k= Kontrollen.
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6 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: eingetragene Olkiirbissorten der dsterreichischen Sortenliste 2015, f= freiabbliihende Sorte, h=
Hybridsorte, ub=unbeschalt, += Sorten, die erstmals angefiihrt sind

(http://www.baes.gv.at/pflanzensorten/oesterreichische-sortenliste/ Stand 15.12.2015).

Abbildung 2: A: Geografisch definierte Anbaugebicte des Steirischen Kiirbiskernols g.g.A.. Die Gebiete sind mit
schwarzer Linie dick umrandet und betreffen die siidliche Steiermark mit den Bezirken Deutschlandsberg, Graz,
Graz-Umgebung, Hartberg-Fiirstenfeld, Leibnitz, Siidoststeiermark, Voitsberg und Weiz, das siidliche
Burgenland mit den Bezirken Jennersdorf, Giissing und Oberwart, sowie Teile Niederdsterreichs mit den
Bezirken Hollabrunn, Horn, Mistelbach, Melk, Génserndorf (eingeschriankt auf Gerichtsbezirk Zistersdorf), und
Korneuburg-Stockerau (eingeschrénkt auf Gerichtsbezirk Stockerau) (Verordnung (EU) Nr. 1151/2012). B: Die
Banderole des Steirischen Kiirbiskerndls mit offiziellem Symbol ,,g.g.A.* fiir geschiitzt geografische Angabe,
sowie der fortlaufenden Kontrollnummer und der Mengenangabe in Liter.

(http://www .kuerbiskernoelshop.com/EU-Herkunftsschutz Stand 2.10.2015)

Abbildung 3: Strukturmodell der Arabinogalaktan-Proteine mit einem Glycosylphosphatidylinositol (GPI)
Membrananker. Die Polysaccharidketten sind mit den Hydroxyprolin-Resten {iber O-glykosidische
Verbindungen mit dem Proteingeriist verbunden. Jede Arabinogalaktan-Kette besteht aus B-(1-3)-verkniipften
Galaktose-Oligosaccharidketten. Weitere Hydroxyprolin-Reste sind mit kurzen Arabino-Oligosacchariden
verbunden. Gal= Galaktose, Rha= Rhamnose, GlcA= Glucuronséure, Ara= Arabinose, Ara oligosacc= Arabino-

Oligosaccharidkette. Modifiziert von Ellis et al. (2010).

Abbildung 4: Inokulation der Kiirbisblatter mittels Konidiensuspension. Als Abtropftasse wurde ein Karton
verwendet. A: Auftragung der Suspension mittels Spriihflasche bis zum Abtropfen. B: Markierung des

inokulierten Blattes im Feld.

Abbildung 5: Inokulation der Blattstiele und Stingel. A: Wahl der mittigen Einstichstelle bei der Inokulation
eines Blattstiels. B: Inokulation eines Blattstiels mit Injektionsnadel und Applizierung der Konidiensuspension in
die Markhohle. Die Konidiensuspension tritt teilweise an der Einstichstelle heraus. Applizierung der

Konidiensuspension mittels Spriihflasche C: auf einem Blattstiel und D: auf einem Stangel.

Abbildung 6: Inokulation eines mechanisch beschiadigten Stingels, sowie eines unbeschiadigten Stingels am
selben freiliegenden Seitenzweig einer Pflanze. A: Der inokulierte Bereich befindet sich zwischen den, mit
weillem Spriihlack markierten Knotenpunkten. B: Inokulation eines unbeschéidigten, jungen Stingelabschnittes.

Die Knotenpunkte wurden noch nicht markiert.

Abbildung 7: Inokulation einer mannlichen und einer weiblichen Bliiten von Cucurbita pepo var. styrica. A:
Applikation der Konidiensuspension mittels Injektionsnadel auf dem Stempel einer ménnlichen Bliite. B:

Applikation der Konidiensuspension auf die Narbe der weiblichen Bliite.

Abbildung 8: Vorbereitungsarbeiten fiir die nachfolgende Inokulation. A: Vermessung einer jungen Frucht
mittels Mafband. Vom Stielansatz bis zum Bliitenboden betragt die gemessene Lénge ca. 3 cm. B: Einritzen

einer dlteren Frucht mittels Muskatnussreibe fiir die Schaffung einer kiinstlich erzeugten Eintrittsstelle.

98



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 9: Inokulationsvarianten der élteren Friichte. A: Inokulation einer alteren Frucht nach kiinstliche
Verwundung (durch Kiichenrolle am Bild nicht sichtbar) mittels Muskatnussreibe und Abdunkelung der
Inokulationsstelle. Die Kiichenrolle wurde mit Konidiensuspension bespriiht. B: Inokulation einer élteren Frucht
nach kiinstlicher Verwundung mittels Muskatnussreibe ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle. Die
Kunststofffolie wurde fiir eine zusitzliche Befeuchtung mit Konidiensuspension bespriiht. C: Inokulation einer
dlteren Frucht ohne kiinstliche Verwundung, jedoch mit Abdunkelung der Infektionsstelle. Die Kiichenrolle
wurde mit Konidiensuspension bespriiht. C: Inokulation einer &lteren Frucht ohne kiinstliche Verwundung,

sowie ohne Abdunkelung der Inokulationsstelle. Die Kunststofffolie wurde mit Konidiensuspension bespriiht.

Abbildung 10: Vergleich der nicht inokulierten Verwundungsstelle mit einer inokulierten Verwundungsstelle. A:

Kontroll-Verwundungsstelle B: inokulierte Verwundungsstelle.

Abbildung 11: Temperaturabweichung fiir A: Juli 2015 und B: August 2015 in °C in Bezug auf das langjihrige
Mittel der Jahre 1981-2010 (modifiziert von http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-
aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016).

Abbildung 12: Prozent des Niederschlagsnormalwertes fiir A: Juli 2015 und B: August 2015 in Bezug auf das
langjdhrige Mittel der Jahre 1981-2010 (modifiziert von http://www.zamg.ac.at/cms/de/klima/klima-
aktuell/monatsrueckblick Stand 31.3.2016).

Abbildung 13: Keimungsrate der Versuchswiederholung 1 unter Laborbedingungen. inf kurz= Samen kurz in
Konidiensuspension [c]= 10° Sporen/ml eingelegt, inf 10 min= Samen fiir 10 Minuten in Konidiensuspension

[c]= 10° Sporen/ml geschwenkt.

Abbildung 14: Keimungsrate der Versuchswiederholung 2 unter Laborbedingungen. inf kurz= Samen kurz in
Konidiensuspension [c]= 10° Sporen/ml eingelegt, inf 10 min= Samen fiir 10 Minuten in Konidiensuspension

[c]= 10° Sporen/ml geschwenkt.

Abbildung 15: Strukturformel von B-D-glucosyl Yariv Reagenz (gezeichnet in Chemdraw von Dr. Jorg

Schrittwieser).

Abbildung 16: lineare Regressionsgerade des Standards Gummi arabicum zur Bestimmung der Konzentration
der Arabinogalaktan-Proteine. Die Konzentrationen der Arabinogalaktan-Proteine wurden mit der

Geradengleichung y=5,86+2,11*x berechnet.

Abbildung 17: Gemittelte Arabinogalaktan-Protein Konzentration in mg/ml. AGP= austretende,
bernsteinfarbige, harzige Substanzen (reine AGP Probe), AGP + Gewebe= austretende, bernsteinfarbige, harzige

Substanzen + darunter liegendes Gewebe, i= inokuliert, k= Kontrollen.

Abbildung 18: Gemittelte Photosyntheserate in pmol CO,/m”/s. Die Messungen fanden jeden zweiten Tag statt.

Die erste Messung wurde am ersten Tag nach der Inokulation durchgefiihrt. i= inokuliert, k= Kontrollen.

Abbildung 19: Gemittelte Photochemische Effizienz (Fv/Fm). i= infiziert, k= Kontrollen.
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Abbildung 20: Vergleich der Pigmente Chlorophyll a, Chlorophyll b und Gesamt-Carotinoide in mg/g
Trockengewicht zwischen den Gruppen k und i. Fiir die Bestimmung der Pigmente wurden Einzelwerte der

Gruppen gemittelt. k= Kontrollen, i= inokuliert.

Abbildung 21: lineare Regressionsgerade des Standards Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
Carbonséure). Durch Zugabe von DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl) nimmt die Absorption mit steigender

Standardkonzentration ab.

Abbildung 22: Vergleich der Einzelwerte der Antioxidantien-Konzentration in pmol/g Trockengewicht zwischen

den Gruppen k und i. k= Kontrollen, i= inokuliert.

Abbildung 23: Vergleich der Antioxidativen Kapazitidt (ARP %) zwischen den Gruppen k und i. Fiir die
Bestimmung des ARP (anti radical power) wurden die Einzelwerte der Gruppen gemittelt. k= Kontrollen, i=

inokuliert.

Abbildung 24: '"H-NMR Sepktrum
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7 Bildtafelverzeichnis

Bildtafel 1: Kultivierung von Didymella bryoniae auf potato dextrose agar (PDA). A: Anordnung der
Fruchtkorper von Didymella bryoniae in konzentrischen Ringen um das Mycel-Ausgangsstiick in der Mitte der
PDA-Platte (linke Petrischale) und dichter, weifler Mycelrasen (rechte Petrischale). B: Nahaufnahme der, in

konzentrischen Ringen angeordneten Fruchtkdrper von Didymella bryoniae.

Bildtafel 2: Vorinokulation von Kiirbisblattern und Bliiten mit Didymella bryoniae. A: Kontrolle. Die eingeritzte
Flache wurde mit destilliertem Wasser behandelt. B, C und D: Ausbildung von Blattflecken an den Réndern
(schwarze Pfeile), sowie im Bereich der eingeritzten Flidche (schwarze bzw. weille Pfeile) B: sieben Tage, C:
zwolf Tage und D: achtzehn Tage nach der Inokulation. E und F: Mannliche Bliite nach Behandlung mit E:
Didymella bryoniae Konidiensuspension und F: Pilzmycel. Die Abknickstelle befindet sich etwas {iber der Mitte

des Bliitenstiels (schwarzer Pfeil).

Bildtafel 3: Symptome der Blattflecken-Krankheit. A: junges, infiziertes Blatt 25 Tage nach Bespriihen des
Blattes mit Didymella bryoniae Konidiensuspension. Nekrotisches Blattgewebe im Bereich der Leitbiindel mit
Ausbildung von kleinen, schwarzen, kugeligen Fruchtkdrpern von Didymella bryoniae (schwarzer Pfeil). Das
Gewebe um die Nekrose ist vergilbt. B: vitaler, satt-griiner Blattstiel mit GroBteils nekrotischer Blattflache. C:
nekrotische Blattunterseite mit Fruchtkérpern von Didymella bryoniae. D: weicher, fauler Blattstiel mit
Fruchtkoérpern von Didymella bryoniae im Bereich der Abknickstelle und braun-schwarz gesprenkelten
Blattflecken mit dunkelbraun verfarbten Leitbiindeln (schwarzer Pfeil) (Bildausschnitt). E: vertrockneter

Blattstielansatz mit angrenzendem vitalem Stingel. F: vertrocknetes Blatt, Blattstiel und Sténgel.

Bildtafel 4: Symptome der Gummistangelkrankheit (nach Injektion von Didymella bryoniae Konidiensuspension
in die Markhdhle der Stingel). A: gesunder, dunkelgriiner Stangelabschnitt. B: vitaler Stingelabschnitt mit
massivem Hagelschaden. C: Nahaufnahme des Hagelschadens aus Abbildung B mit vereinzelter Ausbildung von
Didymella bryoniae Fruchtkorpern auf der verschlossenen Wunde. Das Gewebe zwischen den Verletzungen
beginnt sich dunkelbraun bis schwarz zu verfirben (schwarze Pfeile). D: Stingelabschnitt mit beginnender
Stiangelfaule und Ansammlung von Didymella bryoniae Fruchtkorpern auf der verschlossenen Wunde
(schwarzer Pfeil). E: Abgrenzung der verschlossenen Wunde vom gesunden Gewebe durch eine hellbraune Zone
(schwarzer Pfeil). F: fauler, dunkelbraun bis schwarz verfirbter Stédngelabschnitt mit massiver Ansammlung von

Didymella bryoniae Fruchtkdrpern.

Bildtafel 5: Symptome der Gummistingelkrankheit (nach Injektion von Didymella bryoniae Konidiensuspension
in die Markhohle der Stingel (Abbildungen A-D) bzw. Blattstiele (Abbildungen E-F)). A: braunliche Verfarbung
des Stingelgewebes, sowie des angrenzenden Blattstielgewebes (schwarzer Pfeil). B: Nahaufnahme des
angrenzenden Blattstieles, welcher mit einem weiflen und fiadigen Pilzmycel durchzogenen ist (schwarzer Pfeil).
C: Ansammlung von Didymella bryoniae Fruchtkorpern auf einem weichen, ausgebleichten Stingel und D:
schwarz verfarbten Gefafibiindeln (schwarzer Pfeil). E: gesunder Blattstiel. F: satt-hellgriiner Blattstielabschnitt
mit Didymella bryoniae Fruchtkdrpern auf einer kleinen, verschlossenen Wunde. Der Blattstiel zeigt an der

Abrissstelle erste Symptome einer Stielfaule (schwarzer Pfeil).

Bildtafel 6: Symptome der Gummisténgelkrankheit (nach Injektion von Didymella bryoniae Konidiensuspension

in die Markhohle der Blattstiele). A: ausgeblichener Blattstiel im Stadium der beginnenden Stielfaule mit
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komplett vertrocknetem Blatt. B: Nahaufnahme des Blattstiels in der Ndhe der Blattstielbasis mit Didymella
bryoniae Fruchtkorpern auf einer kleinen, verschlossenen Wunde (schwarzer Pfeil). C: Didymella bryoniae
ausgeloste Stielfdule mit Abknickstelle kurz oberhalb der Blattstielmitte und komplett nekrotischer Blattfldche.
D: schwarz verfarbter Blattstiel mit Didymella bryoniae Fruchtkorpern an der Abknickstelle (schwarzer Pfeil),
sowie E: an der Blattstielbasis. Abgrenzung des infizierten Blattsticlgewebes vom gesunden Stingelgewebe
durch eine diinne braunliche Zone (schwarzer Pfeil). F: Sicht auf das gesunde Gewebe (schwarzer Pfeil) im

Bereich des Knotenpunktes nach Abreiflen des infizierten Blattstiels.

Bildtafel 7: Symptome der Gummisténgelkrankheit (nach Bespriithen der Stingel (Abbildung A-C) bzw. der
Blattstiele (Abbildungen D-E) mit Didymella bryoniae Konidiensuspension). A: Ausbleichen des Stingels von
dunkelgriin zu hellgriin-braunlich. B: scheinbar gesunder Stingelabschnitte mit Didymella bryoniae
Fruchtkorpern auf bereits verschlossenen oberflachlichen Verletzungen (schwarze Pfeile) und C: Ausbildung
brauner Zonen um die, von Fruchtkdrpern besiedelten Stellen (schwarze Pfeile). D: gesunder, satt-griiner, fester
Blattstielabschnitt mit E: Didymella bryoniae Fruchtkérpern im Bereich einer kleinen, bereits verschlossenen
Verletzung (schwarzer Pfeil). F: gefaulter Blattstielabschnitt mit schwarzer Verfarbung des Blattstielgewebes im

Bereich der Abknickstelle.

Bildtafel 8: Vergleich der Inokulation mechanisch beschédigter Stingel (Hagel+: Abbildungen A-E) mit
unbeschidigten Stingeln (Hagel-: Abbildung F). A: gesunder Stangelabschnitt mit massivem Hagelschaden und
Didymella bryoniae Fruchtkorpern auf der verschlossenen Wunde. Die Stingelabschnitte links und rechts von
der Wunde sind vital. B: gesunder Stingelabschnitt mit Didymella bryoniae Fruchtkoérpern auf oberflachlichen,
verschlossenen Verletzungen (schwarzer Pfeil). C: abgetrennter Blattstiel mit Didymella bryoniae Fruchtkdrpern
im Bereich des markierten Knotenpunktes und Absonderung von bernsteinfarbigen, harzigen Substanzen im
Bereich der Abrissstelle (schwarze Pfeile). D: braunlich-schwarz verfarbter und vertrockneter Stingelabschnitt
mit Ansammlung von Didymella bryoniae Fruchtkdrpern (schwarzer Pfeil). E: Markhohle eines vertrockneten
Stangelabschnittes, durchzogen mit weilem, fadigen Mycel (weiler Pfeil). F: gesunder Stidngelabschnitt mit
angrenzendem komplett verfaultem Blattstiel. Das Gewebe im Bereich des Knotenpunktes ist orange-braunlich

bis schwarz verfarbt (schwarzer Pfeil).

Bildtafel 9: Inokulierte minnliche Bliitenstiele und angrenzende Stingelabschnitte. A: gesunder, fester
Stangelabschnitt. Die angrenzenden Bliiten- und Blattstiele sind vertrocknet. Zwischen dem gesunden
Stingelgewebe und dem infizierten Bliitenstielgewebe kommt es zur Ausbildung einer ringartigen Barriere
(weifler Pfeil). An einer Abbruchstelle eines Bliiten- oder Blattstiels tritt eine bernsteinfarbige, harzige Substanz
aus (schwarzer Pfeil). B: ausgeblichener Stangelabschnitt distal zum vertrockneten Bliitenstiel (im Bild nicht
sichtbar). C: vertrockneter Blattstiel- und Bliitenstielansatz mit angrenzendem stellenweise ausbleichendem
Stingelabschnitt. Im Ubergangsbereich zwischen Blattstiel und Stingel beginnt sich das Gewebe briunlich zu
verfarben (schwarzer Pfeil). D: vertrockneter Bliitenstiel mit angrenzendem vertrocknetem Sténgelabschnitt. E:
vertrockneter, schwarz verférbter Bliitenstielabschnitt mit zahlreichen schwarzen, ins Gewebe eingesenkten

Fruchtkoérpern von Didymella bryoniae.

Bildtafel 10: Symptome der Gummistdngelkrankheit (nach Inokulation der médnnlichen (Abbildungen A-C) und
weiblichen Bliiten (Abbildungen D-F) mit Didymella bryoniae Konidiensuspension). A: gesunder, dunkelgriiner,

fester Stangelabschnitt. Die angrenzenden Bliiten- und Blattstiele sind vertrocknet und mit Fruchtkdrpern des
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Pilzes besetzt. B: vertrocknete Bliiten- und Blattstiele mit angrenzendem vergilbtem Stéingelabschnitt. C:
Endstadium der Gummistingelkrankheit mit komplett vertrocknetem Fruchtkorper-besetztem Kiirbisstroh
(schwarzer Pfeil). D: gesunder, dunkelgriiner und fester Fruchtstiel und uninfizierter Frucht. Der angrenzende
Stiangelabschnitt zeigt keinerlei Symptome einer Stangelfaule. E: Vertrockneter, braunlich bis schwarz gefarbter
weiblicher Bliitenstiel mit massiver Ansammlung von Didymella bryoniae Fruchtkdrpern an der Bliitenstielbasis.
Der angrenzende Stingel beginnt im Bereich des Knotenpunktes auszubleichen. Der Stingelabschnitt ist jedoch

noch fest. F: graulich verfarbtes Gewebe im Bereich des Knotenpunktes mit Geflecht aus Hyphen.

Bildtafel 11: Blattflecken-Symptome auf Keimblattern nach Inokulation der Samen mit Didymella bryoniae
Konidiensuspension (Unter Freilandbedingungen: Abbildungen A-D, unter Laborbedingungen: Abbildungen E-
F). A: gesundes Keimblatt (nicht inokulierter Samen). B: einseitig nekrotisches Gewebe (von der Blattbasis bis
zur Blattspitze einschlieBlich des Blattstielansatzes und des Blattstiels) mit Didymella bryoniae Fruchtkdrpern
(schwarzer Kreis) Ndhe der Blattbasis und vereinzelten, kreisrunden Fralspuren des Gartenkugelspringers
(schwarze Pfeile). Anordnung der Fruchtkdrper in konzentrischen Ringen (Bildausschnitt). C: Blattflecken auf
den gegeniiberliegenden Blattinnenseiten des Keimblattpaares mit tropfenformigem Austritt bernsteinfarbiger,
harziger Substanzen Néhe der Blattspitze (schwarzer Pfeil). D: einseitig braunlich verféarbtes, weiches
Blattgewebe mit Didymella bryoniae Fruchtkdrpern (schwarze Pfeile). Die Rénder des Blattes sind im Bereich
der Blattflecken eingerollt. E: gesunde Keimlinge (nicht inokulierte Samen). F: ausbleibende Keimung der

inokulierten Samen.

Bildtafel 12: Inokulation der jungen Friichte. A: gesunde, dunkelgriin bis orange geférbte Frucht mit fester
Fruchtschale. B: tropfenférmiger Austritt bernsteinfarbiger, harziger Substanzen im Bereich des Bliitenbodens
einer gesunden Frucht (schwarze Pfeile). C: Ausbildung eines dichten Wundverschlusses (schwarzer Pfeil). D:
komplett gefaulte, zusammen gesackte Frucht mit weichem Fruchtfleisch und ins Gewebe eingesunkenen,
schwarzen Fruchtkérpern von Didymella bryoniae (schwarzer Pfeil). E: komplett vertrocknete Frucht mit F:

abgetrenntem vertrocknetem Fruchtstiel und Didymella bryoniae Fruchtkdrpern (schwarzer Pfeil).

Bildtafel 13: Inokulation dlterer Friichte ohne mechanische Verwundung. A: gesunde, gelb bis orange gefarbte
Frucht. B: Ausbildung einer orange-bréunlichen Barriere um einen Hagelschaden (schwarze Pfeile). C:
tropfenformige Ansammlung von bernsteinfirbigen, harzigen Substanzen im Bereich des Bliitenbodens und D:
im Bereich von Hagelschidden. E: weille Gewebsverdanderung mit zentraler wulstartiger Verhértung der
Fruchtschale auf einer gesunden Frucht (schwarzer Kreis) und F: Ansammlung von Didymella bryoniae

Fruchtkorpern gegen Ende der Vegetationsperiode.

Bildtafel 14: Inokulation &ltere Friichte mit mechanischer Verwundung. A-F: Cucurbita pepo induzierter
Verschluss der kiinstlichen mechanischen Verwundung. A: erster Tag nach der Verwundung, morgens. Starkes
tropfenformiges Ausquellen von durchsichtigen bis milchigen Substanzen. B: erster Tag nach der Verwundung,
mittags. Ausbildung eines glinzenden Wundverschlusses durch Einsickern der Substanzen ins Wundgewebe. C:
dritter Tag nach der Verwundung. Der glinzende Film ist dunkelorange gefarbt. D: vierter Tag nach der
Verwundung. Ausbildung von Didymella bryoniae Fruchtkorpern auf der verschlossenen Wunde. E: 25 Tage
nach der Inokulation der Wunde. Auf der Wundflache entstehen erste Risse. F: 26 Tage nach der Inokulation der

Wunde. Die rissig gewordene Struktur beginnt abzublattern (schwarzer Pfeil).
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Bildtafel 15: Inokulation der dlteren Friichte nach kiinstlicher Verletzung und Abdunkelung der
Inokulationsstelle. A: Ausbildung eines gldnzenden Films iiber der Verwundungsstelle. B: Entstehung eines
Sonnenflecks seitlich unterhalb der Verwundungsstelle. C: Nahautnahme des Sonnenflecks mit Didymella
bryoniae Fruchtkorpern. Das Gewebe im Bereich des Sonnenflecks beginnt sich schwarz zu verfarben. D:
Ausbreitung der Infektion auf das Sonnenfleck benachbarte Gewebe gegen Ende der Vegetationsperiode. E und

F: Entwicklung der Faule ausgehend von einem Sonnenfleck.

Bildtafel 16: Inokulation der dlteren Friichte nach kiinstlicher Verletzung ohne Abdunkelung der
Inokulationsstelle. A: gesunde Frucht mit Didymella bryoniae Fruchtkorpern auf der verschlossenen Wunde. B:
ausgedehnter Sonnenfleck mit zahlreichen Fruchtkdrpern von Didymella bryoniae und diversen Schwirzepilzen.
Das Gewebe im Bereich des Sonnenflecks ist schwarz verfarbt. C: Nahaufnahme einer kiinstlich zugefiihrten
Verletzung mit zahlreichen Fruchtkdrpern von Didymella bryoniae auf der rissigen Oberflache der Wunde.
Teilweise sind tropfenformige, bernsteinféarbige Substanzen auf der Oberflache der Wunde erkennbar. D: Frucht
mit groBem Sonnenfleck um die verschlossene Verletzung. Das Gewebe beginnt im Bereich des Bliitenbodens
zu kollabieren. E: Nahaufnahme der Verwundungsstelle mit tropfenformigen, bernsteinfarbigen Substanzen. Das
Wundgewebe ist durch eine deutliche bernsteinfiarbige Zone vom Sonnenfleck-Gewebe abgetrennt. F: komplett

verfaulte Frucht. Fruchtstiel und Frucht sind voneinander getrennt.

Bildtafel 17: Inokulation der dlteren Friichte ohne kiinstliche Verletzung mit Abdunkelung der Inokulationsstelle.
A: gesunde Frucht mit zwei kleinen langlichen Sonnenflecken entlang der ehemaligen Klebestelle. B: gesunde
Frucht gegen Ende der Vegetationsperiode mit Ansammlung von Didymella bryoniae Fruchtkdrpern auf dem
Sonnenfleck-Gewebe. Eine Ausbreitung der Sonnenflecken bzw. der Infektion auf gesundes Gewebe blieb aus.
C: stark eingesunkenes Sonnenfleck-Gewebe mit massiver Ansammlung von Didymella bryoniae Fruchtkérpern
und diversen Schwirzepilzen. Das Gewebe ist schwarz verfarbt. D: Nahaufnahme der auf den Sonnenflecken
ausgebildeten Fruchtkérper von Didymella bryoniae. E: faule Frucht mit Sonnenfleck im Ausgangsbereich der

Féule und wassergetrinkter Schale. F: komplett gefaulte Frucht mit briichiger Fruchtschale.

Bildtafel 18: Vergleich Verwundung und Verwundung nach erfolgter Inokulation. A: Verwundungsstelle ohne
austretende Substanzen, ein Tag nach der Verwundung. Das Wundgewebe ist feucht und leicht glanzend. B:
verstérkter tropfenformiger Austritt von durchsichtigen bis milchigen Substanzen im Bereich der inokulierten
Verwundungsstelle (weiBler Pfeil), ein Tag nach der Verwundung. C: dritter Tag nach der Verwundung. Sowohl
bei den inokulierten als auch bei den nicht inokulierten Verwundungsstellen bilden bernsteinfarbige Substanzen
einen dichten Wundverschluss. D: rissige, abblitternde und briichige Schicht mit Didymella bryoniae
Fruchtkorpern (weiller Pfeil). E: verstirkter tropfenformiger Austritt von durchsichtigen bis milchigen
Substanzen im Bereich der nicht inokulierten Verwundungsstelle (schwarze Pfeile), ein Tag nach der
Verwundung. F: kein wesentlicher Unterschied zwischen der Menge an austretenden bernsteinfarbigen
Substanzen zwischen der inokulierten und der nicht inokulierten Verwundungsstelle, drei Tage nach der

Verwundung.

Bildtafel 19: Nachweis der Arabinogalaktan-Proteine mittels Single Radial Diffusion Assay. A: Single Radial
Diffusion Assay fiinf verschiedener Friichte (AGPs + darunter liegendes Gewebe). Die Konzentrationen nehmen
von links nach rechts zu (15, 25 und 50 mg/ml). Reihe 1: Frucht 1 inokuliert, Reihe 2: Frucht 3 inokuliert, Frucht

3 nicht inokuliert, Reihe 3: Frucht 5 inokuliert, Frucht 5 nicht inokuliert, Reihe 4: Gummi arabicum 1 mg/ml, 2,5
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mg/ml, 5 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml und 1 mg/ml, Reihe 5: Frucht 9 inokuliert, Frucht 9 nicht inokuliert, Reihe
6: Frucht 10 inokuliert, Frucht 10 nicht inokuliert, Reihe 7 Frucht 1 nicht inokuliert, Reihe 8: Kontrolle (Wasser,
0,15 M NaCl + 0,02 % (w/v) NaN3). B: Single Radial Diffusion Assay fiinf verschiedener Friichte (reine AGPs).
Die Konzentrationen nehmen von links nach rechts zu (15, 25 und 50 mg/ml). Reihe 1: Frucht 2 inokuliert,
Reihe 2: Frucht 4 inokuliert, Frucht 4 nicht inokuliert, Reihe 3: Frucht 6 inokuliert, Frucht 6 nicht inokuliert,
Reihe 4: Gummi arabicum 1 mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml und 1 mg/ml, Reihe 5: Frucht 7
inokuliert, Frucht 7 nicht inokuliert, Reihe 6: Frucht 8 inokuliert, Frucht 8 nicht inokuliert, Reihe 7: Frucht 2
nicht inokuliert, Reihe 8: Kontrolle (Wasser, 0,15 M NaCl + 0,02 % (w/v) NaNj3). C: Single Radial Diffusion
Assay des Standards Gummi arabicum mit den Konzentrationen 15, 25, 50, 50, 25 und 15 mg/ml (von links nach
rechts). D: Mikroskopische Aufnahme des 3-D-glucosyl Yariv Reagenz gelost in destilliertem Wasser (0,15 M
NaCl+ 0,02 % (w/v) NaN3;), MaBstab= 100um. D: Gewebeabschnitt nach Farbung mit 3-D-glucosyl Yariv
Reagenz. Das Exokarp ist dunkelrot bis orange gefarbt. Dunkelrote ausgewaschene Prézipitate {iberlagern

stellenweise den Schnitt. Gefriermikrotomie-Schnitt. MaB3stab= 30 pm.

Bildtafel 20: Wasserstoffperoxid-Nachweis mittels Diaminobenzidin neun Tage nach der Inokulation mit
Didymella bryoniae Konidiensuspension (Konzentration= 10° Sporen/ml). A: Kontrollen (nicht inokulierte

Blitter). B und C: inokulierte Blatter.

Bildtafel 21: Morphologische Merkmale von Didymella bryoniae. A: verzweigte Hyphe mit Septum unterhalb
der Gabelung. Kratzpriparat. Maflstab= 50 um. B: auswachsende Hyphe. Die Hyphe ist im wachsenden Bereich
unseptiert. Kratzpraparat. Mafstab= 50 um. C: aufgelockertes Hyphengeflecht mit Hyphen unterschiedlichster
Durchmesser (10 pm, 5 pm und 2,5 pm) und Ansammlung von kugelrunden Strukturen im Cytoplasma der
Hyphen. Kratzpraparat. MaB3stab= 20 pm. D: griine Fluoreszenzerscheinung der kugelrunden Strukturen nach
Féarbung mit Bodipy. Kratzpriaparat. Maflstab= 20 um. E: Rand eines Pseudotheciums mit herausragenden Asci.
Innerhalb der hyalinen Asci liegen die Ascosporen. Quetschpréparat. MaB3stab= 10 pm F: monoseptierte, hyaline

und bauchige Ascosporen. Die obere Zelle ist etwas dicker als die unter. Quetschpriaparat. Maf3stab= 10 pm.

Bildtafel 22: Morphologische Merkmale von Didymella bryoniae. A: Flachenschnitt des Perikarps mit Pyknidien
von Didymella bryoniae mit massivem Ausstromen von asexuellen Pyknosporen. Gefriermikrotomie-Schnitt.
MaBstab= 50 pm. B: Querschnitt durch das Kiirbis-Fruchtfleisch mit ins Gewebe eingesenktem asexuellem
Fruchtkorper (Pyknidium) von Didymella bryoniae und Verlauf der Hyphen in den Zellen des Mesokarps.
Gefriermikrotomie-Schnitt. Maf3stab= 100 pm.

Bildtafel 23: Morphologische Merkmale von Didymella bryoniae. A: hellbraun gefarbtes Pyknidium mit
zentraler Ostiole. Die asexuellen Sporen quellen in laichenartigen Schniiren aus dem Fruchtkdrper aus.
Quetschpréiparat. Mafistab= 30 um. B: Nahaufnahme eines Pyknidiums und aus der Ostiole ausquellendem,
dichtem Sporenstrang. Quetschpraparat. MaBstab= 30 pm.

Bildtafel 24: Mikroskopischer Nachweis der Vorinokulationsversuche von Cucurbita pepo var. styriaca mit
Didymella bryoniae. A: Flachenschnitt eines Bliitenblattes mit mehrfach septierten blau gefarbten Hyphen von
Didymella bryoniae. Die Hyphen verzweigen sich mehrfach und bilden ein lockeres Hyphengeflecht.
Handschnitte mit Methylenblau gefarbt. Mafistab= 20 um. B: Querschnitt eines Sprosses mit blau gefarbten,
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intrazellular wachsenden Hyphen unterschiedlicher Durchmesser im Bereich eines Leitbiindels. Handschnitt mit

Methylenblau gefarbt. Mafstab= 20 pm.

Bildtafel 25: Chlorophyllfluoreszenz der Blitter fiir die Préparierung zum Totalpriparat. A: inokuliertes Blatt
(zwei Tage nach der Behandlung mit Didymella bryoniae Sporensuspension) unter Tageslicht. Erste Blattflecken
sind im Randbereich des Blattes, sowie auf der Blattspreite erkennbar (schwarze Kreise). B: Kontrollblatt unter
Tageslicht. C: inokuliertes Blatt (zwei Tage nach der Behandlung mit Didymella bryoniae Sporensuspension)
unter UV-Anregung. Die Bereiche der Blattflecken zeigen keine Fluoreszenz (schwarze Kreise). D: Kontrollblatt
unter UV-Anregung. E: inokuliertes Blatt (drei Tage nach der Behandlung mit Didymella bryoniae
Sporensuspension) unter UV-Anregung. F: inokuliertes Blatt (vier Tage nach der Behandlung mit Didymella

bryoniae Sporensuspension) unter UV-Anregung.

Bildtafel 26: Totalpréparation eines Blattes. A: dunkelblau geférbte Fruchtkdrper von Didymella bryoniae
entlang der Leitbiindel und auf der Blattspreite. Die Ostiolen der Fruchtkoérper sind gut erkennbar. Blau gefarbte
Hyphen befinden sich entlang der Leitbiindel (schwarze Pfeile). Farbung mittels Lacophenolblau. Mafstab= 100
pm. B: Fruchtkdrper eingesenkt ins Gewebe eines Leitbiindels (schwarze Pfeile). Die Hyphen gehen seitlich und
unterhalb des Fruchtkdrpers weg (schwarze Pfeile) (Bildausschnitt). Farbung mittels Lacophenolblau. Mafistab=
100 pm (Bildausschnitt Maf3stab= 20 um).

Bildtafel 27: Totalpréiparat eines Blattes. Teilweise parallel verlaufende verzweigte, mehrfach septierte und blau
gefarbte Hyphen A: im Bereich einer Seitenrippe eines Blattes und B: im Bereich eines Leitbiindels. Farbung

mittels Lacophenolblau. Mafistab= 50 um.

Bildtafel 28: Totalpriparat eines Blattes. A: Wachstum einer Hyphe durch eine Spaltdffnung (schwarzer Pfeil) in
das Innere eines Blattes. Farbung mittels Lacophenolblau. Mafstab= 10 pm.B: auskeimende Ascospore auf den

Epidermiszellen eines Blattes. Farbung mittels Lacophenolblau. Maf3stab= 20 pum.

Bildtafel 29: Serielle Aufnahme eines Totalpréparats eines Blattes. A: auskeimende Spore (schwarze Pfeile) und
B: Wachstum der Hyphe in Richtung der Basiszellen des Haares (schwarzer Pfeil). C: Biegung der Hyphen in
Richtung der Basiszellen des Haares (schwarze Pfeile). D: intrazelluldres Wachstum einer Hyphe in der ersten
Zelle eines mehrzelligen Kiirbishaares, sowie Wachstum weiterer septierter Hyphen in Richtung der Basiszellen
(schwarze Pfeile). E: Intrazelluldires Wachstum von Hyphen unterschiedlichster Durchmesser in einer
Kiirbishaarzelle und Ubergang der Hyphen in die benachbarte Zelle (schwarze Pfeile). Firbung mittels
Lacophenolblau. Mafistab= 20 pm.

Bildtafel 30: Hyphenverlauf von Didymella bryoniae im Fruchtfleisch von Cucurbita pepo var. styriaca. A: blau
gefarbtes dichtes Hyphengeflecht im Fruchtfleisch. Die Zellen des Exokarps und Teile des Mesokarps sind
kollabiert. Farbung mit Methylenblau. Gefriermikrotomie-Schnitt. Mafistab= 100 pm. B: Nahaufnahme einiger
Zellen des Mesokarps mit intrazellulir wachsenden Hyphen und Ubergang der Hyphen zwischen den Zellen
(schwarze Pfeile). Farbung mit Methylenblau. Gefriermikrotomie-Schnitt. MaBstab= 30 um.

Bildtafel 31: Mikroskopische Aufnahmen der 3-D-glucosyl Yariv Reagenz gefarbten Schnitte des

Fruchtfleisches. A: Bildung dunkelroter Prizipitate entlang der Zellwande vitaler Mesokarp-Zellverbéinde.
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Gefriermikrotomie-Schnitt. Maflstab= 50 um. B: dunkelrotes, ausgewaschenes Arabinogalaktan-Protein-

Prézipitat im Mikroskopiemedium. Gefriermikrotomie-Schnitt. Maf3stab= 50 um.
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