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1. Einleitung

1.1 Die Bedeutung der Rotbuche

Seit fast zwei Jahrtausenden ist die Rotbuckhagy@s sylvatival.) von Natur aus
unangefochten die dominierende Laubbaumart in disteleuropaischen Waldern @RoFF
1996). Vor etwa 3000 Jahren mit der nacheiszeéhclKlimaveranderung wurden die
Bedingungen fur die Buche ideal und sie konnte sm Gebirge im Stdosten Europas her
bis in die Tief- und Hugellandschaften nach Nordeesausbreiten. Das naturliche
Verbreitungsgebiet reicht heute von Sudengland &pankreich, Nordspanien und Uber das
gesamte mitteleuropéische Festland, inklusive Siwisden bis hin zur Westukraine und der
Balkanhalbinsel. Die sudlichsten natirlichen Rotlmmbestande sind in Sizilien zu finden,
die noérdlichsten im norwegischen Umland Bergensb(Ab.1). Global gesehen haben die

Rotbuchen jedoch ein geringes Verbreitungsgebiet.

—_—————

ROTBUCHE

ORIENTALISCHE BUCHE

WARSCHAU
o

D/?ESDEN\ —_—
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—\
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BORDEAUX « LYON
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Abb. 1.1: Verbreitungskarte vorFagus sylvativalL. (aus: B\WWER & ZIMMERMANN
1963).
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Da die Rotbuche eine wichtige und potenziell doeremde Laubbaumart ist, boden- und
bestandespfleglich und auch in der Bevolkerungrelmghen Stellenwert einnimmt, wird sie
auch als "Mutter des Waldes" bezeichnetH@IDT 2000 und KLLING et al. 2005). Die
wirtschaftliche Bedeutung der Rotbuche schwankten weichtigen Energielieferanten in
Form von Brennholz und Holzkohle tber ein gefradgtieserial in der Mobelindustrie bis hin
zum ertragsarmen und nicht rentablen Holzstoff.vBalrangten in der Nachkriegszeit vor
allem schnellwachsende und ertragsreichere Nadelden wie die FichteP(cea abied..)

die Buche, und man zog sie nur noch zur Gewahulggst von Schutz- und
Erholungsfunktionen heran @21z 1996). Erst in jungerer Zeit erfuhr die Buche inr de
Forstwirtschaft eine Renaissance, weil sie forgtisoh im Anbau gefoérdert wurde, um den
Laubholzanteil zu erhdhen, und weil sie waldbadicNorteile gegeniber anderen
Laubbaumarten besitzt. Darum wurde sie wieder &ekstgepflanzt. So nahm der
Buchenanteil sprunghaft mit der Aufforstung der &r&chadensflachen nach 1990 zu (in
Hessen mit 75 % Buchenanteil ERrz 1996)). Mittlerweile liegt der Flachenanteil in
Deutschland bei 14 % @#bPACHKUSAN et al. 2004). Aufgrund ihrer guten
Schattenvertraglichkeit, ihrer Anpassungsfahigkait das kuahlfeuchte Klima und ihrer
Durchsetzung im Wurzelwerk zeichnet sich die Rotieudurch eine hohe Konkurrenzkraft
aus (LEUSCHNER1998).

Durchschnittlich werden Buchen bis 45 m hoch, hasieen Stammdurchmesser von bis zu
150 cm und kdonnen 300 Jahre alt werden. Die Bazkgrau und glatt. Die glanzend griinen
Blatter sind wechselstandig, eielliptisch, etwai$10 cm lang und 3 bis 7 cm breit mit leicht
gezahntem Blattrand. Die Blutezeit ist im April bidai. Die eingeschlechtlichen Bliten
befinden sich an den jungen Trieben zum Zeitpurdst Blattentwicklung. Desweiteren
zeichnet sich die Rotbuche durch ein charaktecistis Herzwurzelsystem mit ausgesprochen
hoher Feinwurzeldichte aus RKISSMANN1977, HECKER1995).

Die Standortanspriiche der Buche sind gering. Sierkagt ein kihlfeuchtes Klima, wie es
in Mitteleuropa anzutreffen ist, und zeigt beste cM&umsraten bei milden Wintern und
hohen Niederschlagen auf nahrstoffreichen Bodeadiwach sauren bis alkalischen Bereich
(ELLENBERG 1978). Die Buche reagiert empfindlich auf die zunehde Belastung durch
biotische und abiotische Umwelteinflisse. Zu demes3faktoren zéhlen beispielsweise
Stickstoffbelastung, beschleunigte Bodenversauerureghthte Ozonkonzentrationen,
mechanische Bodenverdichtung, Sturm, Trockenheitrucht zuletzt pathogene Organismen,

wie Insekten, Pilze, Bakterien und Viren.
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1.2 Die Buchenkomplexkrankheit

Seit Uber 100 Jahren ist das klassische Buchemsteiden oder auch die
Buchenkomplexkrankheit bekannt und wurde erstmalgn ROBERT HARTIG 1878
beschrieben. Beobachtet wurde die Krankheit an dbien in Deutschland, Danemark,
England und Polen sowie auf dem amerikanischeniemt anFagus grandifoliaEhrh., wo
sich die Krankheit durch die Einschleppung der Bamiollschildlaus nach Nova Scotia
ausbreiten konnte @RLICH 1934). Um 1930 brach die Krankheit in den maritinkeavinzen
aus und verbreitete sich von Ost- bis Stidzentrah&aiber Massachusetts in den Norden
hin bis nach Quebec. Eine 175 000 ha grol3e FlaenenwVest Virginia betroffen (BlusToN

& O’BRrIEN 1998). Die Buchenkomplexkrankheit taucht sowohlakuter Form als auch
chronisch auf. Sie kann grol3e Areale betreffen mablt somit zu den bedeutendsten
Krankheitserscheinungen in BuchenbestandenqVENDORF1983).

Der Ablauf der klassischen Buchenkomplexkrankhstttiotz gewisser Differenzen in vier
Phasen zusammenfassbar: Anfangs findet eine Pdiugspng aufgrund extremer
Klimaereignisse statt (HUTT et al. 1992, BAsSCHKE 2005). Anschliel3end stellt sich ein
Massenbefall durch die Buchenwollschildla@syptococcus fagBér.) ein, der eine Infektion
der Rinde durch Nectria-Pilze (beispielsweliectria coccineavar. faginataLohm. Wats &
Ayres) und Weil3faulepilze wie z.Bzomes fomentariugL. ex Fr.) Fr. oderFomitopsis
pinicola (Swartz ex Fr.) Karst. mit sich zieht. Letztentlisiedeln sich sekundar der
Bohrkafer Hylecoetus dermestoides. bzw. der Nutzholzborkenkafefrypodendron
domesticunL. an, die zum Absterben der Buchen fihremKFG 1878, SCHWERDTFEGER
1957, PETERCORD 1999 und BLASCHKE 2005). Eine Ursache des Buchenbefalls durch die
Buchenwollschildlaus liegt in der charakterististhRindenanatomie vomagus (BRAUN
1976 und 1977)(Kap. 1.1). Durch die Saugaktivitéh Cryptococcus fagBar. bilden sich
tiefgreifende Rindennekrosen, die nicht immer @nfeich durch sekundare Innenperiderme
ausgeheilt werden konnengfERCORD2002), so dass optimale Bedingungen fur pathogene
Organismen geschaffen werden. Die Folge sind Kambakrosen, die in einem
Folgestadium den Sekundéarbefall durch holzzersd&drilze, holzbritende Insekten und
sichtbare Schleimflussflecken mit sich bringene@4r 2003). Die Krankheit ist anfangs
schwer erkennbar, da die Symptome latent bzw. redsksind und aufgrund der
morphologischen Variabilitat der Baume nicht adiggsind (Moser2002).
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Seit Mitte 1999 tritt ein neuartiges Schadbild ancBe auf. Wie bei der klassischen
Buchenkomplexkrankheit waren Schadigungen an dedersichtbar, die in Folge dessen
partiell abstarb. Es folgten Verwelkungen der Bl&itm oberen Kronenbereich, Absterben
kleinerer Aste, Schleimfluss bis hin zum Kaferblefdirch Tryodendron domesticur..
Diese Symptomatik der klassischen BuchenkomplexXtrain trat bisher nur an geschwachten
Buchen oder liegenden Stammen auf. Das neue Sdthdmingegen zeigt einefirypodendron
Befall bei du3erlich gesund erscheinenden BuchdRemionen tber 250 m . NN Belgiens,
Frankreichs, Luxemburgs, Rheinland-Pfalz und NaetrtWestfalens (BB 2001, NIESAR
2001,PETERCORD2002,PETERCORD2003, SEEGMULLER 2003).

Die Laubnutzholzborkenkaf@rypondendron domesticum und Trypodendron signaturh.
sind bislang als typische Lagerholzschadlinge bekafie durch Alkohole, die wahrend der
anaeroben Zersetzung der Rinde als Folge durch risage und Zerstérung des
Wasserhaushaltes des Baumes entstehen, angeladienwe

Durch die Bohrgange des Kafers kollabieren die \Mdaisgefal3e, was eine Verwelkung der
Aste in den Unterkronen einzelner Altbuchen zugEdiat. Neben dieser Auffalligkeit zahlen
zu weiteren sichtbaren Symptomen der Krankheit ehélohrmehlhaufchen auf den
Nordflanken der Stamme @#8ERMANN 2001, PETERCORD2001, SEEGMULLER 2003), sowie
sichtbare Fruchtkorper von Weil3faulepilzen auf Herde. Desweiteren trateédectria spec.
im Kambialbereich auf, sowie Schleimflussfleckenig®R 2003), die eine schleimig
braunschwarze Konsistenz annahmen. Schleimflugsffesind auf zerstorte Leitungsbahnen
des Xylems zurickzufuhren €PERCORD2003), die eine Folge von Kambiumnekrosen sind.
Oftmals wurde eine ausgepréagte Verborkung der atsomlatten Buchenrinde beobachtet.
Fur die heutige Forstwirtschaft bedeutet das ngeuftreten der Buchenkrankheit eine
besondere Herausforderung. Da die Buche ein wétvdlolzlieferant ist und auf dem
derzeitigen Holzmarkt der Festmeterpreis bei 780H@uteklasse B; Starkeklasse 3a — 4)
liegt (im Vergleich zur Fichte (Guteklasse B; Stldasse: 2b): 70 Euro oder Pappel
(Guteklasse B; Starkeklasse: 3a — 4): 35 Euro (regsbericht NRW, Stand Mai 2006)) und
ein gefragter Rohstoff bei den Sagewerken sowie der Holzindustrie
(Spanplattenherstellung, Mdobelindustrie) ist, sideéé Klarung der Befallsursache und
Malnahmen fir die Sicherstellung der Buchenbestamate grol3er Bedeutung. Durch
Schadsymptome wird das Holz schnell entwertet wamthkoftmals nur noch als Brennholz
verkauft werden. Das hat auch eine deutliche In@dgebgung der Buchen auf nationalen
und internationalen Holzmarkten zur Folge. Im Waktandsbericht 2005 heil3t es, dass 44 %
der Buchen deutliche Schéaden aufweisen (im Verglaiem Vorjahr 2004: 55 %). Das
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bedeutet zwar eine deutliche Erholung im Vergleiahm Vorjahr, jedoch bleibt im Gegensatz
dazu der Schadholzanteil besorgniserregend. DlaliEader Waldbestande und die Vitalitat
der Waldbaume sind von allgemeinem Interesse.

Das Ausmald der aktuellen Schaden durch die Buchepleaxkrankheit in Mitteleuropa ist
schwierig zu beurteilen, da in der forstlichen Maxdie Unterscheidung der
Krankheitsursachen von geringer Bedeutung e Schadholzmengen beliefen sich in
Rheinland-Pfalz  im Jahre 2001 auf insgesamt 7580, faliie durch die
Buchenkomplexkrankheit hervorgerufen wurden. Dawanen 2290 fm durch den neuartigen
Kaferbefall einzuordnen (@ErRCORD2002). In Tabelle 1.1 sind die Schadflachen und
—mengen der Jahre 2001 bis 2005 in den ForstamMéhz, Saarburg und Hochwald
dargestellt. Sowohl in Saarburg als auch in Hocwedr ein deutlicher Neubefall im Jahr
2003 zu beobachten.

Tab. 1.1: Schadumfang durch die Buchenkomplexkrankheit

verursacht in den FA Wiltz, Saarburg und Hochwateh 2001 bis

2005 (aus: Projektseitaterreg-Buchgwww.interreg-buche.de)).
Buchenkomplexkrankheit

Ubersicht Schadumfang 2001 -2005

Forstamt Wiltz/Luxemburg:

Schadmenge in fm
Schadflache in ha(jahrlicher Neubefall)
Schadumfang 2004 90,19 114k

Forstamt Saarburg:

Schadmenge in fm
Schadflache in ha(jahrlicher Neubefall)

Schadumfang 2001 0,4 100
Schadumfang 2002 11 505
Schadumfang 2003 22 2650
Schadumfang 2004 22 2293
Schadumfang 2005 24 2970
Schadmenge gesamt 8518

Forstamt Hochwald:

Schadmenge in fm
Schadflache in hal(jahrlicher Neubefall)

Schadumfang 2001 10

Schadumfang 2002 0,7 110
Schadumfang 2003 12 975
Schadumfang 2004 49 2152
Schadumfang 2005 44 2597

Schadmenge gesamt 5844
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Anatomisch &uf3ern sich Schaden in Form von Rindeoeen und Holzanomalien. Im
Rahmen des Interreg Il A De Lux Projektes zur Hoklung von Strategien zur Sicherung
von Buchenwaldern wurden anatomische Untersuchuragenbefallenen und scheinbar
gesunden Buchen durchgefuhrian(IGENFELD-HEYSER et al. 2005). Dabei wurde festgestellt,
dass die Rinde defrypodendronbefallenen Proben dicker war als die Kontrollpartn
Typisch fur eine gesunde Buchenrinde ist das Vatbasein von Lenticellen. Im
Widerspruch dazu stand, dass an den "gesund” eirfigggs Buchen fast keine Lenticellen zu
beobachten waren. Man konnte sie nur vereinzelteuRindenoberflache erkennen.

Anhand von Rindenquerschnitten konnten Rindennekroan allen befallenen Proben
beobachtet werden. Sowohl die befallenen als aieldaheben stehenden nicht befallenen
Buchen zeigten fast ausnahmslos Rindenekrosen, udierschiedlich tief waren. Ihr
Ausgangspunkt waren in den meisten Féllen die teléin. Flach darunter waren Nekrosen
lokalisiert (Abb. 1.2), die sich bis hin zum sekéreh Phloem erstrecken konnten. Teilweise

zeigten sich sogenannte Strahlbriche, die aufgromed gebildeter Tiefenperiderme

entstanden.

Abb. 1.2: Entstehung einer Rindennekrose unter einer Ldlgiden Querschnitt einer
Trypodendronbefallenen BucheA) und im Vergleich im Querschnitt einer als nicht
befallenen eingestuften Buch®)((aus: LANGENFELD-HEYSERet al. 2004).

Die augenscheinlich gesunden Kontrollproben zeigieenfalls Rindennekrosen, die jedoch
in keinem Fall so tiefgehend vorzufinden waren, W den befallenen Rindenproben. Die
Nekrosen der Kontrollpaarstiicke waren flach untar denticellen vorzufinden oder bereits

erfolgreich ausgeheilt und mit einem Uberwallungsgiee bedeckt.
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Die beobachteten anatomischen Rindenveranderungiemem zu der Frage, ob sich die
Abwehr auch in physiologischen und biochemischerakRenen, wie einer erhdhten
Produktion von Abwehrmetaboliten, widerspiegelt.

Im Holz von Trypodendron befallenen Buchen waren mikroskopisch sogenannte
Holzstrahlproliferationen zu beobachten, die enwvedur auf einen Jahrring beschrénkt
waren oder sich Uber mehrere Jahre erstreckteiwéise zeigten auch die Kontrollpartner
solche Strahlproliferationen. Sie besitzen in ihréemtrum eine Anhaufung unregelmalig
angeordneter und parenchymatischer Zellen, dieedftedlwénde besitzen und Starkekdrner
oder auch Gerbstoffe beinhalten. Im weiteren Vértir Strahlproliferation zeigt sich eine

anomale Holzbildung mit zentripetalen Gefalien rgllen und Polyphenolen.

Abb. 1.3: Mehrjéige Strhlproliferation im HolzquerchinerTrypodendrorbefallenen
Buche mit wellenférmigen Jahrringen (Pfeil) (ausNGENFELD-HEYSERet al. 2004).

Abbildung 1.3 zeigt bei einefrypodendronbefallenen Buche eine Holzstrahlproliferation,
die sich Gber mehrere Jahre erstreckt. Am Rand&tuahlproliferation befanden sich Gefal3e
mit Thyllen, die auch bei Proben mit starkem Beifallnormalen Holz anzutreffen waren. Die
Thyllen waren entweder rein parenchymatisch odehieiten Gerbstoffeinlagerung (Abb.

1.4).
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Abb. 1.4: ungefarbter Holzquerschnitt einer
Trypodendrorbefallenen Buche mit dunkel gefarbten
phenolhaltigen Xylemzellen (blauer Pfeil) und
grof3lumiger parenchymatischer Zellen mit
phenolhaltigen Zellwanden mit Thyllen und dunkel
erscheinenden  Gerbstoffeinlagerungen (schwarze
Pfeile) (aus: bNGENFELD-HEYSERet al. 2004).

Die Holzstrahlproliferationen mit phenolhaltigen IEgzellen im Kern und peripheren
Polyphenoleinlagerungen konnten Zeichen fir Verdmigen im biochemischen
Stoffwechsel sein. Jedoch ist bislang nicht bekaolntund in welcher Weise die chemische

Holzzusammensetzung beeinflusst wird.

1.3 Das pflanzliche Abwehrverhalten

Pflanzen sind unterschiedlichen Arten von StressBelastungen ausgesetzt, dabei spielt das
Klima eine komplexe Rolle als abiotischer Stres&rorme Hitze, lange Trockenperioden,
jahreszeitliche Extremverhaltnisse, wie beispielseériih- oder Spatfrost, Uberflutungen,
lange Winter, extreme Sommer sind nur ein paar @as Hinzu kommen die
unterschiedlichen  Bodenverhaltnisse  (Nahrstoffmhngeerhdhte  Stickstoffzufuhr,
Uberdiingung, zunehmende Bodenversauerung bzw. Bedtckung) oder erhohte
Ozonbelastung. Zu den biotischen Faktoren gehodrechamische Verletzungen, wie z.B.
Verbissverletzungen, Verwundung allgemein, die miatien Fraf3feinde und Pathogene, wie
Viren, Bakterien, Pilze und Insekten. Pflanzen samdeinem Standort fixiert und sie sind
einem standigen Selektionsdruck ausgesetzt. Geljetiese negativen Einflisse hat die
Pflanze ein komplexes physiologisches Abwehrnetkwefgebaut. Von der Entwicklung her

sind Pflanzen enorm regenerationsfahig, d.h. deéssbai Verwundung und Verlust von
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Geweben nahezu aus allen Gewebsteilen neues Zelbgebilden kénnen, da die Zellen in
ihrer Anlage omnipotente Eigenschaften besitzeng dias jeweilige Gewebe neu
synthetisieren und/oder die Vewundung durch Bildamgs Abschlussgewebes Uberwallen.
Unter natlrlichen Bedingungen kann die Pflanze gen meisten potenziellen Pathogenen
nicht befallen werden, da sie von Natur aus resisi® und ein Krankheitsausbruch die
Ausnahme darstellt (ETNERet al.1996). Diese sog. Basisresistenz ist genetischirdetert
und beruht darauf, dass das Pathogen die Pflarigeuad struktureller Eigenschaften nicht
als potentiellen Wirt erkennt oder dass die Pflartiech praformierte bzw. aktive
Abwehrmechanismen, die durch unspezifische Erkegnoduziert werden, keine Infektion
zulasst (HITEFUSS1997). Einzelne Pathogene sind in der Lage, diérheten Barrieren zu
durchbrechen und die Pflanze zu infizieren. Diegeraktion ist demnach kompatibel.

Man unterscheidet zwischen konstitutiven Abwehrra@idmen, die permanent und
unabhangig vom Befall vorhanden sind, und die imehten Abwehrfaktoren, die durch den
jeweiligen Stressimpuls erst ausgeldst werden dimdads auch wieder eingestellt werden. Zu
den konstitutiven Abwehrmechanismen zahlen dieksirallen Barrieren, wie die Zellwand
und ihre Einlagerungen von Suberin und Lignin. Bssd natirliche Inhaltsstoffe der
Zellwand und haben eine Schutzfunktion gegenubezsSfaktoren. Die Cutikula und das
Periderm, ein sekundares Schutzgewebe, zahlen adlsenku den Kkonstitutiven
Abwehrmechanismen. Lignine und Pektine kdnnen umestimmten Bedingungen entweder
verstarkt akkumuliert oder aus den Zellwdnden adgeden werden und durch
extrazellulare Enzyme polymerisiert werdenc8epr 1973). Die Modifikation in der
Zellwand, d.h. die verstarkte Einlagerung von Lmgniist vermutlich eine erste
Abwehrreaktion auf Pathogene oder allgemeine Sitestionen. In einem weiteren Schritt
ist es wabhrscheinlich fur die Pflanze notwendig,f aanduzierbare Mechanismen
zurickzugreifen. Voraussetzung dafiur ist, dass d2athogen von sogenannten
Signalmolekiilen erkannt wird. Auf diese Elicitoneird spater ndher eingegangen.

Von zentraler Bedeutung auf Zellebene sind zweiliéddkeiten: zum einen, die feste
Zellwand und zum anderen, ein vom Tonoplasten ulosséner Zellsaftraum, die Vakuole.
Zu den wichtigsten Aufgaben der Vakuole zahlen ainen die Funktion als Speicherraum
von Nahrstoffen, wie beispielsweise Zucker und Amséuren, auf die bei Nahrstoffmangel
zurtckgegriffen wird. Zum anderen dient die Vakuals Ablagerungsort fur eine Vielzahl
von Phenolen, Tanninen oder FlavonoidenNiV1999). Das kénnen toxische Verbindungen

sein, die die normalen Stoffwechselvorgange zellbkeintrachtigen konnen. Beispiele fur
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solche Verbindungen sind Alkaloide, pflanzeneigeAbwehrstoffe gegen Fral3feinde,
Schwermetallionen oder Natriumionen bei Salzstress.

Neben diesen wichtigen Funktionen der Vakuole zvesSabwehr spielt auch die Zellwand
eine Schlusselrolle, besonders bei der Abwehr vathd@genen. Dort kénnen lonen, die
manchmal fiur die Pflanze selbst toxisch sein kdonm&iweise unschadlich gemacht werden
(ScHALLER 2002). Auch in der Zellwand sind wie bereits emitibekundare Pflanzenstoffe
lokalisiert. Aul3erdem vollzieht sich hier der er§ehritt der Abwehr, durch den induzierte
Abwehrmechanismen in Gang gebracht werden. Dabeaideme die Pathogene durch
Signalmolekile, den sogenannten Elicitoren, an deloberflache erkannt, die von
bestimmten Proteinen, den sogenannten Rezeptorkeanng und gebunden werden. Man
unterscheidet endogene Elicitoren, die durch dernzymaatischen Abbau durch
Zellwandbestandteile als Oligosaccharide bekannd,sund exogene Elicitoren, die als
Proteine, Glykoproteine und Fettséduren eine gro8eoiturelle Vielfalt aufweisen RTERS
2001). Die Folge der Signaltransduktion ist sehmpgtex und spezifisch. So werden u.a.
verschiedene lonenkanale gedffnet, reaktive Sanfésgezies gebildet und Enzymaktivitaten
unter Beteiligung von Ethylen, Jasmonatsdure umadlenséaure geandert. Der abschlie3ende
Schritt in der Signaltransduktionskette ist die ikigrung der Abwehrgenexpression
(MALECK & DIETRICH 1999), die zur Folge hat, dass die Transaktivat@idiviert werden
und zahlreiche Proteine mit u.a. antimikrobiellenktion und z.B. die Familie der PR-Gene
(pathogenesis related genesy/nthetisiert werden. Desweiteren werden vonRfanze eine
gro3e Anzahl verschiedener organischer Verbindungeaduziert, die sogenannten
sekundaren Pflanzenstoffe. Im Gegensatz zu den &mmn Stoffmetaboliten, wie
Aminosauren, Chlorophyll, einfache Kohlenhydrateeod\Nukleotide, die essentiell am
Wachstum, an der Atmung und an den StoffwechsedgsiEn der Pflanze beteiligt sind und
in jeder Pflanze allgegenwartig sind, kommen di&uBdarmetabolite nur spezifisch vor,
werden oftmals nur in bestimmten Situationen gebildnd werden je nach Bedarf auch
wieder abgebaut. Aul3erdem sind sie pflanzenspezif(8eTTERS 2001), d.h. spezifische
Sekundarmetabolite kommen nur in bestimmten Pflaspezies vor und haben spezifische
Okologische Funktionen, wie hier fokussiert den@zlyegen Pathogene und die Antwort auf
Stress.

Jede Pflanzenzelle verfugt Uber einen Stoffwechdssl,fur die Aufrechterhaltung der Zelle
essenziell ist. Neben diesem sog. Primarstoffwedhseeibt die Pflanzenzelle einen sog.
Sekundarstoffwechsel, in dem mehr als 100 000 Mditabgebildet werden (SHALLER

2002). Diese Sekundarmetabolite sind fir die Basldionen der Zelle nicht notwendig,
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jedoch bekommen sie in ihrer Interaktion der Pfeandt ihrer Umgebung eine entscheidende
Bedeutung. Wie oben bereits erwdhnt, konnen negéatimwelteinflisse durch sie minimiert
werden. Viele dieser Sekundarmetabolite dienen déwehr von Pathogenen und
Herbivoren. Andere Pflanzenstoffe dienen als Lodtehifiir Insekten, als Signalstoffe fir
Symbiosenbildung mit Pilzen @iDT 1996) oder sie regulieren physiologische Prozésse
der Zelle, wie beispielsweise den Auxinstoffwvechg€HALLICE & WiLLiamMs 1970).
Sekundarmetabolite werden entweder oberirdischbldhendem oder vegetativem Gewebe
abgegeben oder unterirdisch in die Rhizosphararuddn Boden abgegeben.

Sekundare Pflanzenstoffe sind in drei Kategorientedbar (HsLDT 1996): Terpene,
sogenannte Lipide, die aus Metaboliten der Glykelgsler aus Acetyl-CoA synthetisiert
werden (Riz & ZEIGER 2000). Beispiele sind Glucoside, wie das Digitexion auDigitalis
lanata Ehrh. (KaISER et al. 1962), oder das Menthol adenthaspec.. Die zweite Gruppe
schlie3t die stickstoffhaltigen Sekundéarmetabatite, wie die Alkaloide. Dazu zahlen z.B.
das Nikotin ausNicotiana tabacunl. oder Chinin. Alkaloide bestehen Uberwiegend au
Aminosauren. Schliel3lich beeinhaltet die dritte d¢atrie die phenolischen Verbindungen,
wie z.B. Tannine, Cumarine, Flavonoide oder Lign{riELDT 1996). Diese Pflanzenstoffe
werden im Shikimatsaurezyklus oder Uber den Ade@bnat-Weg gebildet. Da die
sekundaren Pflanzenstoffe nicht nur fir andere Qsgaen toxisch wirken kdnnen, sondern
auch die Pflanze selbst negativ beinflussen konimaindie Pflanze Strategien entwickelt, sich
davor zu schiitzen. Die Vakuole spielt auch hievlneder eine entscheidende Rolle. Sie ist
nicht nur ein Abwehr- und Signalkompartiment, sandén ihr werden auch toxische
Verbindungen deponiert (s.0.). Ein Beispiel dafiirGumarin, welches als Abwehrschutz bei
Fral3feinden genutzt wird ¢BALLER 2002). Cumarin ist fur die Pflanze selbst toxisch.
Deshalb wird nur eine ungiftige Vorstufe des Cumsridas Cumarsaure-Glucosid, in den
Vakuolen gespeichert. Bei Befall brechen die Vakaauf, die Cumarséaure wird freigesetzt,
kann mit dem benétigten Enzym Glycosidase reagiemh die phenolische Verbindung
Cumarin wird wirksam (MTILE 1984).

Alle phenolischen Verbindungen besitzen einen atmectzen Ring mit ein oder mehreren
Hydroxylgruppen und ihren abgeleiteten DerivateakBORNE 1980) in Form von Zuckern,
Séauren oder Oligo- und Polymerenr(END 1985). Als Beispiel ist in Abbildung 1.5 die
chemische Struktur der Kaffeesédure als Vertreterpihenolischen Verbindungen mit dem

gemeinsamen Grundgerust dargestellt.
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Abb. 1.5: Chemische Struktur von
Kaffeesaure.

Der Shikimatstoffwechselweg kommt nur in Pflanz&ilzen und einigen Bakterien vor
(BENTLEY 1990). Die Hauptaufgabe ist aromatische Aminoséaue synthetisieren. Durch
die Synthese aromatischer Aminosduren werden wdhrdes Shikimatstoffwechsels
Vorstufen der meisten sekundaren Pflanzenstoffe, Mannine, Alkaloide, Phenylpropanoide,
Flavonoide oder Cumarine gebildet ARBORNE 1980, FhHLBROCK & SCHEEL 1989 und
KNAGGS 2003). In der Abfolge liegt der Shikimatweg vond@henylpropanoidweg und stellt
somit das Bindeglied zwischen Primér- und Sekuriofivgeechsel dar. Fast 20 % des
Kohlenstoffs werden dort eingebundem@iam 1993).

Im Shikimatstoffwechselweg (Abbildung 1.6) werdde drei lebenswichtigen aromatischen
Aminosauren gebildet: Tyrosin, Phenylalanin und ptophan, die aus dem gemeinsamen
Vorlaufer Chorismat synthestisiert werdene(BLEY 1990). Die Synthese von Chorismat
besteht aus sieben Schritten. Die beiden Ausgangsdeingen fur die Bildung der drei
Aminosauren sind Erythrose-4-phosphat und PEP (#oenylpyruvat), die aus dem
Kohlenstoffmetabolismus stammen. Die Kondensatiom REP, welches ein Intermediat aus
der Glykolyse darstellt, und Erythrose-4-phospbas aus dem Pentosephosphatweg stammt,
katalysiert die3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat-Synth@s&HPS) Da mehrere
Isoformen von DAHPS nachgewiesen wurden ERRMANN 1995), gibt es auch
unterschiedliche Varianten ihrer Regulation. Im &gtz zum Isoenzy@AHPS-CS* wird
DAHPS-MA" durch Verwundung, Pathogenbefall oder Licht induziMcCuE & CONN
1990 und KTH et al. 1991). Im zweiten Schritt dephosphorylidie Dehydroquinat-
Synthase (DQSpas Kondensat zu 3"-DehydroquinatrR(BvN 2003), welches von der
Dehydroquinat-Dehydratase (DQD)und der Shikimatdehydrogenase (SD)uber
Dehydroshikimat zu Shikimat reduziert wird. In emeéarauffolgenden Schritt phosphoryliert
die Shikimatkinase (SK3hikimat zu Shikimatphosphat, welches mit einentexen Molekdl
PEP aus dem Kohlenstoffwechselweg reagiert undHitiié der 5-Enolpyruvyl-shikimat-3-
phosphat-Synthase (EPSP3) Enolpyruvylshikimatphosphat (EPSP) synthetisieird
(BENTLEY 1990). Das letzte Enzym der ChorismatsynthesdiésChorismatsynthase (CS)

welches die Reaktion zu Chorismat katalysiert. Algm Weg zur Phenylalanin- und
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Tyrosinsynthese katalysiert dieChorismatmutase (CM) die Umwandlung des
Enolpyruvatrestes am Chorismat.

Der erste Syntheseschritt von Erythrose-4-phospimat PEP ist in den Chloroplasten
lokalisiert. Unklar ist, ob der vollstandige Shikimyklus im Zytosol stattfinden kann.
Vermutlich werden Uber den Syntheseweg in den ©plasten vorrangig aromatische
Aminosauren synthetisiert und auf zytosolischem Wegstufen der Sekundérmetabolite
bereitgestellt @NSEN 1985, WEAVER 1997).

Phenole kénnen wirksam gegen pilzliche, bakterigfid virale Infektionen sein (ETNER et

al. 1996). Die Komponenten, die hier von Interesisd, sind die zwei wichtigsten Vertreter
der Catechine oder der monomeren Flavan-3-olenDaestereomerenpaar (+)-Catechin und
(-)-Epicatechin. Sie kommen entweder in freier Foan Gallussaure gebunden sowie als
Glycoside vor. Die Synthese der Anthocyane, devdfie3-ole und der Proanthocyanidine ist
bislang im Detail noch nicht geklart gRKkMANN 1993). Nach Erkenntnissen voneXet al.
(2003) wird das Epicatechin durch das Enzymthocyanidinreduktas@ebildet. Sowohl
Catechin als auch Epicatechin kdnnen Ketten mir @eén Einheiten bilden aufgrund von
verschiedenen Kopplungsmdéglichkeiten an allen fraéasserstoffbriicken. Daher wird die
antioxidative und radikalfangende Wirkung versta(lBors 2004). Allgemein besitzen
Catechine astringierende Eigenschaften und beséirenhohe Affinitat zur Komplexierung
von Proteiner{HAGEMANN & BUTLER 1981). Dies stellt eine wichtige Funktion zum Sezhu
gegen eindringende Mikroorganismen dar. Oligomelavdnole besitzen die Fahigkeit,
Enzyme zu inhibieren (@.DSTEIN & SWAIN 1965, MORNAU & TREUTTER 2003)und eine
Veranderung von pilzlichen Enzymen hervorzurufesL(BIKHE et al.1990).

Desweiteren sind wahrend dieser Arbeit 4-Hydroxyoeséaure, Ferulaséure, Zimtséaure,
Chlorogensaurgy-Cumarsaure und 3,4-Dihydroxybenzoesaure von besen8edeutung, da
sie nachweislich in héheren Pflanzen eine Rolle desi Pathogenabwehr spielen und z.T.
fungizide Wirkung nachsichrufen (A & ScCHMIDLE 1980).



Einleitung

19

Phosphoenol-
pyruvat

coo
®—o/c§0H2 HO CO
®-o- CHz 'T'
HO/C . C=0 ; ;
6H a )

Erythrose-4-phosphat 3’-Dehydrochinat

e

pyrophosphat Anthramlat

Chorismat

/ i
Serin °00C C I

P

Prephenat

)
@j’CHg—CH*COOe
N

|
H

Tryptophan

NADPH

3’-Dehydroshikimat

Glutamin
Glutamat
o~ c cooO o- c cooe o} OH
Phosphoribosyl- é

5’-Enolpyruvylshikimat-
3-phosphat (EPSP)

g
H,~C—-CO0° °00C. ,CH,~C—-CO0°
a-Keto-
Glycer- Glutamat glutarat
aldehyd-
3-phosphat

Arogenat
NAD®

NADH

|
H  CO,+H,0
W

OH N4 OH
NHE

NADP @

To/@ ~ A

OH
Shikimat
ATP
ADP
PEP
coo°®

OH

Shikimat-3-phosphat

Phenylalanin

OO NHS
|
CHz—cl:—cooe
H

OH

Tyrosin

Abb. 1.6: Uberblick des Shikimatstoffwechselwegs (modifizieach HLDT 1996).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten unter Berlcksialmigy der Buchenkomplexkrankheit

anatomische, physiologische und molekularbiologiseleranderungen an geschadigten und

gesunden Buchen untersucht werden.

Das neuartige Schadbild der Buche warf Fragen @ief,in dieser Arbeit geklart werden

sollten:

e Handelt es sich dabei

um die bereits bekannte Bklareg der klassischen

Buchenkomplexkrankheit oder um eine neue, bist@rtmieschriebene Erkrankung?

» Konnen die holzbritenden Kafer auf3er vorgeschadigt®olz und Totholz auch

gesunde stehende Buchen befallen?
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» Liegt bei den vital aussehenden Baumen eine vorranlEht erkennbare Schadigung
vor?

Die bisherigen Untersuchungen (Kap. 1.2) fuhrtetJberlegungen, ob es Veranderungen im
physiologischen Stoffhaushalt der Buche gibt. Andesich die Gehalte und die
Zusammensetzung der phenolischen VerbindungerriRidde und im Holz?
Zur differenzierten Betrachtung sollten die Beoltangen der anatomischen Analysen
Trypodendronbefallener Rinden- und Holzproben mit gesundem Me&fysmaterial (Kap.
2.1) und mit den physiologischen Merkmalen in Kiatien gesetzt werden und
Veranderungen heraus kristallisiert werden.
Bei Pathogenbefall an Baumen gilt die Rinde aldriisstelle und somit als erstes Gewebe,
das auf die Situation reagiert. Aus diesem Grurgd dar Focus der hier durchgefiihrten
Untersuchungen auf der Rinde. Der Sekundarmetatwosisund die gebildeten phenolischen
Verbindungen haben unter pflanzlichen Stressbediggn eine zentrale Bedeutung und
sollten naher betrachtet werden, indem physiolbgis¥erdnderungen in den befallenen
Rindenproben aufgezeigt wurden. Die Gesamtphenaltgebind die quantifizierte Verteilung
einzelner Phenolsauren in der Rinde sollten Autssshliber die Rolle der Sekundarmetabolite
unter Pathogenbefall an Buche geben.
Genexpressionsanalysen sollten mittels quantitate@time PCR und Micro Array Technik
einen besseren Einblick Uber die Regulation dendkapte geben, die am Abwehrverhalten
an Buche mal3geblich beteiligt sind. Bisher wurdeseal Techniken nur an Blattmaterial
durchgefuhrt. Die Analysen aus Buchenrinde steiteNovum dar und sollte neue Aspekte
Uber das molekularbiologische Abwehrverhalten dercHgnrinde auf Expressionsebene

zeigen.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsgebiete und Materialgewinnung

2.1.1 Paarversuch

In einem Paarversuch wurdefrypodendronbefallene und unbefallene BucheRkagus
sylvatica L.) Mitte Juli 2003 und Ende November 2005 in Riteand-Pfalz, Forstamt
Saarburg (Abt. 147a, Revier Klink) fir anatomischatersuchungen (Kap. 2.3), fir
physiologische Untersuchungen (Kap. 2.4) sowienfiatekularbiologische Untersuchungen
(Kap. 2.5) beprobt. Die Buchen standen in einembbaschbestand und waren 123 bis 133
Jahre alt. Die Hohenlage der Flache betrug 5900-n6@i. NN und hatte eine leicht geneigte
NW-Exposition. Der Boden war als mittel- bis tigigdige Braunerde mit armerer
Nahrstoffversorgung eingestuft, die aus uberwiegeledonischem Tonschiefer bestand
(Bestandesblatt des Forsteinrichtungswerks des dsanBheinland-Pfalz, 2003). Die
Jahresdurchschnittstemperatur lag 2003 bei 10,13ligCLuftfeuchte betrug 68,3 % und die
durchschnittliche monatliche Niederschlagsmengebkig68,6 mm (Tab. 2.1). Als befallen
wurden die Buchen eingestuft, die in den Jahren1200d 2002 durchlrypodendron
domesticuni. befallen waren. In der Regel war der Befallden Nordostseite lokalisiert und
anhand von kleinen Bohrldchern und hellen Bohrmélichen erkennbar. In unmittelbarer
Nachbarschaft wurde ein gesund erscheinender Béumlaaugehdrende Kontrolle beprobt.
Die Ernte der Rinden- und Holzsticke erfolgte in®hohe jeweils an Nord- und Sidseite
der Baume. Mit einem Zuwachsbohrer (Durchmesserm) wurden fur die anatomischen
Untersuchungen ca. 5 cm lange Bohrkerne entnomrb&se wurden in FAE-LOsung
(JOHANSEN 1940) oder unbehandelt transportiert und bis zeiteren Analyse gelagert. Mit
einem Stechbeitel wurden fur die physiologischen d ummolekularbiologischen
Untersuchungen Rindensticke herausprapariert ufaftswach Entnahme auf Trockeneis
tiefgefroren, nach Gottingen transportiert und big weiteren Bearbeitung bei —80 °C
gelagert.

Neben den KontrollbAumen aus Rheinland-Pfalz wuwgksteres Kontrollmaterial von
Kalkstandorten geerntet. Dazu wurde im Marz 2005 awei Reinbestdnden in Sachsen-
Anhalt, Forstamt Halberstadt (Abt. 633 Aal und 7&%B Revier Huy) Probenmaterial
gesammelt. Der erste Bestand, 130jahrige Buchgr£288 m 0. NN, hatte eine Nordhanglage
von 30 % und stand auf Muschelkalk mit LoGlehmeggl Der zweite Bestand, 160jahrige
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Buchen, lag 290 m 0. NN, hatte eine Sidneigung 3@18%6, ebenfalls auf Muschelkalk mit

LoRlehmauflage. Hier lag die Jahresdurchschnitggégatur im Jahr 2005 bei 10,02 °C, die
Luftfeuchte betrug 77,42 % und die durchschnitdichonatliche Niederschlagsmenge lag bei
47,5 mm (Tab. 2.2). Es wurden Bohrkerne in Brusth{@urchmesser: 0,5 cm, Lange: ~ 5
cm) entnommen und Rindenstiicke mit einem StecHb@tausprapariert. Die Rindenstiicke
wurden sofort nach Entnahme auf Trockeneis gelagartisportiert und bei —80 °C bis zur

weiteren Analyse gelagert. Die Bohrkerne wurdemogéhet und bei RT bis zur weiteren

Analyse gelagert.

Weiteres Material stammte aus Niedersachsen, FarsReinhausen (Abt. 163a, Revier

Sattenhausen). Dort wurde im Marz 2005 Rindennadtan frisch gehauenen 120jahrigen
Buchen ohne Rotkern in einem Edellaubmischbestageintet. Das auf Eis gelagerte
Material wurde nach dem Transport sofort bei —8@&G&gert. Der Standort lag 351 — 400 m
0. NN auf Kalksteinverwitterungslehmboden. Die &sldurchschnittstemperatur lag in

Reinhausen 2005 bei 9,4 °C, die relative Luftfeadbetrug 77 % und die durchschnittliche
Niederschlagsmenge lag bei 55,3 mm pro Monat (Z&).

Tab. 2.1: Witterungsdaten der Region des FA Saarburg. Angagedind die jahrlichen
Mittelwerte der Temperatur, der monatlichen Niedklagsmenge und der relativen
Luftfeuchte bzw. die Mittelwerte der Vegetationspden von Mai bis einschliel3lich
September der Jahre 2002 bis 2005 (Quelle: Deut$tk#erdienst, Offenbach).

Datum Temperatur [°C] Luftfeuchte [%)] Niederschlagseivionat [mm||
2002 9,83 76,3 94,0
2003 10,13 68,3 68,6
2004 9,08 73,9 86,7
2005 9,43 73,50 74,7
05/2002 - 09/2002 15,58 70,2 54,6
05/2003 - 09/2003 17,92 60,6 66,3
05/2004 - 09/2004 15,44 66,2 107,2
05/2005 - 09/2005 15,98 64,8 73,7
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Tab. 2.2: Witterungsdaten der Region des FA Halberstadt. galgen sind die jahrlichen
Mittelwerte der Temperatur, der monatlichen NiedRlzgsmenge und der relativen
Luftfeuchte bzw. die Mittelwerte der Vegetationspden von Mai bis einschliel3lich
September der Jahre 2002 bis 2005 (Quelle: Deut¥¢hterdienst, Offenbach).

Datum Temperatur [°C] Luftfeuchte [%] Niederschlagsgeionat [mml]
2002 9,94 80,0 74,2
2003 10,13 73,5 40,5
2004 9,83 78,3 48,2
2005 10,02 774 475
05/2002 - 09/2002 17,00 75,8 91,7
05/2003 - 09/2003 18,22 64,0 46,2
05/2004 - 09/2004 16,08 72,8 55,4
05/2005 - 09/2005 16,62 71,2 51,2

Tab. 2.3: Witterungsdaten der Region Goéttingen. Angegebed dia jahrlichen Mittelwerte
der Temperatur, der monatlichen Niederschlagsmandeder relativen Luftfeuchte bzw. die
Mittelwerte der Vegetationsperioden von Mai bisseimiel3lich September der Jahre 2002 bis
2005 (Quelle: Deutscher Wetterdienst, Offenbach).

Datum Temperatur [°C] relative Luftfeuchte [%] Niedetdagsmenge/Monat [mllp]
2002 9,70 78,1 82,0
2003 9,40 72,3 45,8
2004 9,10 76,4 59,8
2005 9,40 77,0 55,3
05/2002 - 09/2002 16,7 76,2 87,8
05/2003 - 09/2003 17,2 67,9 41,7
05/2004 - 09/2004 14,9 72,8 56,5
05/2005 - 09/2005 17,7 73,3 58,6

2.1.2 Jahresverlauf

25jahrige Buchen wurden wahrend der Vegetationsgeri(von Mai bis September)

regelmafig beprobt. Dazu wurden monatlich an viech®@n Rindenstiickchen mit einem
Stechbeitel entnommen und sofort auf Eis gela@gene der vier Buchen wurde von Mai bis
September 2004 beprobt, die Ubrigen wurden jewals einmal beprobt, so dass
gewahrleistet war, dass es sich um Baume ohne ngeh&/erletzungen handelte. Der

Laubmischbestand befand sich oberhalb des Forsiilsoteen Gartens in Géttingen in einer
Hohenlage von 215 bis 225 m 4. NN in SO-Expositlder Boden war ein angeflillter Boden
mit LoRlehmeinlage. Dort herrschte im Jahr 2004e eliahresdurchschnittstemperatur von

9,10 °C, die Luftfeuchte betrug 76,4 % und die Hdaohnittiche monatliche
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Niederschlagsmenge lag bei 59,8 mm (Tab. 2.3). Bis weiteren Bestimmung des

Gesamtphenolgehaltes (Kap. 2.4.1) lagerte das Rimdterial bei —80 °C.

2.1.3 Froststressexperiment

Anfang November 2004 wurde eine halbstammige FxpstEtion an Buchenstammen in
einem Laubmischbestand oberhalb des ForstbotamsGlagtens (Kap. 2.1.2) durchgefthrt.
Die Frostbehandlung erfolgte mit Plastiktiten, whi¢ klein gehacktem Trockeneis (-80 °C)
gefullt, eine durchschnittliche Temperatur von etd@a °C an der Stammoberflache erzielten.
Der Froststressbereich wurde mittels Goldfolie (&alff, Euskirchen) nochmals isoliert, um
die Temperatur moglichst lange konstant zu halfdsb( 2.1). Der Froststress erfolgte tUber
ca. sechs Stunden. Die Behandlungsstellen wurdénFiaischreiber markiert. Nach der
Vegetationsphase im November 2005 wurden die deost$iress ausgesetzten Aststilicke
herausgesagt und fixiert (Kap. 2.3.1). Die gegeriggenden Asthalften wurden als
Kontrollen beprobt.

Buchenstamm

Markierungspunkie
der behandelten

Stelle | %7 ) Plastiktite
- mit
L Trockeneis

Abb. 2.1: Versuchsaufbau der Froststress-
Simulation.

2.1.4 Stichverletzungsversuch

Der Versuch erfolgte an gesunden Buchen im Laubtiestand des Forstbotanischen
Gartens (Kap. 2.1.2) durch Verletzung mit Insekéatain.
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Mitte Mai 2005 wurden je drei Aste von drei Buchmit glatter Rindenoberflache auf einer 3
x 2 cm groBen Rindenflache mit Insektennadeln tarleDie Nadel (38 mm lang,
Durchmesser: 0,30 mm) wurde eingestochen, bisidié\dderstand stiel3. Dabei konnte es
sich um primare Phloemfaserbiindel, um die Kambigrore oder das neu gebildete Holz
handeln. Die Abstande der Einstiche waren unred&igni& einem Abstand von 2 bis 8 mm.
Nach der Vegetationsphase (Anfang Oktober 2005)demurdie behandelten Stlicke
herausgesagt und in FAE-LGsung fixiert und dort his weiteren Analyse gelagert (Kap.
2.3).

2.2 Chemikalien

Soweit nicht anders erwéhnt, wurden flr die Versudér vorliegenden Arbeit Chemikalien
der Firma Merck (Darmstadt) und Enzyme der Firmarfemtas (St. Leon-Rot) in p.a. bzw.
reinst Qualitat verwendet. Die molekularbiologischKits wurden, soweit nicht anders
beschrieben, nach Herstellerprotokoll verwendet.le Alwassrigen Loésungen und
Arbeitsschritte mit Wasser wurden mit MilliQ Wasgérium 611, Fa. Sartorius, Géttingen)

angesetzt und durchgefihrt.

2.3 Anatomische Untersuchungen

2.3.1 Fixierung und Anfertigen von Mikrotomschniten

Um rinden- und holzanatomische mikroskopische Bebtumgen durchzufiihren, musste das
Probenmaterial nach der Ernte in FAE - Losung (Eohg70 %), Formaldehyd (37 %),
Eisessig im Verhaltnis 18:1:1) konserviert werdad mindestens eine Woche in Ethanol (70
%) inkubiert werden. Mit einem Schlittenmikrotoma(FReichert, Wien) oder mit einem
Gefriermikrotom (Fa. Jung, Heidelberg) wurden 2804 m dicke Quer- und Langstschnitte
angefertigt. Die Schnitte wurden in Toluidinblayd® % in 50 mM Phosphatpuffer, pH 7.0)
(O'BRIEN et al. 1964) oder Phloroglucin/HCI fir 3 min inkaki und mit Wasser abgespult
oder blieben ungeféarbt. Anschliel3end wurden dienBtehin 50 % Glycerin auf Objekttragern
(76 x 26 mm, Fa. Menzel, Braunschweig) mit einenckgéas (24 x 24 mm, Fa. Menzel,

Braunschweig) eingedeckelt.
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2.3.2 Paraffineinbettung

In einigen Fallen war es notwendig, die Rinden- tfaizstiicke in Paraffin einzubetten, um
saubere Mikrotomschnitte anfertigen zu kénnen waslRleilen des Gewebes beim Schneiden
zu verhindern. Dafir muf3te das frisch geerntetbétrmaterial in FAE —Ldsung (Ethanol (70
%), Formaldehyd (37 %), Eisessig im Verhaltnis 1BrImindestens eine Woche fixiert
werden, damit das Gewebestlck vollstandig von désuhg durchdrungen wurde.
Anschlieend wurden die Praparate einer Alkoholgsun steigender Konzentration
ausgesetzt (Tabelle 2.4). Diese Konzentrationsreifitzog dem Gewebe Wasser. Danach
wurden den Praparaten Isopropanol/Roti-Histol fath, Karlsruhe) Losungen in steigender
Roti-Histol Konzentration und abnehmender Isoprapatonzentration zugesetzt, um den
Alkohol zu verdrangen und die spatere Paraffinduima zu ermdglichen
(HUTZSCHENREUTHER& BRUMMER 1984). Zum Ausbetten der Gewebestickchen wurden si
in Aluschalchen gelegt und auf einer Heizplatte. (Fehttt, Gottingen) mit flissigem 40°C
erwarmten Paraffin (Roti-Plast, Fa. Roth, Karlsjulidbergossen. Nach Abkuhlung der
Paraffinbléckchen wurden sie auf passende Holz&h#na prapariert, um eine bessere

Handhabung beim spateren Schneiden (Kap. 2.3.8)madglichen.

Tab. 2.4: Inkubationsschema zur Paraffineinbettung.

L6sung Temperatur | Inkubationszeit
70 % Ethanol RT 1-2h
80 % Ethanol RT 30 min
90 % Ethanol RT 30 min
96 % Ethanol RT 30 min
96 % Ethanol/lsopropanol (1:1) RT 30 min
Isopropanol RT 30 min
Isopropanol/Roti-Histol (3:1) RT 30 min
Isopropanol/Roti-Histol (1:1) RT 30 min
Isopropanol/Roti-Histol (1:3) RT 30 min
Roti-Histol RT 30 min
Roti-Histol RT 30 min
Roti-Histol RT 30 min
Kaltgesattigte Roti-Plast-Losung in Roti-Histpl RT -2h
Warmgesattigte Roti-Plast-Losung in Roti-Hi 40 °C 1-2h
Reines geschmolzenes Roti-Plast 60 °C 1-2h
Reines geschmolzenes Roti-Plast 60 °C 8-12h
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2.3.3 Schneiden und Entparaffinierung

Nach Aushartung der Paraffinblécke wurden mit ein8ohlittenmikrotom (Fa. Reichert,
Wien) 20 — 30 um dicke Querschnitte angefertigt and gelatinierte Objekttrager (Kap.
2.3.4) aufgenommen. Diese wurden 3 x in Roti-Hjslok in Roti-Histol/Isopropanol (1:1)
und 2 x in Isopropanol jeweils fir 5 Minuten inkali Gber absteigende
Alkoholkonzentrationen (96 %, 70 %, 50 %, 30 %)Wasser gebracht und fakultativ mit
Toluidinblau oder Phloroglucin geféarbt (Kap. 2.3.Zum Schluf? wurden die Schnitte mit
Euparal (Fa. Roth, Karlsruhe) unter einem Deckgkiagedeckt und konnten als

Dauerpraparate verwendet werden.

2.3.4 Anfertigung von gelatinierten Objekttragern

Um gelatinierte Objekttrager herzustellen, wurdele @®bjekttrdger mit Aceton und

Seifenwasser grundlich gereinigt und mit Wassereapdlt. In einem Glastradger wurden sie
zwei Tage in Detergens (Extran AP 15) bei RT inkdabund anschlieRend zwei Stunden
unter flieBendem Leitungswasser gespult. Nach éenelbspilen mit Wasser wurden die
Objekttrager in eine frisch angesetzte und filteer Gelatinelésung (0,05 %

Kaliumchromllisulfat, 0,5 % Gelatine, 99,45 % Wa3sgetaucht und fir zwei Stunden
getrocknet.

2.3.5 Mikroskopisch-histologische Auswertung dePraparate

Die mikroskopische Analyse und Beurteilung der gain und ungeféarbten auf dem
Objekttrager fixierten Praparate erfolgte am Liciktoskop (Axioplan, Fa. Zeiss,
Oberkochen) und am Fluoreszenzmikroskop (Fa. Z€$®grkochen) und wurde mit einer

aufgesetzten Digitalkamera (Coolpix 990, Fa. Nikbokio) festgehalten.

2.3.6 Makroskopische Beurteilung der Bohrkerne

Getrocknete Bohrkerne wurden mit einer Langbanesithbschine (LBSM 2505, Fa.
Holzkraft, Hallstadt) mit einem Schleifband der Kiing 600 geschliffen und mit Hilfe einer
Stereolupe (Stemi SV 11, Fa. Zeiss, Oberkochen$apbeurteilt, um UnregelmaRigkeiten

im Holzaufbau zu erkennen.
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2.4 Physiologische Untersuchungen

2.4.1 Bestimmung des Gesamtgehalts an phenolisnhéerbindungen

Zur Bestimmung des Gesamtgehalts an |6slichen andeiwandgebundenen phenolischen
Verbindungen wurde das gefrorene RindenmaterialHitie einer Retschmuhle (MM 2000,
Fa. Retsch, Haan) durch Kihlung mit flissigem Stici zu einem feinen Pulver gemahlen
und je 200 mg zur weiteren Methanolextraktiomif@HARD et al. 1997) eingesetzt. Dazu
wurden die Proben mit 5 ml 50 % Methanol eine Séubdi 40 °C im Ultraschallwasserbad
(Sonorex Super RK 510H, Fa. Bandelin, Berlin) inkuty anschlieend 10 Minuten (4500
rpm, 4 °C) zentrifugiert (Rotanta 96 R, Fa. Hettidlittlingen) und erneut mit 2 ml 50 %
Methanol fir 10 Minuten bei RT im Dunkeln extratiddie photometrische Bestimmung der
I6slichen phenolischen Inhaltsstoffe erfolgte nat &olin-Ciocalteus-Phenolreageno(ryY

et al. 1951). Dazu wurden 100 pl des Methanol&gsamit 500 pl einer 10 % Folin-
Ciocalteus-Phenolreagenzlésung und 400 ul 7,5 %ildatarbonat versetzt. Nach einer
Inkubation von 30 Minuten im Dunkeln bei RT wurde dExtinktion bei 765 nm mittels
Spectrophotometer (DU 640, Fa. Beckman, Fullerggmnessen. Als Referenz wurde eine
Eichgerade anhand einer Catechin-Messreihe (Abhgdli2) erstellt. Je Probe wurden drei

Wiederholungen durchgefihrt.

Eichgerade (Catechin)

0.9000
0.8000+
0.7000+
0.6000+
0.5000+
0.4000+
0.3000+
0.2000+
0.1000+
0.0000 \ \ \ \ \ \ \

0.000 0.010 0.020 0.030 0.040 0.050 0.060 0.070 0.080
Catechin (mg/g TM)

Absorption

Abb. 2.2: Catechin-Messreihe als Referenz fur die photonate8Bestimmung der
I6slichen phenolischen Inhaltsstoffe aus Buchermrimad —holz.
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Das Pellet aus der Methanolextraktion wurde bei"®0im Trockenschrank (Fa. Heraeus,
Hanau) zwei Tage getrocknet und daraufhin einer H&Rtraktion unterzogen. Dazu wurde
das Pellet mit 4 ml 1 M NaOH eine Stunde bei 40irtCUItraschallwasserbad (Sonorex
Super RK 510H, Fa. Bandelin, Berlin) inkubiert, emgeRend 10 Minuten (4500 rpm, 4 °C)
zentrifugiert und erneut mit 2 ml 1 M NaOH fur 10riten bei RT im Dunkeln extrahiert.
Zur Bestimmung der Gehalte an zellwandgebunden@&mglischen Inhaltsstoffen wurden
100 pl der Uberstande mit 500 pl 10 % Folin-CicaadtPhenolreagenz und 400 pl 7,5 %
Natriumcarbonat versetzt. Nach einer Inkubation 86rMinuten im Dunkeln bei RT wurde
die Extinktion bei 765 nm gemessen. Auch hier warge Probe drei Wiederholungen

durchgefuhrt und als Referenz diente epneCumarséaure-Eichgerade (Abb. 2.3).

Eichgerade (Cumarsaure)

0.7000
0.6000
0.5000+
0.4000+
0.3000
0.2000+
0.1000+
0.0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700 0.800

Cumarsaure (mg/g TM)

Absorption

Abb. 2.3: p—Cumarsaure-Messreihe als Referenz fiur die phot@oee
Bestimmung der zellwandgebundenen phenolischentést@ffe aus Buchenrinde
und —holz.

2.4.2 HPLC Analytik phenolischer Inhaltsstoffe

Zur Bestimmung der l6slichen Phenolgehalte in Bodnele wurde ein
Hochleistungsflissigkeitschromatograph (Fa. BecknGamlter, Fullerton), bestehend aus
einem bindren Pumpensystem, automatischem Probemdebzbarem Saulenraum, Dioden-
Array-Detektor und einem Auswertesystem eingesetddie Auftrennung der
Sekundarmetabolite erfolgte Uber eine "reversedsgthd8-Saule (5 um, 250 x 4,6 mm,

Ultrasphere, Fa. Beckman, Fullerton).
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Um die Gehalte verschiedener phenolischer Inhalffest (s.u.) aus Buchenrinde zu
bestimmen, wurden 20 pl des filtrierten Methanaleities (Kap.2.4.1) auf die Saule injiziert
und mit einer Flussrate von 1ml/min mittels Zweisithradienten eluiert (SHUTZENDUBEL
2000).

Laufmittelgradient:

Laufzeit (min): Laufmittel B (in %): Gradientengiio
0,0-1,0 10 isokratisch
1,0 -46,0 16- 60 linear

46,0 - 56,0 60~ 100 linear

56,0 - 59,0 106~ 10 linear

59,0 - 60,0 10 isokratisch

Die eingesetzten Laufmittel (A: 1,5 % PhosphorsaureH 2.5 und B:
Wasser/Methanol/Acetonitril im Verhaltnis 1:1:1, {@&5) wurden zuvor filtriert (Porengrole:
0,45 um, Fa. Sartorius, Goéttingen) und 30 MinutenUltraschallwasserbad (Sonorex Super
RK 510H, Fa. Bandelin, Berlin) entgast. Die Detektierfolgte bei 280 nm. Es wurden
folgende Substanzen als Standards verwendet 4-Kyloeozoesaure, Ferulasdure,
Zimtsaure, Chlorogensaure, (+)-CatechpirCumarséure und 3,4-Dihydroxybenzoesaure, von
denen je vier Referenzstammlésungen mit Konzeotrati von 0,01 mM, 0,05 mM, 0,08 mM
und 0,1 mM eingesetzt wurden. Die Identifizierungr cEinzelstoffe erfolgte durch den
Vergleich der Retentionszeiten der zu analysierer®lédstanzen in der Probe mit denjenigen
der Referenzsubstanzen.

Zur Bestimmung einzelner Catechinderivate ((+)-Claite und (-)-Epicatechin) in
Buchenrinde wurden 50 ul der Methanolextrakte (Kag.1) auf die Saule injiziert und mit

einer FluRrate von 1 ml/min eluiert.

Laufmittelgradient:

Laufzeit (min): Laufmittel A (in %): Laufmittel Bin %):
0-36 92 8
36 - 40 22 78

Die hierbei eingesetzten Laufmittel waren A: 0,1Ptosphorsaure und B: Acetonitril. Die

Detektion erfolgte bei 280 nm.
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Es wurden (+)-Catechin und (-)-Epicatechin als @sads verwendet, von denen je drei
Referenz-Stammlésungen mit Konzentrationen von Oy, 0,05 mM und 0,1 mM

eingesetzt wurden.

2.5 Molekularbiologische Untersuchungen

2.5.1 RNA Isolation

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Buchenrinde et®olgach einem modifizierten Protokoll
von CHANG et al. (1993). Das bei —80 °C gelagerte Pflanzéernad wurde mit Hilfe einer
Retschmuhle (MM 2000, Fa. Retsch, Haan) durch Kithlnit flissigem Stickstoff zu einem
feinen Pulver gemahlen. Aliquots von je 500 mg Rmuaterial wurden in 3 ml 65 °C
warmen Extraktionspuffer (s.u.) mit 60 pB-Mercaptoethanol resuspendiert. Nach
15minutiger Inkubation bei 65 °C im Wasserbad WBohinttigem Schutteln (3018, Fa. GFL,
Burgwedel) bei RT erfolgte eine zweimalige Extrakti mit je 3 ml
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1). Die Phasentrengumurde jeweils durch Zentrifugation
11 000 rpm fur 15 Minuten bei RT (Minifuge RF, FFéeraeus, Hanau) erreicht. Anschlie3end
wurde die RNA mit dem 4fachen des Volumens an 10itMiumchlorid Gber Nacht auf Eis
im Kuhlschrank gefallt und durch Zenrifugation (@00 rpm, 20 min, 4 °C) sedimentiert. Die
RNA wurde in 400 pl SSTE (s.u.) geldst, 2 Minuten ® °C im Thermomixer (Comfort, Fa.
Eppendorf, Hamburg) aufgeschuttelt und einer weiteweimaligen Extraktion mit je 400 pul
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) unterzogen. Durghsatz von 2facher Volumenmenge
96% Ethanol wurde die RNA erneut gefallt (2 h, -25), mit 70 % Ethanol zweimal
gewaschen, in der Speedvac (Concentrator 5301,Eppendorf, Hamburg) bei 45 °C
eingedampft und in 50 pul DMPC-Wasser gelost.

Die Quantifizierung der praparierten RNA erfolgterch photometrische Messung bei 260
nm (BioPhotometer V1.32, Fa. Eppendorf, Hamburgg. Reinheit der RNA wurde durch die
Quotienten OD 260/280 nm und 260/230 nm bestimnd. Haktoren sollten im Bereich von
1,8 und 2,1 liegen. Weiter wurde die Qualitat detrahierten RNA durch Darstellung in
einem Agarosegel Uberpruft (Kap. 2.5.2).

Extraktionspuffer:

2% CTAB
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100 mM Tris HCI (pH 8.0)

25 mM EDTA

2M NacCl

2% PVP (K30)
SSTE:

0,5% SDS

10 mM Tris HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA (pH 8.0)
1M NaCl

2.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der RNA durch Agarose-Gelelektrogse diente zur Quantifizierung,
Reinheitstberprifung und Immobilisierung, Fragm@niienbestimmung, Kontrolle von
Restriktionsverdau,Detektion von PCR-Produkten wud gezielten Isolierung einzelner
Fragmente. Die Gele bestanden aus 1,2 % (w/v) Agaf®eaKem LE Agarose, Fa. Cambrex,
Nottingham) in 10 % MEA-Puffer (10 x), die durch fkachen geschmolzen, in die
Gelkammer gegossen wurde und nach 1minttigem Akkdimit 25 % Formaldehyd (37 %)
versetzt wurde. Die Gelkammer und Giel3vorrichturnigden zuvor 1 h in 1 % SDS eingelegt,
um RNasen zu inaktivieren. Vor dem Probenauftragdeulen Proben jeweils 1 Volumen an
2 x Loading dye (s.u.) zugesetzt und es erfolgte &kubation fir 10 min bei 70 °C, um die
RNA zu strecken. Als GréfRenstandard diente RNA-deadHigh Range (Fa. Fermentas, St.
Leon-Rot). Die Elektrophorese erfolgte bei 60 Violtl x MEA-Puffer. Die RNA-Banden
konnten dann durch UV-Licht sichtbar gemacht undtpyraphiert werden (Fluor-S
Multilmager, Fa. BioRad, Munchen).

MEA-Puffer (10 x):

0,2M MOPS
0,06 M Na-Acetat
0,01 M EDTA
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pH 7.0

Loading dye (2 x):

660 pul Formamid

140 pl HO

100 pl MEA-Puffer (s.0.)
80 ul Formaldehyd (37 %)
10 pl Bromphenol Blau
10 pl Ethidiumbromid

2.5.3 Quantitative real-time-PCR

Die quantitative RT-PCR basiert auf den Eigensemattes kinetischen Verlaufs der DNA-
Synthese. Charakteristisch dafir sind die expoekmtiPhase der Amplifikation, die
limitierende Phase und die Plateauphase der Reakiier Verlauf der Kinetik wird durch

den Fluoreszenzfarbstof SYBRGreen (Fa. ABgene, Hag)b welches proportional zum
amplifizierten PCR-Produkt vervielfaltigt wird, nttilfe eines Detektors aufgezeichnete(Bl

et al. 1996).

2.5.3.1 cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNA fir die anschlieRende RT-R@BIgte mit 5 pg Gesamt-RNA (Kap.

2.5.1) gel6st in 11 pul DEPC-Wasser, die mit 1 pg@UT-Primer (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

versetzt war. Zur Auflésung von Sekundarstrukturemde der Ansatz 10 Minuten auf 70 °C
im Thermocycler (Fa. AppliedBiosystems, Foster LCigyhitzt und anschlielend auf Eis
abgekihlt. Ein Reaktionsansatz bestand aus 4 siskaind Puffer, 1 pl dNTP Mix (10 mM),

2 ul DTT, 0,5 ul RNase Inhibitor und 1 pl Superngtii (alles Fa. Invitrogen, Karlsruhe).

Nach 90minutiger Inkubation bei 70 °C wurde die &se Transkriptase und die restliche
RNA durch Zugabe von 1 pl RNase H (Fa. Amershans@ances, Minchen) und 5 pl
RNase A (Fa. Promega, Mannheim) bei 20minitigerulbaiion (Thermocycler: 37 °C)

beseitigt.
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2.5.3.2 real-time-PCR

Neun Enzymtranskripte wurden tber die RT-PCR etfalss pflanzliche Stressg&R1und
aus dem ShikimatweDAHPS, DQS, DQD, SK, EPSPS, CS, Gl ACS2 Die Analysen
wurden mit dem Perkin Elmer TagMan 7700 (Fa. Amiiesystems, Foster City)
durchgefuhrt. Als Fluorophor kam SYBRGreen (ABsel@PCR SYBR Green ROX Mix,
Fa. Abgene, Hamburg) zum Einsatz. Die Primer wurden GQUNTER BETZ (Institut far
Biochemische Pflanzenpathologie, GSF, Neuherbezgydstellt. Die Sequenzen der Primer
waren wie folgt:

PR1f: AGAGGAAGTT AAGGCTGGTA

PR1r: ACACAAGGTT TAGTTGTAGG

DAHPST: GACATCCCAT GAATGCTTGC
DAHPST: CCAGATAAAA TGGGCTGAGC

DQSH: GGCTAAGTTG CCTACTTTCC
DQSr: GAGCCTTAGT AGTCCATCAG
DQDf: CTGGTAAGCT CTTTGTGGTC
DQDr: GTGCGATTGG CAATCACAAC
SKf: GGTTTCCTTG GAAGACGTTG
SKr: GCCCTCGATT TGTTCAAGTG

EPSPS: GCTGTAGTTG CCCTTTTTGC
EPSPS: GTTCTGTGCA AACGGCAATC

CSf: GTTGACCTTG ACAGAAGGAG
CSr: CATTCCTTCA GAAACGCCTG
CMHT: GGCCAAAACT TATGCCCAAG
CMr: CCCCATATAG ATCAGCAACC

ACS2f: TCCAAACCGC ATAGTCATGG
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ACSZR: TGGTGAGGGC ACAAGAAAAG

Bei dieser Methode ist der Fluoreszenzfarbstofeere Sonde gebunden, die zwischen dem
Forward- und Reverse-Primer bindet. Neben der Ekmenzmarkierung enthélt die Sonde
einen sog. Quencher, der das Aussenden des Flaomssgnals verhindert, solange der
Farbstoff und Quencher dicht beieinander sind. Ewménn die Sonde durch
Exonucleaseaktivitat der TagDNA Polymerase zerstrtd und Quencher und Farbstoff
raumlich getrennt werden, wird ein Fluoreszenzdigmaittiert (GRoVE 1999). Durch einen
Vergleich mit bei jedem PCR Lauf mitgefihrten Katien ohne Template-DNA wurde ein
Schwellenwert (threshold) ermittelt, der Rauschen 8ignal trennt. Die Nummer des PCR-
Zyklus, der diesen Schwellenwert erstmals Ubergelyewurde als ct-Wert bezeichnet,
woraus anschlie3end die Kopienzahlen berechnetemurd

Alle RT-PCR Untersuchungen (Tab. 2.5) wurden inn@d} Platten (Fa. AppliedBiosystems,
Hamburg) in je 25 pl Volumen durchgefiihrt, wobeiSLRl auf SYBRGreen Mix, je 0,5 pl
auf die Primer, 10,5 pl auf nukleasefreies Wasadrlup | auf die cDNA entfielen.

Tab. 2.5:Programm fur die RT-PCR.
Initiilerung 2 min bei 50,0 °C

Aktivierung der TagPolymeras¢ 15 min bei 95,0 °C

Denaturierung 15 sec bei 95,0 °G
] 40 Zyklen

Polymerisation 1 min bei 60,0 °C

2.5.4 Micro Array Analysen

Die Micro Array Technik basiert auf der Hybridisieig von Nukleinsauren. Dabei lagern
sich zwei komplementére Nukleinsauren-Einzelstraiger Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen ihren hydrophoben Purin- und Pyrimidindagusammen, um den Wasserkontakt
zu minimieren. Die ersten Hybridisierungsversucte \DNAs und spater RNAs unter
Verwendung dieser Eigenschaften entwickelteSBUTHERN (1975). Micro Arrays bestehen
aus einer definierten geometrischen Anordnung vabéhmolekilen (DNA-Molekile mit
definierter Sequenz), die auf einem Objekttragemanilisiert und fixiert wurden. Bei den

hier durchgefihrten Expressionsanalysen solltenUfieersuchungen Aufschluss uber die
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Auswirkungen des Genexpressionsmusters in den géggtbn und gesunden Buchenrinden
(Kap. 2.1.1) geben.

Die in dieser Arbeit verwendeten Arrays wurden imstitut fir Biochemische
Pflanzenpathologie der GSF in Neuherberg hergestB®lazu wurden 1139 isolierte
Oligonukleotide mechanisch auf Objekttrager gegpotiKap. 2.5.4.3). 578 PCR-Produkte
davon waren nicht ndher bekannt, die Gbrigen sifdnktionelle Gruppen eingeteilt worden
(OLBRICH et al. 2005).

2.5.4.1 cDNA-Synthese

Fiur die cDNA-Synthese wurden 30 pg extrahierte GéesaNA (Kap. 2.5.1) gelost in 40 pl
LiChroSolv-Wasser (Fa. Merck, Darmstadt) eingeseizd mit 2 pl poly T-Primer (Fa.
Invitrogen, Karlsruhe) versetzt. Zur Auflosung vBekundarstrukturen wurde der Ansatz 10
min auf 70 °C im Thermocycler (Fa. AppliedBiosyseemFoster City) erhitzt und
anschlieBend auf Eis abgekuhlt. Der Reaktionsarsediand aus 16 pl Firststrand Buffer, 8
pl aa-dNTPs (10 x dUTP : dTTP = 4:1), 8 ul DTT,|4Superscript und 1 pl RNase Out (alles
Fa. Invitrogen, Karlsruhe). Nach Inkubation bei 42 Giber Nacht erfolgte die Zugabe von
26,6 pul 1 M NaOH und 26,6 pul 500 mM EDTA mit anseBender 15minutiger Inkubation
bei 65 °C. Zur Neutralisation der Reaktion wurdén62ul 1 M HCI zugegeben. Der Ansatz
wurde mit 700 pl PB Puffer (QIAquick PCR Purificati Kit, Fa. Qiagen, Hilden) versetzt,
abzentrifugiert und auf Qiagen Saulchen (QIAquickRP Purification Kit, Fa. Qiagen,
Hilden) aufgetragen, 2 min bei 14 000 rpm zentigugund die Membran 2 x mit 700 pl
Phosphatwaschpuffer (s.u.) gewaschen. Nach 2maligeraren mit je 35 ul Elutionspuffer
(4 mM KPQ,) wurden die Proben in der Speedvac eingedampftspétier zum Markieren

eingesetzt.
Phosphatwaschpuffer:
0,5 % 95 % KHPO, —Ldsung (1 M), 5 % KkEPO, —L6sung (1 M) (pH 8.5 -8.7)

84,25 % Ethanol (95 %)

15,25 % HO bidest
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2.5.4.2 Markierung

Beim Markieren der cDNA wurde das Nukleotid dUTRder cDNA-Synthese (Kap. 2.5.4.1)
eingesetzt, das eine reaktive NBruppe enthélt. In der Markierungsreaktion geltdsdi
funktionelle Gruppe eine kovalente Bindung mit delmoreszenzfarbstoff (Cy-3 bzw. Cy-5)
ein. Dazu wurde ein Eppendorfgefald Cy-Farbstoff8dynd Cy-5 Mono-Reactive Dye Pack,
Fa. Amersham Biosciences, Freiburg) mit 20 ul DM&DBsetzt, je 2 pl in Eppendorfgefalie
aliquotiert und anschlie3end in der Speedvac emged. Die getrocknete cDNA (Kap.
2.5.4.1) wurde in 11,5 pl 0,1 M NatriumcarbonatfBuufNaCOs;, pH 9.0) aufgenommen und
auf den getrockneten Aliquot-Farbstoff gegeben mnadestens eine Stunde im Dunkeln bei
RT inkubiert. Durch Zugabe von 35 pl 100 mM NaOAwH(5.2) wurde die Reaktion
gestoppt. Die Aufreinigung erfolgte mit dem QIAdgkiPCR Purification Kit (Fa. Qiagen,
Hilden). Nach dem Vereinen der zu vergleichendenr3Cypzw. Cy-5-markierten cDNAs
(Trypodendronbefallene Probe und Kontrolle) konnte der AnsaazimEindampfen in der

Speedvac bis zur weiteren Bearbeitung im Dunkelagget werden.

2.5.4.3 Blocken und Prahybridisierung der Slides

Nachdem die PCR-Produkte durch den Spotter (MialdgrFa. Biorobotics, Cambridge) auf
den Slide (Aldehyde Coated Arraying Slides, Fa. &hgn Minchen) transferiert wurden,
wurden die Slides zwei Tage getrocknet. Der Spottke Mikrotiterplatten mit den
resuspendierten PCR-Produkten und die Objekttragiamden sich in einem geschlossenen
Raum, in der die Luftfeuchtigkeit bei 70 % gehaltairde.

In allen folgenden Arbeitsschritten wurde auf eumeinterbrochen gleichmalRlige Benetzung
der Slides geachtet und durch zugiges ArbeitenTencknen der Oberflache vermieden. So
wurde gewabhrleistet, dass die Qualitat der Arraghtrdurch stérende Salzablagerungen oder
ungleichmalfige Aktivierung der Slides verschledhiemrde.

Um noch vorhandene Bindungsstellen zu besetzendandt nicht mehr fir unspezifische
Hybridisierung zur Verfiigung zu stehen, wurden Slieles vor der Hybridisierung geblockt.
Dazu wurden die Slides 2 x fur 2 min in 0,1 % SD&tig geschittelt, 2 min in Wasser
geschuttelt und anschlie3end in frischem Wassemnmalts abgewaschen. Zur Denaturierung
der DNA wurden die Slides 2 min in kochendes Wagggeben. Anschlie3end erfolgte der

eigentliche Blockingschritt mit einer frisch angesen Natrium-Borhydridlésung (s.u.) fur 5
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min. Nach einem 2 x 1mindtigen Waschschritt mit @1SDS und 1 min mit Wasser wurden
die Slides kurz in vergalltem Alkohol inkubiert uadf Papier getrocknet.

Zur Prahybridisierung wurden 62 pl des 42 °C vor@eaten Hybridisierungspuffer (s.u.) auf
den Slide gegeben, mit einem Deckglas Iluftblasenfrbedeckt und in
Hybridisierungskammern (Vers Array, Fa. Biorad, Mkien) bei 42 °C fir eine halbe Stunde
prahybridisiert. Die Slides wurden mit Wasser abgssten und fir 10 min bei RT mit 900

rpm trocken zentrifugiert.

Natrium-Borhydridldsung:

0,759 NaBH

200 ml PBS (Phosphate Buffered Saline; 8 g NaRQlgKCl, 1,44 g NgHPO,« 7
H,0, 0,24 g KHPO, H,O auf 1 I; pH 7.2, autoklaviert)

75 ml Ethanol (reinst)

Hybridisierungspuffer:

50 % Formamid

5x SSC (0,075 M Natriumcitrat/HCI, 0,75 M NaCH [3.0)
0,1 % SDS

2% ssDNA (Salmon Sperm DNA, Fa. Sigma, Steinheim)

2.5.4.4 Hybridisierung

Die markierten und eingedampften Proben (Kap. 23%.4wurden mit 63 pl
Hybridisierungspuffer (Kap. 2.5.4.3) aufgenommed fiir 3 min bei Gber 90 °C denaturiert.
Nach einem Zentrifugationsschritt (14 000 rpm, hniRT) wurden die vereinten Proben (30
Ml Cy-3 und 30 ul Cy-5) auf den Slide gegebenplafienfrei mit einem Deckglas abgedeckt
und die Hybridisierungskammer in Alufolie eingepadRie Hybridisierung erfolgte fur 16
bis 20 Stunden bei 42 °C.

Das Waschen erfolgte in 4 Schritten in abgedunkdtacontubes (Fa. Sarstedt, Numbrecht):
4 min mit 1 x SSC und 0,2 % SDS, 4 min mit 0,1 >CS#d 0,2 % SDS und 2 x 2 min mit
0,1 x SSC ohne SDS. Nachdem die Slides nochmal¥\asiser kurz abgewaschen wurden,
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wurden sie 10 min bei RT mit 900 rpm trocken zémgiert und bis zum Scannen im

Dunkeln gelagert.

2.6 Statistische Auswertungen

Um statistisch abgesicherte Aussagen uber die Brggbtreffen zu kdnnen, wurden bei den
Phenolgehaltsbestimmungen und den Ligninbestimnmungener dreifache Messungen
durchgefuhrt und Mittelwerte sowie Standardabwengan gebildet. Die Eichgeraden
wurden ebenfalls dreifach bestimmt, gemittelt uagdmlinearer Regression als Referenz fur
die Gehaltsbestimmungen herangezogen.

Die HPLC Untersuchungen wurden pro Probe dreifaghclthefiihrt mit jeweils einem
zusatzlichen Lauf mit internem Standardgemischr ale analysierenden Substanzen. Die
guantitative Bestimmung erfolgte nach der Methoee elxternen Standards durch Integration
der Peakflachen. Zur weiteren Auswertung der Ergslenwurde mit den Mittelwerten und
den Standardabweichungen gearbeitet. Zur Quaetifimg wurden anhand der
Referenzchromatogramme einfache lineare Regregg@cisungen berechnet.

Das Einscannen der Micro Array Slides erfolgte aeitn Gene Pix 4000 A Scanner (Fa. Axon
Instruments, Union City). Dieses Gerat basierte aeaf konfokalen Laserscanning-
Mikroskopie und erzeugte zwei quantitative Fluoessbilder unterschiedlicher
Wellenldngen, die jeweils den Farbstoffen Cy-3 (Mf@énge: 532 nm) und Cy-5
(Wellenlange: 635 nm) entsprachen und zur weitedeiswertung Ubereinander gelegt
wurden.

Die weitere Datenanalyse erfolgte mit der Softw@sme Pix Pro 6.0 (Fa. Axon Instruments,
Union City). Dazu wurden im ersten Schritt das geste Bild den Spots zugeordnet.
Grundlage dafur war ein idealisiertes Modell, weklvon M\REN OLBRICH aus dem Institut
fur Biochemische Pflanzenpathologie, GSF, in Nelbéry zur Verfligung gestellt wurde. Bei
der Segmentierung wurden die Pixel durch im Rathds/iduell manuell angepasste Kreise
als Spot Kklassifiziert. Das Programm flgte jedem otSpalle relevanten
Oligonukleotidinformationen hinzu, die zur weiterefnalyse bendtigt wurden. Die
normalisierten Werte wurden mit Hilfe des Statigtdigramms Acuity 4.0 (Fa. Molecular
Devices, Ismaning) weiter ausgewertet.

Die Datenverarbeitung aller Untersuchungen erfolgtenn nicht anders angegeben, mit der
Daten- und Graphiksoftware Excel (Fa. Microsoft prRedmond) und Origin (Fa.
OriginLab Corp., Northampton). Die durchgefiihrtegrifikantsprifungen erfolgten mit dem
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Statistikprogramm Statgraphics (Fa. Statpoint Iiterndon, Virginia). Dabei wurde eine
einfache Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt misenlieBendem Multiple Range Test.
Die ermittelten Irrtumswahrscheinlichkeiten wurdemt einem Wert von p< 0,05 als

signifikant eingestuft.
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3. Ergebnisse

3.1 Morphologische Veranderungen

Um Trypodendronbefallene Buchen mit den gesund eingestuften Buche vergleichen,
wurden ,Paarversuche® durchgefuhrt. Das bedeutes geweils eine als krank eingestufte
Buche mit einer direkt daneben stehenden als gesingestuften verglichen wurde.
Hierdurch wurde der Einfluss weitrdumiger Standdktibren minimiert. Zun&chst wurden die
anatomischen Veranderungen photographisch festgaenahd dokumentiert.

3.1.1 Veranderungen der Rinde

Als erste Aufféalligkeit wurde eine stark zerkligeRinde (Abb. 3.1) beobachtet. Besonders an
der Nordseite des Stammes war die sonst typisctiegBuchenrinde durch eine grobe
verborkte Rinde ersetzt worden. Die starke Verbogkwar nicht nur auf di@rypodendron
befallenen Stamme des Paarversuchs beschrankidiAtis tratTrypodendrobefall nur bei

Buchen mit verborkter Rinde aufANGENFELD-HEYSER et al. 2003).

Abb. 3.1: Rindenbeschaffenheit, links: gewbhnliche
Buchenrinde aus einem Bestand ohne Schadigungen
des FA Halberstadt, rechts: zerkluftete Rinde aus
dem Bestand des FA Hochwal@irypodendron
befallener Buchen.
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3.1.2 Kontrollbuchen und ihre anatomischen Verandaunngen im Vergleich zu

beschadigten Buchen

Da sich die Kontrollpartner des Paarversuchs béziigler Rinde und Holzbeschaffenheit
nicht als echte Kontrollen zum befallenen Partneriesen, wurden nicht befallene Buchen
anderer Standorte (Kap. 2.1.1) und einzelne BudesrEinschlagsversuches fur anatomische
Untersuchungen herangezogen und mit den befalldPeben aus dem Paarversuch
verglichen. Im Gegensatz zu den befallenen Proloamtk man bei den Kontrollbuchen aus
Halberstadt eine glatte Rinde (Abb. 3.1) beobachtgrdeutlichen Lenticellen. Dies stand im
Gegensatz zu den befallenen Proben aus dem Pamivelsi dem das Vorhandensein von
Lenticellen die Ausnahme darstellte. Es gab keirpmologisch sichtbaren Unterschiede
zwischen der Nord- und Sudseite der Stamme ausekadinlt. Die Gesamtrindendicke war im
Vergleich zu den befallenen Proben aus dem Paackersdeutlich didnner. Die
Gesamtphenoluntersuchungen werden im Kapitel h@merlautert.

3.2 Uberpriifung zweier Schadenshypothesen zum netigen Schadbild der Buche

Zur Diskussion mdglicher Schadursachen désypodendrorStehendbefalls standen
abiotische Faktoren, wie extreme Frihfrostereigni@®ART & RONDEUX 2003). Um die
Hypothese zu Uberprifen, sollten Frihfrostveranagen an Buche festgestellt werden.

Zur Uberprufung dieser Hypothese sollte in Versucia Frostereignis simuliert und dessen
Auswirkungen anatomisch analysiert und mit den bebteten Schadmerkmalen der
Trypodendrornbefallenen Buchen des Paarversuches verglichedewebDes Weiteren sollte
in einem Versuch, bei dem Buchen mit Insektennadeinetzt werden, Reaktionen von
Rinde und Holz auf solche Verletzungen der Buctelaianatomisch analysiert werden.
Zudem ist bekannt, dass Verletzungen den Phytohwmsmegel verandern YdiGHANS et al.
2004).
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3.2.1 Anatomische Auffalligkeiten nach Froststressimulation

Nach einer kurzfristigen (6h) Frostbehandlung &5 °C an drei glattrindigen Buchenésten
eines Kalkstandortes (Kap. 2.1.3) konnte auch aihr Bpater weder Rindenrisse noch
Rindennekrosen festgestellt werden (Abb. 3.2 ABie Rinde des frostgestressten Astes
(Abb. 3.2 A) war dicker als die der Kontrolle.

A B
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Frostbehandlung (Toluidinblau gefarbd). Frostbehandlung mit verbrauntem Kambium und
verbraunten Strahlen. Am Rande des leitenden Pldoéefindet sich ein anomaler
Sklerenchymring und eine Parenchymproliferatiomioht leitenden sekundarem PhloeBn.
Kontrolle mit einer Reihe grof3lumiger SiebréhrenBereich des Kambiums.

A B

Abb. 3.3: Querschnitt aus der Region der primaren Rinde eiBashenastes nach
Frostbehandlung (Toluidinblau gefarbth: Kaltegestresster Buchenast mit verbraunten
Zellen in der primaren Rind&: Sklerenchymband an der Grenze von primarer Rinde un
sekundarem Phloem eines Buchenastes nach Frostihetgrund verbraunte Zellen in der
primaren Rinde.
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Die primére Rinde des frostgestressten Astes zpmtalel zur Rindenoberflache verlaufende
Ketten verbraunter Zellen (Abb. 3.3 A/B), die eirighen fur Gerbstoffeinlagerungen sein

konnten. Im Cortex waren aufRerdem Zellgruppen meidickten Zellwanden entstanden

(Abb. 3.3 B), die zudem eine deutliche Anreicherwog Polyphenolen in den Zellwéanden
zeigten (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Ausschnitt aus Abb. 3.3 B

unter dem Fluoreszenzmikroskop.
Polyphenolhervorhebung. Der

Sklerenchymring zeigt eine starke
Autofluoreszenz, ebenso wie die Wande
der dickwandigen Zellen der primaren
Rinde und das Phellem.

Aul3erhalb der Strahlen waren verdickte ZellwandeRoiyphenol-Einlagerung zu erkennen
(Abb. 3.5 A/B).

g

Abb. 3.5: Querschnitt aus der Region des sekundaren Phloents anomalem
Sklerenchymring an der Grenze von nicht leitendeme#endem sekundaren Phloem eines
Buchenastes nach Frostbehandlung: Toluidinblau gefarbter Querschnitt.B:
Autofluoreszenz der Polyphenole. Neben dem anomBberd von Sklerenchymzellen mit
starker Polyphenolautofluoreszenz an der inneremz& des sekundaren Phloems kann man
im nicht leitenden Phloem auRRerhalb der Strahlerdigkte Zellwdnde mit erhdhtem
Polyphenolgehalt erkennen.

Des Weiteren war an der inneren Grenze des nigtentlen sekundaren Phloems ein
anomales Band von Sklerenchymzellen mit deutliciRatyphenolgehalt in den Zellwanden
entstanden (Abb. 3.5 A/B).
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Das Kambium zeigte Verbraunungen (Abb. 3.2 A). Naabsteinwirkung gab das Kambium
nach aul3en weitgehend parenchymatische Zellen &ib. (8.7 A), die im é&lteren Teil
schwache Konzentrationen von Polyphenolen in délwZeden zeigten (Abb. 3.7 B).

A B
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Abb. 3.6: Querschnitt der Region aus dem jungsten sekundBrdéoem, Kambium und
jungsten sekundéaren Xylem an der Peripherie destbebandlungA: Toluidinblau gefarbter
Querschnitt. Kambium und Strahlen zeigen Verbrageun Das jungste Phloem ist
weitgehend parenchymatisdB. Autofluoreszenz der Polyphenole. Es zeigt einemnvachen
Polyphenolgehalt in den Zellwénden.

Am Rande des Frostreizes (Abb. 3.6 A) zeigte dasnide Phloem wieder einen ahnlichen

Bau wie die Kontrolle (Abb. 3.6 B), mit weitlumigersiebrohren und geringem

Parenchymanteil ohne Gerbstoffe.

Abb. 3.7: Querschnitt aus der Region des jungsten sekund@némems, Kambiums und
jungsten sekundaren Xylems im Bereich der Frosthdibag (Toluidinblau gefarbtA: Das
jungste Phloem gleicht im Bau einer Kontrolle. Dftrahlen zeigen noch leichte
VerbraunungerB: Kontrolle. Das Strahlparenchym zeigt Verbraununderch Gerbstoffe.
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Im Laufe der Vegetationsperiode normalisierte sieh Aufbau des jingsten Xylems (Abb.
3.8 A und B). Das Holz des Vorjahres zeigte eirte séarke Einlagerung von Polyphenolen.
Bis weit ins altere Holz hinein zeigten die StrahMerbrdunungen durch Gerbstoffe (Abb.
3.2 Aund 3.9).

A B

4

Abb. 3.8: Autofluoreszenz der Polyphenole in den Zellen ei@egrschnitts der
Regionaus dem jingsten sekundaren Phloem, Kambium urgstéim sekundaren
Xylem A: Querschnitt aus dem Zentrum der Frostbehandlungtbad des
jungsten Xylems. B: Querschnittsauschnitt aus der Peripherie der
Frostbehandlung. Das jungste Xylem gleicht im Bau wesentlichen einer
Kontrolle.

Abb. 3.9: Ausschnitt aus dem Beginn des
jungsten  sekundaren  Xylems im
Querschnitt mit Ubergang zum Spatholz
des Vorjahres (links im  Bild).
Toluidinblau  gefarbt. Das  nach
Frosteinwirkung im Spétherbst gebildete
sekundare Xylem zeigt ein breites Band
parenchymatischer Zellen mit wenigen
kleinlumigen GefafRen. Die Wande von
Fasern und GefalBen des letztjahrigen
Xylems zeigen im Spéatholz eine
verstarkte Einlagerung von
Polyphenolen.
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3.2.2 Anatomische Auffalligkeiten nach Stichverlzungen

Um Verletzungen, die die Buchenwollschildlaus im Bachenrinde verursacht, zu simulieren

und die Veranderungen aufzuzeigen, wurden dreirigidige Buchen mit einer Insektennadel
verletzt (Kap. 2.1.4). Die Insektennadeln hint&&a im Periderm deutliche Locher (Abb.
3.10 und Abb. 3.11 B).

Abb. 3.1C: ungefarbter
Querschnitt von Rinde und Holz
eines Buchenastes mit
Stichverletzungen. Deutliche
Locher sind zu erkennen. Eine T-
férmige braune Zone st im
jungsten Holz im
Einstichszentrum der
Insektennadel zu sehen.

<9

Abb. 3.11: Querschnitt von Rinde und Holz einer BuchenastesStichverletzungenA:
Eine T-férmige braune Zone ist im jungsten HolzEmstichszentrum zu sehen. Links davon
sieht man eine keilférmige Zone im jlingsten Hotzder die Wundwirkung des Nadelstiches
mit Entfernung von der Einstichstelle geringer wiuthgefarbt).B: Toluidinblau gefarbter
Querschnitt im peripherern Bereich des NadeleihsticDeutlich griin gefarbt ist das
proliferierte Parenchym der Rinde, das parenchysolaéi Zentrum im jingsten Holz und der
verthyllte Bereich im Holz des Vorjahres.
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Ein Wundperiderm mit seitlichem Kontakt zum ObesHanperiderm wurde eingezogen, um
das Rindeninnere gegen die AulRenluft abzuscho#teh.(3.10 und Abb. 3.11 B). Dadurch
wurde im Einstichbereich sekundares Phloem nackraa®gespalten. Das Wundperiderm
(Abb. 3.12 A) zeigte Polyphenole in den Zellwandahb. 3.12 B).

Abb. 3.12: Querschnitt der nahen Peripherie eines Nadelehssteines Buchenastes nach
StichverletzungA: Toluidinblau gefarbter Querschnitt. Rechts: V-figen Einbuchtung der
aulleren Rinde, die durch ein polyphenolhaltiges dgernderm gegen die Innenrinde
abgeschottet ist. Mittig: proliferiertes Parenchyionks: V-féormiges nach auf3en gerichtetes
Kambium als breiteres beige-farbenes Band. In da@aheNdes Einstichzentrums wird
xylemseits vom Kambium Parenchym gebildet (grineféadung des Zellinhaltesp:
Autofluoreszenz der Polyphenole. Die Zellwéande eri§olyphenole.

Vom Waundperiderm nach innen gelegen befand sichif@rertes parenchymatisches
Gewebe (Abb. 3.12 A), das vom Kambium nach aullgegdben sein kdnnte, woran aber
auch proliferierte Parenchymzellen des sekundarBloems beteiligt sein konnten. Im
Zentrum des Einstichs war die Parenchymproliferaticker als an seinem Rand (Abb. 3.11
A). Das leitende Phloem bestand im Zentrum destiehs hauptsachlich aus Parenchym mit
wenigen kleinlumigen Siebréhren (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13; Toluidinblau  gefarbter
Querschnitt  von der Grenze des
letztjghrigen Xylems zum jingsten Phloem
im Zentrum des Einstichbereichs mit
kleinlumigen Siebréhren.

Der in Abb. 3.14 gezeigte Stichkanal ging bis is da Mai 2005 bereits angelegte jlingste
Xylem. In diesem Bereich fiillte sich der Stichkanat relativ gro3en Parenchymzellen. Im
reifen Holz wurde der Stichkanal durch proliferieen Kallus aus Holzstrahlen angefilit.
Abb. 3.14 A und B zeigen, dass der Insektennadblsioch im jingsten Xylem sichtbar

bleibt und eine T-férmige Verbraunung entstand.

A B

Abb. 3.14: Querschnitt eines Buchenastes aus der Region desg&hmes von Spat- und
Frihholz. A: Phloroglucin gefarbter Querschnitt mit T-formig8truktur im Zentrum der
Stichverletzung, im nach dem Einstich gebildeterlely Das jlingste Xylem besteht aus
isodiametrischen Zellen rings um den Einstichkd@ialutofluoreszenz der Polyphenole. Die
isodiametrischen Zellen lagern Polyphenole in diéwande ein.

Das verletzte Kambium bildete proliferiertes Pargmae rings um den tberwallenden Einstich
(Abb. 3.15 A). Das vom Kambium nach innen abgegelarenchym zeigte Gerbstoffe in
den Zellwanden (Abb. 3.15 B).
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Im Xylem des Jahres 2004 und im bis Mai 2005 gebdd neuen Xylem wurden im
Einstichbereich Verthyllungen (Abb. 3.15 A) beob®th und auch eine verstarkte
Einlagerung von Gerbstoffen in den Zellwanden, hdsos der Gefalie (Abb. 3.15 B).

&
£ i

Abb. 3.15: Querschnitt des jlingsten und letztjahrigen Xylenahe des Zentrums der
StichverletzungA: Toluidinblau gefarbter Querschnitit proliferiertem Parenchym rings
um den Uberwallenden Einstich und VerthyllungenBmstichsbereichB: Autofluoreszenz
der Polyphenole.

3.3 Variationen im Gesamtphenolgehalt geschadigtend gesunder Buchen

Sowohl in der Rinde als auch im Holz wurden Eintaggen von Gerbstoffen in

Phloemparenchymzellen und in Zellen von Strahlfgationen beobachtet. Das flhrte zu der
Uberlegung, den Gesamtphenolgehalt von Rinden wsld kU analysieren (Kap. 2.4.1), da
diese Verbindungen auch als Indikatoren fur Beddlistionen herangezogen werden. lhre

Konzentration andert sich in Abh&ngigkeit von statitedingten Einflissen.
3.3.1 Variationen im Gesamtphenolgehalt der Rinde

Vergleicht man die Gesamtgehalte der I6slichen pligshen Verbindungen in der Rinde des
Paarversuchs, so fallt ein schwankendes Muste(Ahnlf. 3.16). Die absoluten Werte waren
von Paar zu Paar unterschiedlich und lagen in eiBsmeich von 33 bis 59 mg/g TG
(Mittelwert: 46 mg/g TG, Tab. 3.1).
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Auf den ersten Blick erschien der Eindruck, dasadBn der befallenen Baume hoéhere
Gesamtphenolgehalte an phenolischen Inhaltssteffidmalten als die nicht befallenen. Neun
von zwolf Baumpaaren besalRen hthere Gehalte anhésl phenolischen Inhaltsstoffen in
den befallen Rindenproben als in den Kontrollpariné€Ein besonders hoher Gehalt im
Vergleich zum nicht befallenen Partner zeigtenRhare 163/167, 10/9, 219/221 und 52/44.
Auch bei den zellwandgebundenen phenolischen Veudoigen (Abb. 3.17) zeigten
sieben von zehn Baumpaaren in der Rinde hoherelt@ehalen befallenen Proben als in den
nicht befallenen. Zwei Paare (10/9 und 18/VB) zmngteinen hoheren Gehalt
zellwandgebundener phenolischer Inhaltsstoffe im mieht befallenen Proben und bei einem
Paar (156/155) waren gleich hohe Gehalte von 38 M@ in der befallenen Probe und in der
nicht befallenen Probe vorzufinden. Auch hier difgen die absoluten Einzelwerte und
lagen in einem Bereich von 14 bis 37 mg/g TG. Inrgiech zum Mittelwert (Tabelle 3.1)
der befallenen Proben von 25 mg/g TG mit dem deahntrbefallenen Partner von 24 mg/g TG
erschien eine Veranderung des Gehaltes an zeltyednocidenen phenolischen Inhaltsstoffen
in der Rinde durch einen Befall mitypodendronnicht so deutlich, wie bei den Gehalten an
I6slichen phenolischen Inhaltsstoffen. Es wurden kgignifikanter Unterschied festgestellt
(Tab. 3.1).
Vergleicht man die Gehalte der zellwandgebundensenglischen Verbindungen aus der
Rinde (Abb. 3.17) mit dem prozentualen Anteil letl@nRinde zu abgestorbener Rinde (Abb.
3.18), so zeigte sich eine Korrelation zwischen demteil an Borke und der Gehalte der
phenolischen Verbindungen. Bei einem hohen Gemaltedlwandgebundenen phenolischen
Inhaltsstoffen wurde ein hoher prozentualer Anégilabgestorbener Rinde verzeichnet. Ein
niedriger prozentualer Anteil abgestorbener Rindgte auch einen niedrigen Gehalt an

zellwandgebundenen phenolischen InhaltsstoffenTdrelenz stimmte tberein.
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Gesamtgehalt an I6slichen phenolischen Inhaltsstoffen
in Buchenrinde des Paarversuchs
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Abb. 3.16: Gesamtgehalte an l6slichen phenolischen Inhalfsstcdius Rindenproben des
Paarversuchs. RofTrypodendronbefallene Buchen, schwarz: nicht befallen eingéstuf

Buchen.

Tab. 3.1: Mittelwerte, = Standardabweichungen und  Signifikanifmgen
(Irrtumswahrscheinlichkeiten, 0,05 = signikant).
p
Mittelwert SD +/- (Irrtumswabhrschein-
lichkeit)
16sl. Phenolgehalte Paarversuch (Rinde) 45,988 2,494 0,101
Paarversuch (Holz) 103,244 0,982 0,242
geschadigte Proben (Rinde) 32,032 2,432 0,336
Kontrollen (Rinde) 30,152 2,675
Jahresverlauf (Rinde) 50,649 0,786
Jahresverlauf (Holz) 5,711 0,411
zellwandgeb. Phenolgehalte Paarversuch (Rinde) 25,425 3,837 0,337
Paarversuch (Holz) 56,914 2,747 0,197
geschadigte Proben (Rinde) 115,570 8,396 0,021
Kontrollen (Rinde) 123,396 1,676
Jahresverlauf (Rinde) 13,107 0,581
Jahresverlauf (Holz) 12,850 1,879
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Abb. 3.17: Gesamtgehalte an zellwandgebundenen phenolischéialtdstoffen aus
Rindenproben des Paarversuchs. Rbtypodendronbefallene Buchen, schwarz: nicht
befallen eingestufte Buchen.
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Abb. 3.18: Anteil lebender Rinde zu abgestorbener Rinde (BieéBorke). Blau:
prozentualer Anteil der abgestorbenen Rinde, vighebzentualer Anteil der lebenden Rinde.
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In Abb. 3.19 sind die Gehalte der |6slichen phesabien Verbindungen weiterer Einzelproben
mit unterschiedlichen Schéadigungen dargestellt. G&halte der Proben mit den anomal
dunklen Flecken im Holz und die mit dem Kaferbefadligten Werte von 32 mg/g TG

I6slicher Phenole. Die Buche aus Reinhausen mitdierklen Flecken wies den hdchsten
Gehalt an l6slichen phenolischen Inhaltsstoffen rauf61 mg/g TG. Der geringste Gehalt
zeigte die Probe mit Pilzbefall. Vergleicht man dierte der Gehalte der I6slichen mit den
zellwandgebundenen phenolischen Inhaltsstoffen (Al#20), so zeigte sich ein

gegensatzliches Bild: die héchsten Gehalte warendyePilzbefallprobe anzutreffen und die
niedrigsten Gehalte der zellwandgebundenen phehelms Inhaltsstoffe zeigten sich bei den

Proben, die die hochsten Gehalte an l6slichen pisehen Verbindungen besalien.

MeOH - 16sl. Phenole in geschadigten Buchenrinden
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Abb. 3.19: Gesamtgehalte l6slicher phenolischer Inhaltsstoffe
geschadigter Rindenproben. Rot: geschéadigte Profsnyarz:
als Referenz Kontrollproben (n =3).
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zellwandgebundene Phenole in geschadigten Buchenrin den
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Abb. 3.20: Gesamtgehalte zellwandgebundener phenolischer

Inhaltsstoffe geschadigter Rindenproben. Rot: gadigte

Proben, schwarz: als Referenz Kontrollproben.

Wie auch schon bei den anatomischen Analysen wuaugeh hier weiteres gesundes
Vergleichsmaterial herangezogen. Insgesamt sind teNewus drei unterschiedlichen

Standorten zusammengefihrt worden (Kap. 2.1.1)ilding 3.21 zeigt, dass die Gehalte der
I6slichen phenolischen Inhaltsstoffe aus den Kdiptraben aus Halberstadt die niedrigsten
Konzentrationen von Mittelwerten von 18 bis 28 m@/@ aller Kontrollproben zeigte. Die

Proben aus Reinhausen zeigten Mittelwerte von 273Bi mg/g TG an Gehalten loslicher
phenolischer Verbindungen und lagen damit immerhndeutlich unter den Werten der

Kontrollbuchen aus dem Paarversuch. Dort schwardkeKonzentrationen in einem Bereich
von 33 bis 55 mg/g TG. Die Einzelwerte der einzelnéntrollen aus Halberstadt und

Reinhausen schwankten nicht so stark, wie die Hinazleen der Kontrollen aus dem

Paarversuch.

Die Konzentrationen zellwandgebundener phenolisdhealtsstoffe (Abb. 3.22) zeigten

starke Schwankungen zwischen den einzelnen Prabétalberstadt und Reinhausen. Die
hdchsten Konzentrationen an zellwandgebundenenopkeinen Verbindungen konnte in

Halberstadt beobachtet werden. Dort lagen die Werégnem Bereich von 120 bis 275 mg/g
TG. Vergleicht man diese Gehalte mit denen der Kidiproben aus dem Paarversuch, so

fallen die deutlich niedrigen Werte in einem Beheion 14 bis 37 mg/g TG auf (vgl. Abb.
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3.17). Die Proben aus Reinhausen lagen in einerai@eron 48 bis 138 mg/g TG. Sowohl
die Gehalte der zellwandgebundenen phenolischebidingen aus Reinhausen, als auch
die aus Halberstadt, lagen weitaus Uber den Koraet@men zellwandgebundener

phenolischer Inhaltsstoffe befallener Proben aus Baarversuch (Abb. 3.17).

MeOH lIdsliche Phenole in Buchenrinde

- Gesunde Buchen aus Halberstadt, Reinhausen u. Rhe inland-Pfalz -
60 —

55

50

45

40

35

30

25

20

15 S

10

Phenolgehalt [mg/g TG]

5 4

0 -

FPPRRP PRSP PP P PSS L@ (L@ (@@ @@ L L@@
SV 000 000000 (P S A S SRS AENESIAANASIS AN
R R S S SR P A A N S Y Y SO ‘3\@”\,@@,@”&&\@\@‘”\@”%”\

N Y O Y Y YT PR R R PR R PR NN
EECECECECECEe) AR A AR PRSP
'»\'b\b(\ \:\,\\%\q\ @b@b@b@b

Baumnr./Erntedatum

Abb. 3.21: Gesamtgehalte l6slicher phenolischer Verbindunges Rindenproben ohne
Schadigungen aus drei verschiedenen StandortererBiien Proben sind aus Halberstadt, die
darauffolgenden 10 Proben aus Reinhausen (beidé&st&adorte) und die letzten 12 Proben
entstammen aus dem Paarversuch (Gegenstiick olhtigasec Schadigungen).
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Zellwandgebundene Phenole in Buchenrinde
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Abb. 3.22: Gesamtgehalte zellwandgebundener phenolischer Nhrbgen aus
Rindenproben ohne Schadigungen aus drei verscleadgtandorten. Die ersten Proben sind
aus Halberstadt, die darauffolgenden 10 ProberRaushausen (beides Kalkstandorte) und
die letzten 12 Proben entstammen aus dem Paarher@egenstick ohne sichtbare
Schadigungen).

3.3.2 Jahreszeitliche phenolische Gehaltsanalysen in Buehrinde

Neben den Analysen der geschadigten Buchenrindeaprowurden jahreszeitliche
Gehaltsanalysen durchgefihrt (Kap. 2.1.2) um herdiglen, wie sich die
Gesamtphenolgehalte an l6slichen und zellwandgemerd phenolischen Inhaltsstoffen im
Jahresverlauf verhalten. Die ermittelten Wertéteaoldann mit den Gesamtpenolgehalten des
Paarversuches verglichen werden und eventuelleréttiede aufgezeigt werden. Die Proben
des Paarversuchs wurden im Juli geerntet und knrmieden entsprechenden Monatswerten
aus den Jahresverlauf-Analysen verglichen werderder Rinde zeigten sich nur geringe
Unterschiede in den Gehalten l6slicher und zellwabdndener phenolischer Verbindungen
(Abb. 3.23 und Abb. 3.24). Wie auch schon bei deswertung des Paarversuchs zeigten die
Gehalte der l6slichen Verbindungen (Mittelwert aNgerte im Jahresverlauf) hohere Werte
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als die der zellwandgebundenen Verbindungen (Mgl aller Werte im Jahresverlauf).
Nimmt man den Wert der Baumnr. 20 (Mai) aus der tWey heraus, so war lediglich im
August eine leichte Depression der Phenolgehaltemibbei den lIoslichen als auch bei den
zellwandgebundenen Verbindungen zu beobachten.Koarite man einen Gehalt von nur 41
mg/g TG an léslichen und einen Gehalt von 9 mg/gahzellwandgebundenen phenolischen

Inhaltsstoffen beobachten.

MeOH l6sl. Phenole in Buchenrinde
- Buche im Jahresverlauf -
80 o
70 4
\ : }
@) 4 e
o 50 %J p
g - \ :
] -
é 40 - -\% \%
= 4
8
S 30
k=) 4
e 20 -
I3
2 _
o 10
0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
DA ND AR PPN 1P PP
ST SRy Y ey S
TSRS a6 6 ATRTOTOT 0T o e
Baumnr./Erntedatum

Abb. 3.23: Jahreszeitliche Variationen im Gesamtgehalt |6slignhenolischer Inhaltsstoffe
in der Rinde gesunder Buchen. Probennahme war vain(M Probe) bis September (letzte
Probe). Die Baumbezeichnungen entsprechen den riZdhleis 15 (Einzelproben) und 20
(Dauerprobe).
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zellwandgebundene Phenole in Buchenrinde
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Abb. 3.24: Jahreszeitliche Variationen im Gesamtgehalt zeldgabundener phenolischer
Inhaltsstoffe in der Rinde gesunder Buchen. Problem® war von Mai (1. Probe) bis
September (letzte Probe). Die Baumbezeichnungespeathen den Zahlen 1 bis 15
(Einzelproben) und 20 (Dauerprobe).

3.3.3 Variationen im Gesamtphenolgehalt des Holze

Neben der Rinde, die eine Eintrittspforte fir Saraeher darstellt und erwartungsgemal die
ersten Abwehrreaktionen zeigt, wurden auch Veramggn im Gehalt an I6slichen und
zellwandgebundenen phenolischen Inhaltsstoffen imlz Hanalysiert. Wie zuvor die
anatomischen Analysen zeigten, gab es Verdnderungen Holz, die auch
Gerbstoffeinlagerungen mit sich zogen. Abbildung@53zeigt die I6slichen phenolischen
Inhaltsstoffkonzentrationen in gesunden und befalbeBuchen des Paarversuchs im Holz.
Auch hier ist wieder ein schwankendes Muster zemmkn. Die absoluten Werte schwankten
in einem Bereich von 50 bis 215 mg/g TG. Funf vahrz Baumpaare zeigten deutlich
erhohte Gehalte an I6slichen Phenolen in den leefati Holzproben. Bei zwei Baumpaaren
(20/9 und 200/165) zeigten die nicht befallenertiearhnéhere Gehalte an |6slichen Phenolen

als die befallenen. Die Mittelwerte zeigten insgethei den befallenen Proben etwas hthere
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Gehalte als die nicht befallenen (Tabelle 3.1). ighnverhielt es sich mit den Gehalten der
zellwandgebundenen phenolischen Verbindungen (AB6). Dort lagen die Gehalte in
einem Bereich von 25 bis 110 mg/g TG und lagen tan@ bei den vorherigen Analysen
unter denen der l6slichen Phenolgehalte. Finf Baamg zeigten erhdhte Gehalte an
zellwandgebundenen phenolischen Inhaltsstoffendbai befallenen Holzproben. Auch hier
zeigten die Paare 10/9 und 200/165 hohere Konzemtem zellwandgebundener
phenolischer Inhaltsstoffe in den Holzproben dehtbefallenen Partner.
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Abb. 3.25: Gesamtgehalte l6slicher phenolischer InhaltsstaffeHolzproben aus dem
Paarversuch. Blatirypodendrorbefallene Holzproben, rot: gesund eingestufte ptolzen.



Ergebnisse 61
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Abb. 3.26: Gesamtgehalte zellwandgebundener phenolischertéshaife in Holzproben aus
dem Paarversuch. BlauTrypodendron befallene Holzproben, rot: gesund eingestufte
Holzproben.

3.3.4 Saisonale Fluktuation der phenolischen Inhaltssto& in Buchenholz

Zieht man die Gehalte der Holzproben des Jahresyer{Abb. 3.27 und 3.28) hinzu, so fallt
auf, dass die Gehalte der loslichen phenolischerbiN@ungen der Buchen aus dem
Jahresverlauf im Holz deutlich geringer ausfielendae Gehalte im Holz des Paarversuches.
Andererseits ist die Konzentration der zellwandgelamen phenolischen Verbindungen auf
dem gleichen Niveau wie die des Paarversuchs. Nimant den Wert des Baumes 5 aus der
Wertung bleibt die Konzentration der l6slichen Madungen im Holz im Jahr tber auf dem
Level von 4,6 mg/g TG konstant. Nicht wie in den&e, dort wurden niedrigere Gehalte im
August beobachtet. Die Konzentration der zellwahdgeenen Phenole lag etwas
schwankender bei einem Mittelwert von 13,1 mg/g Tie Mai-Werte lagen Uber dem
ermittelten Jahresdurchschnittswert und die Augustte lagen leicht unter dem

Jahresdurchschnittswert.
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[6sliche Phenole in Buchenholz
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Abb. 3.27: Jahreszeitliche Variationen im Gesamtgehalt |6slighhenolischer Inhaltsstoffe
im Holz gesunder Buchen. Probennahme war von MaiPfbbe) bis September (letzte
Probe). Die Baumbezeichnungen entsprechen den rZdhleis 15 (Einzelproben) und 20
(Dauerprobe).
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zellwandgebundene Phenole in Buchenholz
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Abb. 3.28: Jahreszeitliche Variationen im Gesamtgehalt zeldgabundener phenolischer
Inhaltsstoffe im Holz gesunder Buchen. Probennatvarevon Mai (1. Probe) bis September
(letzte Probe). Die Baumbezeichnungen entsprecharZdhlen 1 bis 15 (Einzelproben) und
20 (Dauerprobe).

3.4 Auftrennung der phenolischen Inhaltsstoffe afRinde mittels HPLC

Mit den Extraktionsmethoden zur Analyse losliched wzellwandgebundener phenolischer
Verbindungen (Kap. 2.4.1) konnten nur Gesamtphatatie erfasst werden. Um zu prufen,
ob spezielle phenolische Verbindungen mehr in dewdében bei Befall vorzufinden sind,
wurden Rindenextrakte chromatographisch aufgetrandtsieben verschiedene phenolische
Substanzen quantitativ bestimmt (Kap. 2.4.2). Aidsdm Weg sollte ein detaillierterer
Einblick Gber die Verteilung der einzelnen Phenotséa erlangt werden. Befallene Proben
wurden mit Material gesunder Buchen verglichen aiel Unterschiede der phenolischen
Zusammensetzung aufgezeigt, um die Rolle des Sékomadabolismus fur das
Pathogenabwehrverhalten der Buche besser zu venstelm die phenolischen Inhaltsstoffe
in Rindenproben zu quantifizieren, wurden die Apsonsspektren der HPLC-Analysen

ausgewertet. Abbildung 3.29 B zeigt ein Spektrumldslichen Phenole in der Rinde einer
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geschadigten Buche im Vergleich zu einer Refereimi(Abb. 3.29 A). Die Abbildungen
3.30 A und B zeigen das entsprechende ChromatogramrBestimmung von (+)-Catechin
und (-)-Epicatechin im Vergleich zur Referenzprobe.
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Abb. 3.29: HPLC-Profil der phenolischen Inhaltsstoffe einer
Referenzmischung und eines Extraktes, der aus daieR
geschadigten Buchen gewonnen wurde. 1 = 3/4-
Dihydroxybenzoesaure, 2 = Catechin, 3 = Chlorogemsal =
Cumarsaure, 5 = Ferulasaure, 6 = Zimtsaure.
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Chromatogramm der Standardlésung
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Abb. 3.30: Catechin/Epicatechin-Profil einer Referenzmischund
eines Extraktes, der aus der Rinde geschadigtenéBugewonnen
wurde. 1 = (+)-Catechin, 2 = (-)-Epicatechin.
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3.4.1 Quantifizierung einzelner Phenolsauren

In den Buchenproben konnten funf Peaks des Chrgratons aufgrund der
Ubereinstimmung mit Referenzverbindungen identfizi werden. Die phenolischen
nachgewiesenen Hauptkomponenten in den untersudRietienproben waren Catechin,
Chlorogensaure, und Cumarsaure (Tabelle 3.2). NeeHi konnte auch Ferulasdure und bei
einer Kontrolle auch 3,4-Dihydroxybenzoesaure (hidargestellt) nachgewiesen werden.
Zimtsaure und 4-Hydroxybenzoeséure konnten nichhgewiesen werden. Die Gehalte an
Catechin lagen bei den untersuchten Rindenprobechsichnittlich bei 7 nmol/g TG und
stellte damit die Hauptkomponente der phenolischemaltsstoffe in Rinde dar. Die
zweitgrof3te identifizierte Komponente war die Chiggnséaure mit einem durchschnittlichen
Gehalt von 5 nmol/g TG. Cumarsaure und Ferulasgeigten Mittelwerte von 1,5 nmol/g TG
bzw. 0,7 nmol/g TG. Vergleicht man die befalleneroiden mit den Kontrollen, konnte
festgestellt werden, dass die befallenen Rindermgrahit 7 nmol/g TG eine 25 % hbohere
Akkumulation an Catechin aufweisen konnten als iantrollen. Die Ferulaséduregehalte
lagen bei den befallenen Proben mit 0,79 nmol/g d@nfalls leicht hoher als bei den
Kontrollen mit durchschnittlich 0,65 nmol/g TG. Micso die Gehalte der Chlorogensaure
und Cumarsaure. Dort war ein hoherer Anteil in dmtrollen zu beobachten, namlich
durchschnittlich 5 % hohere Chlorogensauregehatte. 12 % hohere Cumarsauregehalte
gegeniber den befallenen Proben. Aufgrund der esta¥kariabilitdt wurden weder fur die
einzelnen Komponenten noch fur die Gesamtheit dleaks signifikante Unterschiede
zwischen den geschadigten und gesunden Baumen ewielsgn. Wurde jedoch das
Baumpaar 46/45, das auch fir den scheinbar gesuBdem sehr hohe Catechinwerte
aufwies, aus der Analyse ausgeschlossen, zeigtecl@at mit p = 0,0014 ein erhohtes
Signifikantsniveau gegeniiber gesunder Baume. Déstefliizu den Uberlegungen zu
analysieren, welche Catechinderivate im einzelierdie Akkumulation verantwortlich sind.
Dazu wurden die Rindenextrakte nochmals chromapigsah aufgetrennt mit einem speziell

abgestimmten Programm fur (+)-Catechin und (-)-Ejgichin (Kap. 2.4.2).
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Tab. 3.2: Vergleich der Gehalte von phenolischen Inhaltsstoffus Rindenextrakten. B =
befallen; F = frei von Krankheitssymptomen. Zusamgehirende Baumpaare stehen jeweils
untereinander (z.B. 163/167; 10/9; etc.)

Gehalte [ nmol/g TG]

Probenname Catechin Cumarsaure Ferulasdure Chlorogenséaure Gesamt
163B 8,54 1,12 0,00 7,09 84,95
167F 3,57 0,68 0,00 7,24 36,88
10B 10,22 1,14 0,57 6,02 48,91

o9F 1,42 0,00 0,00 2,09 22,83
156B 8,22 0,62 0,00 5,02 50,06
155F 7,22 0,50 0,00 5,31 39,00
200B 5,68 0,76 0,85 5,84 50,58
165F 5,77 0,74 0,71 7,11 47,92
219B 7,79 0,72 0,56 7,38 56,29
221F 4,16 0,94 0,63 7,98 45,22
18B 6,49 0,67 1,31 5,13 50,66
VB F 7,72 1,37 0,00 3,98 39,99
52B 4,99 2,76 0,00 3,46 35,62
44F 3,77 3,48 0,00 3,34 36,03
46B # 484 # 2,04 0,66 2,14 28,12
45F # 7.80 # 1,71 0,00 3,35 46,58
60B 6,95 3,59 0,00 2,32 34,42
59F 7,54 4,70 0,62 7,01 36,18

B (MW +/- SD)| 7.08 +/- 1.79 1.49 +/- 1.07 0.44 +/- 0.47 4,93 +/-1.92 48.85 +/- 16.50

K (MW +/- SD)| 5.44 +/-2.31 1.57 +/-1.54 0.22 +/- 0.33 5.27 +/- 2.15 38.96 +/- 7.58

p (probability) 0,001 0,295 0,134 0,345 0,151

B - geschéadigte Proben

F - Kontrollen (nicht geschadigt)

# - Analyse ohne 46B/45F

3.4.2 Quantifizierung von Catechin und Epicatechin

Die Untersuchungen zeigten dass die Werte von éte€hin wie bei den vorherigen
Untersuchungen kein homogenes Bild ergaben (Tabal®). Bei den Proben des
Paarversuchs lagen die Werte zwischen 2 und 10/gr@. Vergleicht man die Werte mit
denen der vorhergehenden Analysen lagen die Whartelben Bereich (1 bis 11 nmol/g TG
(Tab. 3.3). Die befallenen Proben zeigten keinéledn Epicatechingehalte, bis auf das Paar
163/167, dort war ein 2fach erhohter (-)-Epicategbkhalt zu verzeichnen als in der
dazugehdrenden Kontrolle. Somit ergab sich fur &pichin ein ahnliches Bild wie bei (+)-
Catechin. Jedes Baumpaar verhielt sich individugiterschiedlich im Gehalt von (-)-
Catechin und

Epicatechin unter Stresseinwirkung. Durch die Untehungen der

Epicatechingehalte konnte ausgeschlossen werdas, dla zuvor beobachtete signifikante



Ergebnisse 68

Erhéhung an Catechin auf eine Erhéhung des Catehvats (-)-Epicatechin beruhte. (+)-
Catechin kam durchschnittlich 4mal mehr in der Rindr als (-)-Epicatechin.

Tab. 3.3: Vergleich der normalisierten Peakflachen von
(+)-Catechin und (-)-Epicatechin aus Rindenextnakte
B = befallen; F = frei von Krankheitssymptomen, die
Proben aus dem Jahresverlauf sind Kontrollen, #.d.
nicht detektiert.

Gehalt [nmol/g TG]
Probenname Catechin Epicatechin
152 F 4,27 0,01
163 K 9,98 1,51
167 F 4,49 n.d.
10K 3,96
9F 6,71
156 K 9,60 0,24
155 F 4,69 n.d.
200 K 4,38 n.d.
165 F 9,68 n.d.
Jahresverlauf 1 n.d.
Jahresverlauf 4 2,31 n.d.
Jahresverlauf 7 2,23 n.d.
Jahresverlauf 10
Jahresverlauf 13 2,56 n.d.
K- MW +/- SD 6.98+/- 3.25 0.37 +/- 1.08
F - MW +/- SD 4.62 +/- 2.55 0.43 +/- 0.38
p (probability) 0,39 0,20
K - geschéadigte Proben
F - Kontrollen (nicht geschédigt)

3.5 Regulation von Genen des pflanzlichen Abwehevhaltens

3.5.1 Analyse der Genexpression einzelner Klonettels quantitativer Realtime-PCR

Eine weitere Abwehrreaktion stellt die Veranderurig der Genaktivitat dar.

Expressionsstudien auf Transkriptebene sollten ntédungen des Transkriptlevels bei
Enzymen des Shikimatstoffwechselwegs und ausgemuéirizyme die nachweislich eine
wichtige Rolle beim Abwehrverhalten an Pflanzenebg. Als Hauptkomponente der

Genexpressionsstudien wurde der Shikimatstoffwechsgewahlt aufgrund seiner zentralen
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Bedeutung bei der Synthese aromatischer Vorstuferelerv stressinduzierter
Sekundarmetabolite. Zur Genexpressionsanalyse éee @es Shikimatstoffiwechselweges
und ausgewahlter weiterer Gene wurde die quanitaiealtime PCR (Kap. 2.5.3)
verwendet. Die relative Genexpression der einzefene ist in Abbildung 3.31 dargestellt.
Die hochste relative Genexpression wurde bei deanskript PR1, ein Marker fur die
Aktivierung der Pathogenabwehr, ermittelt. Dieses @ar in den Proben dé&rypodendron
befallen Buchen signifikant induziert und erreichtet 16facher Induktion die hochste
relative Expressionsphase aller hier untersuchtesneG Ein Beweis fir eine hohe
Abwehrreaktion der Buche auf Insekten und Pilzeddnselben Proben wurde eine dreifache
Hochregulierung des ACS2 Transkripts beobachtees& regulatorische Gen spielt eine
entscheidende Rolle beim Biosyntheseweg von Ethydenubrigen sechs untersuchten Gene

des Shikimatstoffwechselweges wiesen eine schwidehgnterregulierung auf.
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Transkript

Abb. 3.31 Veranderung der tber real-time PCR erfal3ten krgotsmengen in Rindenproben
aus geschadigten Baumen gegenuber denen aus gefddeen vorragus sylvaticd..

Diese Ergebnisse zeigten, dass in 9 untersuchtmsKripten deutliche Veranderungen in der
Genregulierung an den geschéadigten Buchen im Melglau gesunden Buchen beobachtet
werden. Folglich war es interessant in einem gmfedmfang Genexpressionstudien
durchzufiihren. Dazu wurde auf einem buchenspebkdiscDNA Chip 1139 Buchenklone
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hybridisiert, die in 11 unterteilte Gruppen eingletewurden: Primarstoffwechsel,
Sekundarstoffwechsel, Energiestoffwechsel, Trapsion, Proteinsynthese,
Proteinmodifikation, Transporter, intrazellulareamsporter, Zellstruktur, Signalweiterleitung
und Krankheit/Abwehr (Btz 2005).

3.5.2 Genexpressionsanalyse mittels DNA Chip

Zur Untersuchung der stressregulierten Genexpmessitiels des Micro Arrays, wurde RNA
aus Rindenmaterial aus der Flache des Paarverdusbh geerntet und vor der RNA
Extraktion (Kap. 2.5.1) anatomisch beurteilt, ireweit das Material geschadigt und gesund
war. Die Kontrollen waren durchweg nicht geschadigd zeigten keine anatomischen
Veranderungen oder Auffalligkeiten. Nur wirklichsgend aussehende Proben ohne mit der
Lupe sichtbare anatomische Verédnderungen wurderKaidrollen fir die Micro Array
Analyse eingesetzt. Bei den geschadigten Probemléad<aferbefall mindestens drei Jahre
zurtck. Akute morphologische Veranderungen konmeht beobachtet werden, jedoch
waren ahnliche Auffalligkeiten wie bei dem Paarvefs(Kap. 1.2) festzustellen.

Erstmalig wurden Micro Array Analysen mit RNA aus uddhenrinde zur

Genexpressionsanalyse durchgefuhrt.

Abb. 3.32: Ausschnitt eines Array Chips
zur Analyse stressinduzierter Gene aus
Rindenmaterial geschadigter  Buchen.
Uberlagerung beider Fluoreszenz -
Teilbilder (Cy-3 und Cy-5).
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Jedes der 10 untersuchten Probenpaare wurden raerh ezaweiten Chip mit vertauschten
Fluoreszenzmarkierungen der cDNA-Sonden wiederhath dem Einlesen und Auswerten
der Chips konnte aus dem Unterschied der Fluoresipral-Intensitdten von geschadigten
und gesunden Rindenmaterial Messwerte errechnetenweBei der Kalkulation wurden alle
Spots einbezogen, die auf mehr als10 Slides (vegesamt 20 Slides) ein Signal besal3en und
die einen Medianwert von > 1 (induziert) oder sdp(imiert) aufwiesen.

Tabelle 3.4 zeigt die veranderten Expressionsfaktoausgewahlter Enzyme aus Rinde
beschadigten Buchen. Insgesamt konnte ein schwaclindertes Expressionsmuster der
befallenen Proben ermittelt werden. Ein erhéhtem$kriptionslevel zeigte sich bei der ACC
Oxidase 1e und ACC Oxidase b aus der Klasse deraBigiterleitung (Tab. 3.4). Diese
beiden Enzyme sind bei der Ethylenbildung beteiligjh Aldolase Gen und ein Gen, was
bisher noch nicht genauer identifiziert werden Kenrzeigten eine schwache Repression
(Tab. 3.4). Aldolase ist fur die reversible Spatfumd Verknupfung der Ketose Fructose-1,6-

bisphosphat in der Glykolyse verantwortlich.

Tab. 3.4: Expressionsfaktoren ausgewahlter Enzyme an Rind@otiendron befallener

Buchen ermittelt durch Micro Array Untersuchungeld = Identititshummer der
Buchenklone.

id Name Median (Stats) |Count (Stats)
P9 FSY420190 Fagus sylvatica ACC oxidase 1 e 1011 15
POFL AJA15386 Betula pendula cysteine proteinase 0.006 15
P9 B10 FSY420190 Fagus sylvatica ACC oxidase b 1089 13
p7Cl12 AY492006 Glycine max fructose-hisphasphate aldolase 0.801 12
P7 D12 AY 705444 Fagus sylvatica chloroplast ribulose-1 0.822 12
P9 C6 Ethylene resistant 0.880

P3G10 Unbekannte Klone -2149 11
P7D2 VB7477 Pisum sativum L. aldolase gene -1 686 11
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4. Diskussion

Die Buchenkomplexkrankheit gilt als eine der foistschaftlich wichtigsten

Buchenerkrankungen (BscHKE 2005). Die Infektion des Baumes durch die
Buchenwollschildlaus scheint der erste Schritt elieKKomplexerkrankung zu sein
(PETERCORD2002, NESAR 2003). Pathogenbefall 16st u.a. strukturelle Abruedktionen der

Buche aus. Aufgrund der unterschiedlichen Attackahdie Buche und Stressimpulse, die
sich im Verlauf der Buchenkomplexkrankheit absmielmuld die Buche alle Moglichkeiten
ihrer Resistenzfaktoren ausschopfen, um den visdlacAngriffen standzuhalten und die
Krankheit erfolgreich abzuwehren. Im Folgenden warddiese mechanischen und

chemischen Resistenzmechanismen der Buche gerelaachtet.

4.1 Strukturelle Abwehrreaktionen

Wird die Buche durch die Buchenwollschildlaus, ltlze Stammerreger oder Kafer besetzt,
ist die Rinde das erste Gewebe, mit dem die Err@géfontakt treten, dementsprechend
primar reagieren kann und somit fur die weitereu8teng von Resistenzmechanismen
fungiert. Die Buchenwollschildlaus sticht mit ihreBaugrissel durch die Buchenrinde bis
zum Kambium (BTERCORD1999).

PETERCORD (2003) behauptete, dass die Buchenwollschildlenrs auf3en nicht erkennbare
Schadigungen der Rinde verursachen kann, die déall Birch Trypodendronmit dem
neuartigen Schadbild ermoglichen. In den Arbeitem BRAUN (1976, 1977) wurden die
Rindenschaden durch den Befall der Buchenwollskzhikl ndher analysiert. Als typische
Rindenparenchymsauger stechen die Lause durch Hadl&henperiderm, verletzen das
Kambium jedoch nicht (KNKEL 1968, SHUTT & LANG 1979). Die Reaktion der Buche ist
die Ausbildung von Rindennekrosen, wobei die Zebender Verwundungsstelle teilweise
absterben und sich braunlich verfarben. Die Bediagen des Stichverletzungsversuch
(Kap. 3.2.2) bestétigten dies. Auch hier wurde ui 8tichkanale nekrotisches Gewebe
beobachtet.

Der Befall durchCryptococcus fagisugaind. findet naturgemald im Frihjahr statt. Der
Simultanversuch an den Probebuchen wurde unter cBsidintigung der natirlichen
Befallszeit im Mai durchgefihrt. Nach der darauffhden Vegetationsphase zeigten sich
Wundperiderme mit proliferierten Parenchymzelleme Bellwdnde des durch den Einstich
bedingten Wundperidermgewebes zeigten Polyphenatgrungen (Abb. 3.11 A). Das
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unterstitzt die Beobachtungen vorAN (1977), dass die Buche bei Massenbefall durch
Cryptococcus fagisugdind. tieferes, Uber den Einstichkanal hinaus,ragéches Gewebe
zeigte. BRAUN (1977) folgerte eine chemische Veranderung ded®umd damit das Abtbten
der Rinde durch Freisetzung toxischer Verbindungen Buchenwollschildlaus und die
Bildung von Sekundarmetaboliten. Die Freisetzungstther Verbindungen, die von der
Buchenwollschildlaus herrihren, wurde jedoch im fRah des Stichverletzungsversuchs
(Kap. 2.1.4) mit der Simulation einer Buchenwolitdlausinfektion der Buche nicht
bestétigt. Es konnten zwar Gerbstoffeinlagerungeden Einstichbereichen der Zellwande
nachgewiesen werden, jedoch lasst das nicht aué @ochenwollschildlausinfektion
schliel3en, sondern vielmehr auf eine Reaktion deddrauf die Verletzung. Somit liegt es
nahe, dass physiologische Veranderungen im Stoffsetbaushalt der Rinde und im Holz
weitere Abwehrmechanismen in Gang bringen.

Untersuchungen vonANGENFELD-HEYSER et al. (2005) zeigten b&irypodendrorbefallener
Buchenrinde Rindenekrosen. Makroskopisch konnte rka@ine Schadigungen erkennen.
Genauso hat es RBUN (1977) in seinen Untersuchungen an Buche beobacdkitetdings
wurde bei denTrypodendronbefallenen Proben eine stark verborkte Rinde hbeubg
wohingegen BAUN (1977) den Befall durch die Buchenwollschildlausit nder
charakteristisch glatten Buchenrinde verbindet.nMgungen gehen dahin, dass die verborkte
Rinde durch ein wiederholtes Auftreten von Rindenos&n entstanden sein kodnnte
(LANGENFELD-HEYSER 2005). AUST et al. (1993) definierte Nekrosen allgemein atskglen
Zell- oder Gewebetod als Folge der Abtdtung deddptasmas durch physikalische oder
toxische Einwirkungen oder als Reaktionen auf pasake Einflisse”.

Im Rahmen von Pflanze-Pathogen-Interaktion, wier higei der Buche mit der
Buchenwollschildlaus, ist das Auftreten von Rindeknesen ein typisches
Krankheitssymptom. Manche Autoren sehen die Bildung nekrotischem Gewebe nach
Primarinfektion als die wichtigste Voraussetzung Autivierung der systemisch aktivierten
Resistenzmechanismen (SAR) am{ToNn et al. 1996 und EMMERLING 2001). Bei dem
Primarbefall der Buche durch die Buchenwollschildlaim Zusammenhang mit dem
neuartigen Schadbild der Buchenkomplexkrankheit rasfjedoch nicht zwangslaufig zur
Auspragung systemisch aktivierter Resistenzen komnizie Intensitdt und Dauer des
Befalls, sowie die individuelle Fitness des eineellBaumes sind entscheidend. So zeigte
sich bei Untersuchungen dé&rypodendronbefallenen Proben des Paarversuchs (Kap. 1.2)
Rindennekrosen im Kontrollmaterial, die ausgeheidtren und somit auf einen erfolgreich

abgewehrten Angriff hinweisen, so dass die Mdglatdn fir einen Sekundarbefall mit
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Pilzen oderTrypodendronausgeschlossen warenrR@EN 1977). Andererseits zeigten die
befallenen Proben durchgehend nekrotisches Gewsvé/ersuch, den Pathogenbefall durch
Bildung von Wundperidermen und Einlagerung mit Gesfien abzuwehren, war nicht
immer erfolgreich. Folglich konnte ein Sekundarliefatattfinden (Einstufung als
Trypodendron befallen). Somit liegt die Vermutung nahe, dass déorkommen von
Rindennekrosen notwendig fir den Stehendbefall Tmtpodendronist (LANGENFELD-
HEYSER et al. 2005). Jedoch zeigten nicht alle Bucheme, mkrotische Rindenregionen
aufwiesen;TrypodendrorBefall (Abb. 1.2 B).

Als Reaktion auf starke@ryptococcusund TrypodendrorBefall im Zusammenhang mit der
Buchenkomplexkrankheit waren im Holz der befalleReaben sog. Strahlproliferationen zu
beobachten (Abb. 1.3). Diese durch eine Aktivitéissng des Kambiums hervorgerufene
anomale Holzbildung steht in direkter Verbindung den oben diskutierten Rindennekrosen

mit anomalem Bau des sekundéaren Phloerosi{Pet al. 2005).

4.2 Einflui des Pathogenbefalls auf die Physiologie

4.2.1 Die Rolle der Sekundarmetabolite

Um den Einfluss vonTrypodendron beschadigten Buchen auf Sekundarmetabolite,
insbesondere der phenolischen Inhaltsstoffe, inRlede zu untersuchen, war es zunachst
wichtig den Gehalt an phenolischen Verbindungegasunder Buchenrinde zu bestimmen.
Neben den Untersuchungen des Paarversuchs (Kap.w&iBlen Gehaltsanalysen aus
gesunden Buchen zwei weiterer Vergleichsstandantehdefihrt. In den Ergebnissen dieser
Untersuchungen wurden zwar Unterschiede in den I@&ehder jeweiligen Standorte (Abb.
3.21 und Abb. 3.22) nachgewiesen, jedoch warerlge auf den unterschiedlichen Standort,
Wuchsbedingungen und Erntezeitpunkt zuriickzufilterauf den Befallsstatus. Der direkte
Vergleich der Phenolgehalte der Kontrollpartner oen Trypodendronbefallenen Proben
zeigte auf den ersten Blick Uberwiegend erhohte até&gehalte an I6slichen und
zellwandgebundenen phenolischen Verbindungen in Riede befallener Proben. Die
Bildung phenolischer Inhaltsstoffe gilt fir die Wilreilung besonders bedeutungsvoll, da
phenolische Verbindungen zur Bildung strukturelBarrieren benotigt werden (ETNER
1994). Wird eine Pflanze beschadigt oder von Paheg befallen, kommt es zu einer
Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies, die wrede mit der Produktion von

phenolischen Verbindungen mit antimikrobiellen Eigehaften gekoppelt ist ©TTS 1977).
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Phenolische Verbindungen kdnnen in freier ForndigrPflanzen selbst toxisch sein, deshalb
werden sie haufig in derivatisierter Form in ddaptlichen Vakuole gespeichert ARBORNE
1993). Des Weiteren werden sie in den apoplastis&aim transportiert und kénnen dort in
die Zellwand fixiert werden (Brz 2005). Als induzierbare Abwehrreaktion bei biotism
und abiotischem Stress gilt die Bildung von Polypilen, deren Funktion ist, Radikale
abzufangen (ANGEBARTELS et al. 2002).

Da jedoch klare Unterschiede zwischen den Kontmollend den befallenen Proben im
Gesamtgehalt I6slicher und zellwandgebundener Rindadtsstoffe der Rinde bei den hier
durchgefuhrten Untersuchungen ausblieben, kanngolalnssfolgern, dass der Gesamtgehalt
an loslichen und zellwandgebundenen phenolischeminddungen in der Rinde nicht als
eindeutiger Marker fur die Anfalligkeit gegenuaypodendron domesticum oder anderen
Pathogenen der Buchenkomplexkrankheit zu betracigenAhnliche Aussagen machte
MORNAU (2004) im Zusammenhang nmiftalus Spezies un&hytophtora cactorum

Mehrere Autoren behaupten, dass eine Erhdhung @ichen Phenole auf eine akute
Stressreaktion hin und damit auf eine aktive Abwdautet (IANGENFELD-HEYSER et al.
2003, MoRNAU 2004. Der Stressimpuls liegt also nur kurz zurldkgt der Stressimpuls
schon langer zurick, also in dem Fall der Pathogiatlp so zeigen sich die
zellwandgebundenen Phenolgehalte erhoht. In dendaiehgefihrten Untersuchungen war
der l6sliche Phenolgehalt defrypodendron befallenen Proben tendenziell erhéht im
Vergleich zum Kontrollpartner. Die zellwandgebundenPhenolgehalte, also das Mal3 fur
eine zurickliegende Abwehreaktion schien bei desb@&r des Paarversuchs nicht erhdht zu
sein. Eine Uberlegung konnte demnach sein, dass Bestand von groReren
Pathogenangriffen in der Vergangenheit verschomtbblund die Buchen kein hohes
Abwehrpotential aufbauen mussten. Vergleicht mae @ehalte der I6slichen und
zellwandgebundenen phenolischen Inhaltsstoffe mited der Kontrollproben der anderen
Standorte fallt auf, dass die Gehalte in Halbetstati Reinhausen hohere Gehalte an
zellwandgebundenen Verbindungen aufweisen als ibdh des Paarversuchs. Das lasst den
Schluss zu, dass die Buchen in Halberstadt undh@esen besser geschitzt waren als in
Rheinland-Pfalz.

Bestimmte phenolische Verbindungen wie Catechin Kaffeesdurederivate wurden bei
pflanzlichem Pathogenbefall verstarkt gebildetofdau 2004). Um die Behauptung von
MORNAU (2004) in den hier untersuchten Buchenproben nachzuweisamden die
Einzelsubstanzen mittels HPLC Analytik bestimmt, wa Unterschiede innerhalb der

Substanzklassen aufzudeckeBUEHT et al. (1997) zeigten, dass eine positive Beessfing
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von Catechin auf das Pflanzenwachstum stattfanst glaichzeitig bewiesen ARTLING &
ScHuLz (1998) an Pinus unter SQ Belastung eine Akkumulation von Catechin mit
Korrelation zu Nekrosenbildung. Vergleicht man &iegebnisse der HPLC Untersuchungen
der Trypodendronbefallenen Proben mit den Kontrollen (Kap 3.4nrkdestgestellt werden,
dass die befallenen Baume hohere Werte an Catexlfimeisen als die Kontrollen. Die
Ferulasaurewerte lagen bei den befallenen Probeenfals leicht hoher als die
Kontrollproben. Die Werte der Chlorogensaure undm@rsdure zeigten sich in den
Kontrolllen erhéht. Werden alle FlacheneinheiteleraPeaks phenolischer Inhaltsstoffe der
befallenen Proben mit denen der dazugehérigen Kiberrverglichen, wird nur ein Trend in
Richtung erhdhter Phenolgehalte in kranken Baurestgéstellt. Demnach wirde sich nicht
der Gesamtphenolgehalt in der Pflanze &andern, sond@s individuelle Profil der
phenolischen Substanzen als Reaktion auf Stresskung.

Die Untersuchungen ergaben, dass sich keine aligeme Aussagen beziglich
Veranderungen der phenolischen Inhaltsstoffe didatdassen. Jedes Baumpaar aus dem
Paarversuch verhielt sich unterschiedlich. Dasrstrcht die Beobachtung, dass die Buche
sich individuell unterschiedlich auf Stresseinwingu verhalt. Jeder Pflanze steht ein
unterschiedliches Mal3 an Ressourcen und Energi&erdiigung, die in Wachstum und in
die Pathogenabwehr investiert werden konnen. Eauigt nicht auszuschliel3en, dass auch die
scheinbar gesunden Buchen, den Befall erfolgrelopewehrt haben und daher eventuell
noch erhdhte Konzentrationen von phenolischen Vidingen enthalten, wie beispielsweise
das Baumpaar mit der Nummer 46/45 (Tab. 3.2). Anache Untersuchungen stitzen diese
Vermutung (LANGENFELD-HEYSER et al. 2005).

Eine signifikante Erh6hung von Catechin in deiypodendronbefallenen Rindenproben im
Vergleich zu Kontrollmaterial wurde nachgewiesemaK 3.4). Das lasst schlieRen, dass
durch denTrypodendronBefall eine besondere Aktivierung des Sekund&rsaathsels
stattgefunden haben muf3. Wahrend einige Phenots&uecbeispielsweise Cumarsaure oder
Kaffeesaure, im Laufe des Sekundarstoffwechselwesghs frih gebildet werden und somit
zu den ersten Metaboliten gezahlt werden, werdenCditechine, wie (+)-Catechin und (-)-
Epicatechin als spate Metabolite betrachteRMANN & HELLER 1999). Wenn man dann
von einer gezielten Regulation des Sekundarmethab ausgeht, lasst sich schlussfolgern,
dass die belrypodendrorbefallenen Baumen erhdhten (+)-Catechingehalte legsendere
Bedeutung zukommt. Catechin wird als Indikator @mweltstress bei Baumen diskutiert
wird (HARTLING & ScHuLz 1998, KAFFARNIK, 2001). Auch Wiss et al. (1997) beobachtete

eine Erhéhung von (+)-Catechin- und (-)-Epicategkhmalten in Geweben mykorrhizierter
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Larchen, die frei von Pilzhyphen waren. Es wurdenudet, dass die Akkumulation der
Sekundarmetabolite das Pilzwachstum kontrolliedsainmenfassend lasst sich festhalten,
dass Catechinsynthese eine Abwehrreaktion bei dehd darstellt und so einen Schutz
gegen Sekundarinfektion wie Pilzwachstum bieteir(laze et al. 1999).

Eine weitere Ursache fir variable Profile phendlescSubstanzen kénnte eine Verlagerung
einzelner Phenolsduren seinAMOLA & JULKUNEN-TITTO (1994) vermuteten, dass
niedermolekulare phenolische Verbindungen, wie gieisweise Cumarsaure, innerhalb der
Pflanze unter bestimmten Bedingungen verlagert @rekibnnen und damit mobil sind. Damit
wirde sich der niedrigere Gehalt einiger phenoésclbubstanzen wie Epicatechin oder
Ferulasaure (Tab. 3.2 und Tab. 3.3) in dewypodendronbefallenen Rindenproben im
Vergleich zu den nicht befallenen Kontrollprobehkl@ren.

Betrachtet man die Gehalte der phenolischen Vednigen der Rinde im Jahresgang, so
zeigen sich keine nennenswerten Schwankungen wédikemVegetationsperiode (Kap. 3.3.2
und Kap. 3.3.4). Das untersttitzt die UntersuchurgerBuche vorGAUMANN (1935), der
ausfuhrlich den Stoffhaushalt der Buche im LaufeesiJahres untersucht hat und im Hinblick
auf Gerbstoffeinlagerungen in der Rinde keine jsbedlichen Schwankungen beobachtet
hat. Wie bei den hier durchgefiihrten Untersuchungemerkte @GuMANN (1935), dass
enorme Schwankungen von Baum zu Baum auftratemnidess in der Rinde. Eine grol3ere
Anzahl an untersuchten Buchen ware nétig, um dissAgen zu Uberprifen.AGUANN
(1935) beobachtete weiter, dass abhangig vom &ldelnselben Individuen unterschiedliche
Gehalte an phenolischen Verbindungen nachgewiesetden konnten. Das beweist, dass die
Verteilung und Bildung phenolischer Inhaltsstofféeabar nicht allein genetisch bedingt ist,
sondern auch von anderen Faktoren, wie die Umwdiligengen bestimmt werden
(KAFFARNIK 2001).

Die nicht einheitlichen Ergebnisse der Gehalte laanplischen Verbindungen deuten darauf
hin, dass unterschiedliche und komplexe Regulati@afhanismen innerhalb des
Sekundarmetabolimus fur die unterschiedlichen Geharantwortlich sind.

4.2.2 Veranderungen in der Genexpression

Neben eingehenden Untersuchungen zur Befallsursacite zum Befallsausmal3 der
neuartigen Buchenschadigung gab es nur wenige fResulber Abwehrprozesse véagus
auf Transkriptionsebene. Um einen umfangreichenbli€ik in die Genexpression von

geschadigten Buchen zu gelangen, wurden Genexpnasssialysen durchgefuhrt. Kenntnisse
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Uber Mechanismen auf Transkriptionsebene sind wichim umweltbedingte Auswirkungen
verstehen zu kbnnen.

Die Realtime Untersuchungen zeigten, dass die Marke die Aktivierung der
Pathogenabwehr, da&BR1 Transkript, 16fach hochreguliert wurde. Dies ist deutlicher
Hinweis auf eine hohe Abwehrreaktion der BucheRathogenbefall.

Ebenfalls wurde eine dreifache Hochregulierung A€S2 mRNA beobachtet. Dieses Gen
spielt eine entscheidende Rolle bei der SyntheseBthylen. Ethylen, ein Phytohormon, ist
der zentrale Regulator von Zelltodprogrammen imaffen. Es scheint bei Baumen aber auch
eine wachstumsstimulierende Wirkung zu habem@édians et al. 2004). Schlie3lich fihren
sehr viele biotische und abiotische Stressfaktommr Ethylenbildung, wobei die
physiologische Wirkung von Stressethylen sehr soteedlich sein kann. Zum einen fordert
es die Fruchtreife und andere Seneszenzprozesse, amderen I6st Ethylen bei
Pathogeninfektion Stressreaktionen aus. Ethylen nkam einigen Fallen die
Krankheitssymptome verstarken, in anderen abschevBabder ohne Wirkung bleiben
(BLEECKER& KENDE 2000). Mit der direkten Beteilung von ACC Synthasel ACC Oxidase
an der Ethylenbildung (BNDE 1993) spielt die Induktion der beiden Enzyme einehtige
Rolle bei pflanzlichem Stress, wie Verwundung, ketheit oder Frost (MiG 1989 und
KENDE 1993). Stressethylen wirkt in Pflanzen als Sigmadsanz. SHOPFER & BRENNICKE
(1999) postulierten, dass Ethylen zur Synthese Alowehrenzymen gegen pathogene Pilze
fuhrte. Wahrend bei krautigen Pflanzen Ethylenbilgials eine der friheren pflanzlichen
Stressantworten gilt (MEDER et al. 2002), wurden in Baumen erst deutlich gpétee
Erhbhung der Ethylensyntheserate beobachtet, dieé emer Erhohung derACS2
Induktionsrate begleitet wurde I(8®Ns 1993, LANGEBARTELS et al. 1997 und BNN 2005).
Das unterstreicht das Ergebnis der hier vorliegen@enexpressionstudien. Sowohl die
Realtime PCR Untersuchungen als auch die Micro Arfnalysen zeigten erhohte
Transkriptionslevel bei Transkripten, die an deyhignbildung beteiligt sind: ACS2, ACC
Oxidase 1e und ACC Oxidase e.

Der Befall durchTrypodendrorwar nicht akut. Das heil3t, dass das Probenmatea@ sechs
Monaten nach dem Befall gesammelt wurde. Abwehtieaén auf Transkriptionsebene sind
somit nicht akute, schnelle Reaktionen, sonderregghn langfristige Effekte in der
pflanzlichen Abwehr wider.

Die Ubrigen sechs untersuchten Gene mittels gasmér PCR wiesen eine nicht
signifikante, schwache Herunterregulierung auf.sBieeist regulatorischen Gene fihren zur

Bildung von aromatischen Aminosauren, die im Shadsdurezyklus gebildet werden. Eine
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Umsteuerung zwischen Primar- und Sekundarstoffnecbsheint im Zusammenhang mit
Stressreaktionen zu stehen. Die gebildeten Amimesdnutzt die Buche nicht nur fur die
Proteinbildung, sondern auch als Vorlaufer fir eanel3e Anzahl von Sekundarmetaboliten,
die wiederum eine Barrierefunktion gegen Pathogdaestellen. So scheint auch eine
Erhéhung der phenolischen Inhaltsstoffe ein Bevi@seine Umsteuerung des Primar- und
Sekundarstoffwechselweges zu seig{B2005).

Bislang ist Uber den zeitlichen Verlauf der Abwebei der Buche wenig bekannt. Es ist
maoglich, dass Gene des Shikimatweges nur trangienhreguliert werden, solange bis
genugend Abwehrmetabolite gebildet sind und zufiygmg stehen. Anschliel3end geht die
Synthese auf ein Basislevel zuriick. Eine anderelibtdgeit ist, dass die Neusynthese von
diesen Stoffen bei der Buche keine oder nur eirtergaordnete Rolle spielt.

Im Rahmen der Micro Array Analysen konnte, neben denéhten Transkriptionslevel der
ACC Oxidasen bei geschadigten Buchenproben, aude elerunterregulierung eines
Aldolase Gens beobachtet werden. Aldolase ist igirelersible Spaltung und Kniipfung der
Ketose Fructose-1,6-bisphosphat in der Glykolyseangvortlich. MCHELSI & GEPSTEIN
(2000) konnten nachweisen, dass das Enzym Aldalask Hitzestress an Hafer auftritt und
schlieBen auf eine Rolle der Aldolasen bei der Adshg von Hitzetoleranz gegen hohe
Temperaturen. Aus der Expressionsteigerung nachoBaninfektion kann geschlossen
werden, dass dem Aldolasehomolog &agus sylvatical. eine generelle Funktion in der
Stressabwehr zukommit.

Im Allgemeinen zeigt sich, dass in der Rinde nichiele Verdnderungen im
Transkriptionslevel mittels Microarray Technik zedbachten waren. Das unterstreicht die
eigentliche Funktion der Rinde, namlich vorrangig dls Schutzschicht und im weiteren
Sinne mit Speicherfunktion. Priméar waren Verandgaimauf Transkriptionsebene in Blattern
zu erwarten. @8RICH et al. (2005) konnten ein verandertes Transkmgooofil an Blattern
von Faguszeigen im Zusammenhang mit Ozonstress.

Da derTrypodendrorBefall der Proben, die fir die Micro Array Analyseingesetzt wurden,
drei oder mehr Jahre zurlck lag, wird vermutetsd@saktionen auf Transkriptionsebene nur
eine kurze Zeit nach Stresseinwirkung zu beobacéitesh und sich spater wieder dem Level
der Kontrollen annahern. Insgesamt konnte gezegpden, dass Micro Array Analysen

erstmalig erfolgreich an Rinde abagus sylvaticd.. durchgefiihrt werden kdénnen.
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4.3 Mogliche Ursachen des Buchensterbens

Eine Hypothese Uber die Entstehung der neuartigech@&erkrankung war, dass extreme
Frostereignisse die Buchen anfallig fur die weieRathogene machen wirdenu@RT &
RonDEUX 2003). Um die Hypothese zu Uberprifen, wurde ein Frostraiz einem
Buchenstamm ausgelbt (Kap. 2.1.3). Die Ergebnissgten zwar morphologische
Veranderungen, wie Einlagerung von Gerbstoffen @m Rinde und im Holz, verdickte
Zellwéande, sowie Anomalien in der Holzbildung (K&p2.1), jedoch fehlen Untersuchungen
zur Physiologie. In Arbeiten vonTSCKINGER et al. (1997) heildt es, dass bei Kéaltestress
Pflanzenhormone wie Abscisinsaure, Ethylen und daste Veranderungen der
Genexpression als Antwort auf den Kaltereiz hewfem. Ein plétzlicher Kalteimpuls
bewirkt in der Pflanze einen grolReren Stress alslamigsames Absinken der Temperatur.
Frost kann Zellen durch intrazellulare Eiskristddlong absterben lassen und damit zur
Nekrosenbildung fihren. An Frost gewoOhnte Pflanbd@den als Reaktion auf niedrige
Temperaturen spezifische Proteine und Zuckermatgkirh sich vor der Kristallbildung zu
schitzen. Das dauert jedoch einige Tage. DauerRder nur ein paar Stunden, wie in den
vorliegenden Untersuchungen, so werden zwar NeRraggbildet; das schnell gebildete
nekrotische Gewebe scheint jedoch keine weiteratesysch regulierten physiologischen
Resistenzmechanismen auszul6sen. Vielmehr sind Dheer und die Intensitdt des
Kaltestresses ausschlaggebende@6ic & MAaLAMY 1994). Es kann ausgeschlossen werden,
dass Frostereignisse die neuartige Buchenerkrankanglosen, da durch die hier
durchgefuhrten Untersuchungen eindeutig bewiesendeyudass Schaden, die auf die
neuartige Erkrankung zurtckzufihren waren andererphobogische Veranderungen

hervorrufen als Froststress.

Handelt es sich letztendlich um die bereits belaniirkrankung der klassischen
Buchenkomplexkrankheit oder um eine neue, bistdrtmieschriebene Erkrankung?

Bei dem neuartigen Schadbild an Buche (Kap. 1.2dék es sich um keine neue, bisher
nicht beschriebene Buchenerkrankung. Vielmehr vatmislich scheint es, dass es sich um
eine Variation der bereits bekannten Buchenkomplm#heit (FARTIG 1878) handelt mit

ihrer vielseitigen und facettenreichen Erscheinforgs.
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Kdnnen die holzbritenden Kafer aufRer vorgeschéadigtolz und Totholz auch gesunde
stehende Buchen befallen?

Durch die Aneinanderreihnung der Ereignisse und mdhaer hier durchgefiuhrten
anatomischen Untersuchungen an dem gesammelterriPnakerial ist bewiesen worden,
dass die holzbritenden Kaférypodendron domesticum nur vorgeschadigte Buchen sowie
bereits geschlagene Buchen befallen.

Liegt bei den vital aussehenden Baumen eine voaranight erkennbare Schadigung vor?

In den untersuchten Gebieten waren strukturelle adigongen durch die
Buchenwollschildlaus hervorgerufen vor dem Kafealidieobachtet worden. Die anfangs als
vital erscheinenden Buchen, die durdimypodendron befallen wurden, waren bereits
vorgeschadigt. Die Schaden waren makroskopisclt sichtbar, sondern nur mikroskopisch
zu erkennen in Form von Rindennekrosen bis hin amBiumnekrosen und Anomalien in
Kambialbereich.

Aufgrund eines verstarkten Befalls durch die Buet@ischildlaus und extremen
Wetterbedingungen war die Buche in den untersuchBastdnden Rheinland-Pfalz
verstarkten Belastungen ausgesetzt und dadurclitdbgeschwacht. Die Massenvermehrung
des KafersTrypodendronn den darauffolgenden Jahren bedeutete eine Zigh@&tBelastung.
Durch diese Anhaufung mehrerer Negativereignisseenabesonders auffalliges Schadbild

der Buchenbestédnde ersichtlich.

4.4 Physiologische Aspekte im pflanzlichen Abweherhalten

SCHWINN (1965) hat in Untersuchungen an Apfelbdumen gézdass die Borkendicke ein
entscheidender Abwehrfaktor fir eine Infektion rRibhytophtora cactorundarstellt. Im
Gegensatz dazu bewiesoRNAU (2004), das$hytophtoraunabhangig von der Rindendicke
verschiedene Genotypen vdfalus infizieren konnte. Mit den vorliegenden Ergebnissier
Korrelation der Rindendicke, den Rindennekrosen dad zellwandgebundenen Phenolen
Trypodendronbefallener Buchenrinde lassen den Schluss zu,dlag8orkendicke nicht die
ausschlaggebene Ursache fir den Ausbruch der leeki@amkung ist. Jedoch zeigt es, dass
die Baume mit einer starken Verborkung in der Veggmheit starke Abwehrreaktionen
zeigten.

Von Interesse ist, die Regulation des Sekundarmbthildung besser zu verstehen. Zum
Beispiel ist die Bildung von SekundarmetabolitenPflanzen kostspielig. Eine Mdglichkeit,

die Energie und Kosten mdglich gering zu halteh,die zeitlich begrenzte Synthese der
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Sekundarmetabolite. Zudem beweist es, dass eineidh@rung sekundarer Pflanzenstoffe
unter 6kologischen Aspekten fiir die Buche sehr beohgsvoll sein muss @RPER 1989).

Die These von Mzika & PREGITZER (1992), dass eine verstarkte Bildung von
Sekundarmetaboliten eine Repression des Primassgoffsels mit sich zieht, scheint
plausibel. Der Beweis an Buche im ZusammenhangdertitBuchenkomplexkrankheit steht

allerdings noch aus.
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5. Zusammenfassung

Die Buchenkomplexkrankheit zahlt zu den bedeutemd$trankheiten an Bucherrdgus
sylvatica L.) in Mitteleuropa. Die dadurch hervorgerufenech&den fuhrten in der
Vergangenheit zu einem Imageverlust der Buche.HaiemartFagus sylvatica.. wird auch
Rotbuche genannt. Da sie einen 14%igen Anteil an@esamtwaldflache Deutschlands
einnimmt und sehr konkurrenzstark ist, zahlt siaclienmaiig zu den bedeutendsten
Laubbaumarten Mitteleuropas. Ziel der vorliegende&rbeit war es, das anatomische,
physiologische und molekularbiologische Abwehrvéidma in stehenden Buchen, die mit
Trypodendron domesticulm befallen waren, im Vergleich zu nicht befalleri@achen naher

zu charakterisieren.

Voruntersuchungen zeigten, dass Buchenwollschidilefall morphologische Veranderungen
in der Rinde und manchmal sogar auch im Holz zeigteie Buche versuchte die
Verletzungen, die durcBryptococcusentstehen, durch Ausbildung von Uberwallungsgewebe
an den Einstichskanalen zu verwinden. In eigeneterduchungen wurde versucht, die
Einstiche mit Hilfe einer Insektennadel zu simwierund im Anschluss morphologische
Reaktionen in der Rinde und im Holz aufzuzeigenol2ehtete Abwehrreaktionen waren
verdickte Zellwande, Einlagerungen von Gerbstoffied die Ausbildung von nekrotischem
Gewebe. Die entscheidende Veranderung in der Rvaden Nekrosen, die in den meisten
Fallen nur mikroskopisch sichtbar wurden. Die Nalemm konnten erfolgreich durch
Wundgewebe ausgeheilt werden. Im Falle einer ddsém Ausheilung der Nekrosen drangen
sie weiter ins Innere des Stammes vor und konn& Kambium infizieren und dort
nekrotische Gewebebildung auslésen. Letztendlichkdevalas Holz nekrotisch betroffen und
die Bildung des Holzes zeigte dann Anomalien. DeskuBdarbefall durch holzzersetzende
Pathogene lagen so optimale Bedingungen vor. Jedoeigte jeder Baum eine
unterschiedliche Befallsgrenze. Es ist zu vermutgass die Intensitat und Dauer des
Stressimpulses als auch die individuelle Fitness Bigumes ausschlaggebend waren, ob er
infiziert wurde oder resistent blieb.

Da von der Praxis vermutet wurde, dass die beobterhHolzanomalien auf feine Haarrisse
zuruckzufihren sein kénnten, die durch Frostersgmerzeugt wurden, wurden Buchen lokal
auf der Rinde einem pl6tzlichen Froststress ausgiedéach dieser Behandlung zeigten sich
verbraunte Zellen in der Rinde. Das Kambium zegjgenfalls Verbraunungen. Sowohl in der

Rinde als auch im Holz konnten nach Frosteinwirkuiplyphenoleinlagerungen
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nachgewiesen werden. Aus den Voruntersuchungent&ogezeigt werden, dass sich die
morphologischen Abwehrreaktionen in der Rinde undHolz derTrypodendrorbefallenen
Buchen anders &ussern als bei dem Frostversuchit 8&amm Frost als Ursache fir die

Holzanomalien ausgeschieden werden.

Neben den morphologischen Verdnderungen in Rindd #olz wurden mdgliche
Veranderungen im Sekundarstoffwechsel untersuchtler Rinde der befallenen und nicht
befallenen Buchen zeigten die Gesamtgehalte anchésli und zellwandgebundenen
phenolischen Inhaltsstoffen eine hohe individudbriabilitat. Signifikante Veranderungen
wurden nicht erkannt, moglicherweise auch deshatiitnweil auch die als unbefallen
eingestuften Buchen im Holz Veranderungen zeigtenauf eine Abwehr hinwiesen.

Die Untersuchungen der l6slichen und zellwandgeboed phenolischen Inhaltsstoffe im
Jahresverlauf an nicht beschadigten Buchenrind&arstiitzten das breite Variationsspektrum
der Gesamtgehalte in der Rinde des Paarversucheseibzelnen Gehalte ergaben kein
homogenes Bild. Im Jahresgang waren keine sigmfé@ Verdnderungen in den
Gesamtphenolgehalten zu beobachten.

HPLC-Analysen der phenolischen Inhaltsstoffe in lBr@inde zeigten keine quantitativen,
aber qualitative Veranderungen im Muster einzelddrenolsauren. So konnte eine
Akkumulation von Catechin in geschadigten Buchegegéiber den Kontrollen beobachtet
werden.

Insgesamt reagierten die Buchen individuell sehlenschiedlich im Sekundarmetabolismus.

Dies hing vermutlich von der jeweiligen Fitness ab.

Auf Genexpressionsebene konnten ebenfalls hohe Ireaktionen festgestellt werden.
Quantitative Realtime PCR Untersuchungen ergabeass drypodendron befallenes
Rindenmaterial eine erhdhte Induktion d#31 Gens und deACS2Gens zeigtePR1ist das
pflanzliche Stressgen, welches bei Pathogenbefialden meisten héheren Pflanzen ein
Beweis fur erhohte Abwehrreaktionen in der Pflamste ACS2ist an der Ethylenbildung
beteiligt.

Mittels Microarray Analysen an Buchenrinde wurdezejgt, dass von insgesamt 1139
Gensequenzen zwei ACC Oxidasen auf Transkriptie@rseheraufreguliert wurden und zwei
weitere Gene, ein Aldolasegen und ein noch niclitenddentifiziertes Gen, reprimiert
wurden. Diese beobachteten Veranderungen in derexpeession in der Rinde fielen

erwartungsgemald gering aus. Das unterstitzt diengiche Funktion der Rinde als
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Schutzorgan. Die abwehrbedingten Veranderungen en @enexpression zeigen sich
intensiver in Blattorganen.

Die hier durchgefiihrten Analysen konnten nur laisgfy nachwirkende Effekte des
Abwehrverhaltens der Buche herausfiltern, da dieersnchten Rinden- und Holzproben

keinen akuted rypodendrorBefall zeigten.
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Verbreitungskarte voiragus sylvativaL. (aus: BWER & ZIMMERMANN
(1963): Der Wald in Zahlen. Miinchen).

Entstehung einer Rindennekrose unter dieaticelle im Querschnitt einer
Trypodendronbefallenen BucheA) und im Vergleich im Querschnitt einer
als nicht befallenen eingestuften BuclBg (aus: LANGENFELD-HEYSER et al.
2004).

Mehrjahrige Strahlproliferation im Holzgsehnitt einer Trypodendron
befallenen Buche mit wellenférmigen Jahrringen {Pf@us: LANGENFELD-
HEYSERet al. 2004).

ungefarbteHolzquerschnitt einefrypodendronbefallenen Buche mit dunkel
gefarbten phenolhaltigen Xylemzellen (blauer Pfeind groRRlumiger
parenchymatischer Zellen mit phenolhaltigen Zelldgim mit Thyllen und
dunkel erscheinenden Gerbstoffeinlagerungen (sdevaPfeile) (aus:

LANGENFELD-HEYSERet al. 2004).

Chemische Struktur von Kaffeesaure.

Uberblick des Shikimatstoffwechselwegs difiviert nach HELDT 1996).
Versuchsaufbau der Froststress-Simulation.

Catechin-Messreihe als Referenz fur dietgmetrische Bestimmung der
I6slichen phenolischen Inhaltsstoffe aus Bucherrimad —holz.
p—Cumarsaure-Messreihe als Referenz fur die photsuleé Bestimmung
der zellwandgebundenen phenolischen Inhaltsstaffe Buchenrinde und —
holz.

Rindenbeschaffenheit, links: gewdhnlicheclBenrinde aus einem Bestand
ohne Schadigungen des FA Halberstadt, rechts: iftetié Rinde aus dem
Bestand des FA Hochwaldypodendrorbefallener Buchen.
Querschnittsuibersicht der Rinde und dedzddo eines Buchenastes nach
Frostbehandlung (Toluidinblau gefarbf). Frostbehandlung mit verbrauntem
Kambium und verbraunten Strahlen. Am Rande desndén Phloems befindet
sich ein anomaler Sklerenchymring und eine Parenggliferation im nicht
leitenden sekundarem Phloem: Kontrolle mit einer Reihe grof3lumiger
Siebréhren im Bereich des Kambiums.
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Abb. 3.3

Abb. 3.4

Abb. 3.5

Abb. 3.6

Abb. 3.7

Abb. 3.8

Querschnitt aus der Region der primarend®ieines Buchenastes nach
Frostbehandlung (Toluidinblau gefarb#\: Kéltegestresster Buchenast mit
verbraunten Zellen in der primaren Ring&e.Sklerenchymband an der Grenze
von primarer Rinde und sekundarem Phloem eines éhadies nach
Frostbehandlung und verbraunte Zellen in der priem&inde.

Ausschnitt aus Abb. 3.3 B unter dem Flapemzmikroskop.
Polyphenolhervorhebung. Der  Slerenchymring  zeigt neei starke
Autofluoreszenz, ebenso wie die Wande der dickwgerdi Zellen der

primaren Rinde und das Phellem.

Querschnitt aus der Region des sekunddPiloems mit anomalem
Sklerenchymring an der Grenze von nicht leitendenletendem sekundéren
Phloem eines Buchenastes nach Frostbehandmnd.oluidinblau gefarbter
QuerschnittB: Autofluoreszenz der Polyphenole. Neben dem anoniéerd
von Sklerenchymzellen mit starker Polyphenolautnfiszenz an der inneren
Grenze des sekundaren Phloems kann man im nicteéndigin Phloem
aul3erhalb der Strahlen verdickte Zellwande mit leidyd Polyphenolgehalt
erkennen.

Querschnitt der Region aus dem jungsté&nrsiren Phloem, Kambium und
jungsten sekundaren Xylem an der Peripherie derstbebandlung.A:
Toluidinblau gefarbter Querschnitt. Kambium und aBten zeigen
Verbraunungen. Das jungste Phloem ist weitgehengnphymatisch.B:
Autofluoreszenz der Polyphenole. Es zeigt einewachen Polyphenolgehalt
in den Zellwanden.

Querschnitt aus der Region des jungstkarskiren Phloems, Kambiums und
jungsten sekundéaren Xylems im Bereich der Frosthdibag (Toluidinblau
gefarbt).A: Das jungste Phloem gleicht im Bau einer Kontrdée Strahlen
zeigen noch leichte Verbraunung@. Kontrolle. Das Strahlparenchym zeigt
Verbraunungen durch Gerbstoffe.

Autofluoreszenz der Polyphenole in deriefekines Querschnitts der Region
aus dem jungsten sekundaren Phloem, Kambium ungstém sekundéaren
Xylem A: Querschnitt aus dem Zentrum der Frostbehandlungbad des
jungsten Xylems. B: Querschnittsauschnitt aus der Peripherie der
Frostbehandlung. Das jlngste Xylem gleicht im Bawwesentlichen einer

Kontrolle.
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Abb. 3.9

Abb. 3.10

Abb. 3.11

Abb. 3.12

Abb. 3.13

Abb. 3.14

Ausschnitt aus dem Beginn des jungstenrsgken Xylems im Querschnitt
mit Ubergang zum Spétholz des Vorjahres (links iitd)B Toluidinblau
gefarbt. Das nach Frosteinwirkung im Spéatherbsildete sekundare Xylem
zeigt ein breites Band parenchymatischer Zellen wahigen kleinlumigen
GefalRen. Die Wéande von Fasern und Gefal3en degiteigen Xylems zeigen

im Spatholz eine verstarkte Einlagerung von Polyoken.

ungefarbter Querschnitt von Rinde und zHaines Buchenastes mit
Stichverletzungen. Deutliche Locher sind zu erkenfgne T-formige braune
Zone ist im jungsten Holz im Einstichszentrum deselktennadel zu sehen.
Querschnitt von Rinde und Holz einer Bardstes mit Stichverletzungeh.
Eine T-formige braune Zone ist im jungsten Holz Emstichszentrum zu
sehen. Links davon sieht man eine keilférmige Zomglingsten Holz, in der
die Wundwirkung des Nadelstiches mit Entfernung wier Einstichstelle
geringer wird (ungefarbt).B: Toluidinblau gefarbter Querschnitt im
peripherern Bereich des Nadeleinstichs. Deutliclingrgefarbt ist das
proliferierte Parenchym der Rinde, das parenchyuolaé Zentrum im jingsten
Holz und der verthyllte Bereich im Holz des Vorjabr

Querschnitt der nahen Peripherie einedeMastichs eines Buchenastes nach
Stichverletzung.A: Toluidinblau gefarbter Querschnitt. Rechts: V-fige
Einbuchtung der &uf’eren Rinde, die durch ein pegphtaltiges
Wundperiderm gegen die Innenrinde abgeschottetMsitig: proliferiertes
Parenchym. Links: V-férmiges nach aul3en gericht&@msbium als breiteres
beige-farbenes Band. In der Nahe des Einstichzestiwird xylemseits vom
Kambium Parenchym gebildet (grine Anfarbung deslirdelltes) B:
Autofluoreszenz der Polyphenole. Die Zellwénde erigolyphenole.
Toluidinblau gefarbteQuerschnitt von der Grenze des letztjahrigen Xylems
zum jungsten Phloem im Zentrum des Einstichbereietiis kleinlumigen
Siebrohren.

Querschnitt eines Buchenastes aus depiRegs Uberganges von Spat- und
Frahholz.A: Phloroglucin gefarbter Querschnitt mit T-formiggtruktur im
Zentrum der Stichverletzung, im nach dem Einstiebilgeten Xylem. Das
jungste Xylem besteht aus isodiametrischen Zellggsrum den Einstichkanal
B: Autofluoreszenz der Polyphenole. Die isodiametrsc Zellen lagern

Polyphenole in die Zellwande ein.
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Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

3.15

3.16

3.17

3.18

3.19

3.20

3.21

3.22

3.23

Querschnitt des jungsten und letztjalrigg/lems nahe des Zentrums der
Stichverletzung.A: Toluidinblau gefarbter Querschnitnit proliferiertem
Parenchym rings um den Uberwallenden Einstich uredthyllungen im
EinstichsbereichB: Autofluoreszenz der Polyphenole.

Gesamtgehalte an I6slichen phenolischialtsstoffen aus Rindenproben des
Paarversuchs. Roftrypodendronbefallene Buchen, schwarz: nicht befallen
eingestufte Buchen.

Gesamtgehalte an zellwandgebundenen péemen Inhaltsstoffen aus
Rindenproben des Paarversuchs. R®typodendron befallene Buchen,

schwarz: nicht befallen eingestufte Buchen.

Anteil lebender Rinde zu abgestorbenend®i (Phellem/Borke). Blau:
prozentualer Anteil der abgestorbenen Rinde, \tiofgbzentualer Anteil der

lebenden Rinde.

Gesamtgehalte l6slicher phenolischerltasiaffe geschadigter Rindenproben.
Rot: geschadigte Proben, schwarz: als Referenzrélgproben.

Gesamtgehalte zellwandgebundener phehelisInhaltsstoffe geschadigter

Rindenproben. Rot: geschadigte Proben, schwarReflrenz Kontrollproben.

Gesamtgehalte l6slicher phenolischer Meidngen aus Rindenproben ohne
Schadigungen aus drei verschiedenen StandortererBien Proben sind aus
Halberstadt, die darauffolgenden 10 Proben aus hResen (beides

Kalkstandorte) und die letzten 12 Proben entstamemendem Paarversuch

(Gegenstiick ohne sichtbare Schadigungen).

Gesamtgehalte  zellwandgebundener phehelis Verbindungen aus
Rindenproben ohne Schéadigungen aus drei versclead&tandorten. Die
ersten Proben sind aus Halberstadt, die daraeffidgn 10 Proben aus
Reinhausen (beides Kalkstandorte) und die letzBRrbben entstammen aus
dem Paarversuch (Gegenstiick ohne sichtbare Scimg@eigu

Jahreszeitliche Variationen im Gesamtljeh&slicher phenolischer
Inhaltsstoffe in der Rinde gesunder Buchen. Prodleme war von Mai (1.

Probe) bis September (letzte Probe).
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Tab.

3.24

3.25

3.26

3.27

3.28

3.29

3.30

3.31

3.32

11

2.1

Jahreszeitliche Variationen im Gesamtljededlwandgebundener phenolischer
Inhaltsstoffe in der Rinde gesunder Buchen. Probleme war von Mai (1.
Probe) bis September (letzte Probe).

Gesamtgehalte l6slicher phenolischer Itesimffe in Holzproben aus dem
Paarversuch. Blau: Trypodendron befallene Holzproben, rot: gesund

eingestufte Holzproben.

Gesamtgehalte zellwandgebundener phehelisinhaltsstoffe in Holzproben
aus dem Paarversuch. Blalrypodendronbefallene Holzproben, rot: gesund

eingestufte Holzproben.

Jahreszeitliche Variationen im Gesamtjeh&slicher phenolischer
Inhaltsstoffe im Holz gesunder Buchen. Probennaivaxrevon Mai (1. Probe)

bis September (letzte Probe).

Jahreszeitliche Variationen im Gesamtljededlwandgebundener phenolischer
Inhaltsstoffe im Holz gesunder Buchen. Probennaivaxrevon Mai (1. Probe)
bis September (letzte Probe).

HPLC-Profil der phenolischen Inhaltsstaginer Referenzmischung und eines

Extraktes, der aus der Rinde geschadigten Buchsorgeen wurde.

Catechin/Epicatechin-Profil einer Referarschung und eines Extraktes, der
aus der Rinde geschadigter Buchen gewonnen wurde.

Veranderung der dber real-time PCR esfal3tTranskriptmengen in
Rindenproben aus geschadigten Baumen gegenibem dmumne gesunden

Baumen vorfFagus sylvaticd..

Ausschnitt eines Array Chips zur Analyse&essinduzierter Gene aus
Rindenmaterial geschadigter Buchen. UberlageruniglebeFluoreszenz —
Teilbilder (Cy-3 und Cy-5).

Schadumfang durch die Buchenkomplexkrahkbeursacht in den FA Wiltz,
Saarburg und Hochwald von 2001 bis 2005 (aus: RusgéeInterreg-Buche
(www.interreg-buche.de)).

Witterungsdaten der Region des FA SaartAmgegeben sind die jahrlichen
Mittelwerte der Temperatur, der monatlichen Niedeldgsmenge und der

relativen Luftfeuchte bzw. die Mittelwerte der Véaggonsperioden von Mai
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Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

2.2

2.3

2.4

2.5
3.1

3.2

3.3

3.4

bis einschlie3lich September der Jahre 2002 bis5 2@uelle: Deutscher
Wetterdienst, Offenbach).

Witterungsdaten der Region des FA Halhdtst Angegeben sind die
jahrlichen Mittelwerte der Temperatur, der monattic Niederschlagsmenge
und der relativen Luftfeuchte bzw. die Mittelweder Vegetationsperioden
von Mai bis einschlie3lich September der Jahre 20832 2005 (Quelle:
Deutscher Wetterdienst, Offenbach).

Witterungsdaten der Region Gottingen. Ageben sind die jahrlichen
Mittelwerte der Temperatur, der monatlichen Niedeldgsmenge und der
relativen Luftfeuchte bzw. die Mittelwerte der Véaggonsperioden von Mai
bis einschlie3lich September der Jahre 2002 bis5 2@uelle: Deutscher
Wetterdienst, Offenbach).

Inkubationsschema zur Paraffineinbettung.

Programm fur die RT-PCR.

Mittelwerte, Standardabweichungen und iSkgmtspriufungen
(Irrtumswahrscheinlichkeiten, 90,05 = signikant).

Vergleich der normalisierten Peakflachen phenolischen Inhaltsstoffen aus
Rindenextrakten. B = befallen; F = frei von Krankbgymptomen.
Zusammengehorende Baumpaare stehen jeweils uraedein (z.B. 163/167;
10/9; etc.)

Vergleich der normalisierten Peakflacheon v(+)-Catechin und (-)-
Epicatechin aus Rindenextrakten. B = befallen; F frei von
Krankheitssymptomen, die Proben aus dem Jahresa¥srted Kontrollen.

Expressionsfaktoren ausgewdahlter EnzymRiade Trypodendron befallener
Buchen ermittelt durch Micro Array Untersuchungéh.= Identitatsnummer

der Buchenklone.
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