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ABSTRACT

The symbiosis of plant roots and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) results in a
number of changes in the metabolism of the host plant. In the present work in basil
(Ocimum basilicum) the effect of mycorrhization on the production of secondary plant
substances and on plant resistance towards Fusarium oxysporum was studied.

Five treatments with basil were performed and the plant mortality, root browning and
the biomass production were determined. A protective effect of mycorrhiza against the
soil-borne pathogen Fusarium oxysporum f. sp. basilici was observed.

Analysis of the plant material gave information on the effect of mycorrhization on the
production of secondary plant compounds. No significant enhancement of secondary
plant compounds could be observed in mycorrhizal basil plants. However, the increase
of biomass due to mycorrhiza resulted in a higher yield of these substances without
affecting the quality of the substan;:es. »

The obtained data are interesting for'plant protection in the production of basil. The use
of mycorrhiza in plant production is not only of economic interest but could also result
in additional ecological advantages.



KURZZUSAMMENFASSUNG

Die Symbiose zwischen Pflanzenwurzeln und Mykorrhizapilze bewirkt eine Anzahl von
Veranderungen im Metabolismus der Wirtspflanze. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Auswirkung der Mykorrhizierung auf die Produktion sekundarer Pflanzenstoffe,
sowie die Auswirkung der Mykorrhizierung auf die Pathogenitit von Fusarium
oxysporum bei Basilikum (Ocimum basilicum) untersucht.

Durch Anlegen einer Versuchsreihe mit finf unterschiedlichen Behandlungsvarianten
von Basilikum und anschlieBender Ermittlung der Pflanzensterblichkeit, der
Wurzelverbraunung und der Biomasseproduktion konnte eine Schutzfunktion der
Mykorrhiza gegen das Wurzelpathogen Fusarium oxysporum nachgewiesen werden.
Eine Analyse des Pflanzenmaterials gab Aufschluss (ber die Auswirkung der
Mykorrhizierung auf die Produktion sekundérer Pflanzenstoffe. Durch die Mykorrhiza
konnte keine signifikante Erhéhung sekundarer Pflanzenstoffen in den Basilikum-
pflanzen erreicht werden, jedoch kam es durch die mykorrhizabedingte Steigerung der
Biomasse insgesamt zu einem héheren Ertrag an diesen Substanzen, ohne dass die
Qualitat der Inhaltsstoffe beeintrachtigt wurde.

Die Ergebnisse der Arbeit sind fur den Pflanzenschutz bei der Basilikumproduktion von
Interesse. Der Einsatz von Mykorrhiza in der Pflanzenproduktion ist nicht nur von
wirtschaftlichen Interesse sondern er kénnte zusétzlich ékologische Vorteile mit sich
bringen.



VORWORT

Da mein Interesse den Pflanzen und deren Inhaltsstoffen gilt wollte ich unbedingt in
diesem Bereich meine Masterarbeit absolvieren.

Im Juni 2006 durfte ich einen Versuch von Herrn Jean-Patrick Toussaint der University
of Adelaide, Australien mitbetreuen, in dem es um Basilikum und symbiontische
Mykorrhizapilze und deren Auswirkungen auf die Produktion von sekundaren
Pflanzenstoffen sowie die Pathogenitat von Fusarium oxysporum ging. Da der Versuch
am Ende keine ausreichenden Ergebnisse lieferte, wiederholte ich im Rahmen meiner
Masterarbeit den gesamten Versuch im September 2006.

Dies fand ich insofern spannend, da ich einen ganzen Versuch selbsténdig
durchfiihren durfte. Vor allem waren die Tatigkeitsbereiche sehr vielfaltig, angefangen
von gartnerischer Arbeit im Glashaus bis hin zu Labortatigkeiten.

Vor allem denke ich, dass die Forschung im Bereich symbiontischer Mykorrhizapilze
von sehr groBer Bedeutung ist. Durch sie kdnnte in Zukunft die Mykorrhizatechnologie
in der Pflanzenproduktion erfolgreich eingesetzt werden, was eine effektivere,
umweltfreundlichere und nachhaltigere Produktion bedeuten wiirde.
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1 EINLEITUNG

Die Mykorrhiza ist von groBer Bedeutung in der Pflanzenwelt. So gehen fast alle
Pflanzenfamilien eine symbiontische Beziehung mit Mykorrhizapilzen ein (SMITH und
READ 1997).

Die arbuskuldre Mykorrhiza (AM) ist eine Symbiose zwischen Pflanzenwurzein und
Bodenpilzen der Phylum Glomeromycota. Arbuskulare Mykorrhizapilzé (AMP)
kolonisieren die Wurzeln und verbessern durch eine deutlich groBere, resorbierende
Oberflache (Wurzel und Pilz) die Nahrstoffversorgung der Pflanzen. Vor allem wird
eine effizientere Ausnutzung des im Boden vorhandenen, haufig aber gebundenen
Phosphates erreicht. Dadurch zeichnet sich die arbuskulare Mykorrhiza in vielen Fallen
durch einen fordernden Einfluss auf die Entwicklung und das Wachstum der
Wirtspflanzen aus. Die Mykorrhiza spielt somit auch fiir das Uberleben von Pflanzen
auf Bdéden mit geringer Nahrstoffverfigbarkeit eine grofe Rolle (BACKHAUS und
FELDMANN 1997, S. 9f).

Die Bildung der Mykorrhiza bringt eine Anzahl von Anderungen morphologischer und
physiologischer Art in der Wirtspflanze mit sich (ATKINSON 1994).

Bei der Etablierung der arbuskuldren Mykorrhizasymbiose kommt es zu einem
komplexen Signalaustausch zwischen dem Pilz und der Wirtspflanze. Hierbei wird der
~gesamte Metabolismus der kolonisierten Pflanze stark verandert (SMITH und READ
1997). Unter anderem kommt es auch zur Anderung der Gehalte einer Reihe von
sekundaren Pflanzenstoffen verschiedenster chemischer Wirkstoffgruppen. So werden
z.B. die Gehalte verschiedenster bioaktiver Wirkstoffe erhéht, was eine Erhéhung der
pharmakologischen Wirkung der Pflanzen bedeuten kann. Dies ist vor allem fiir die
Arzneimittelproduktion bei der Gewinnung pharmazeutischer Inhaltsstoffe aus
Arzneipflanzen von groBer Bedeutung. Eine Erhéhung der Wirkstoffproduktion durch
Mykorrhizierung von Arzneipflanzen ist somit bei einer wachsenden Nachfrage fir
Pflanzeninhaltsstoffe von wirtschaftlichem Interesse.

Darliber hinaus sind mykorrhizierte Pflanzen unempfindlicher gegeniiber abiotischen
und biotischen Stressfaktoren, wie sie z.B. von Versalzung, unginstigen Temperaturen
oder Wassermangel ausgehen (BACKHAUS und FELDMANN 1997, S. 12). Durch die
Mykorrhizierung sind manche Pflanzen in der Lage auch auf Extremstandorten zu
Uberleben. Zum anderen sind mykorrhizierte Pflanzen haufig resistenter gegeniber
bodenburtigen pilzlichen Krankheitserregern. Die fur diese Resistenz verantwortlichen
Mechanismen sind noch nicht geklart.



Mehrere Wirkungsmechanismen sind vorstellbar:

1) Eine Besiedlung der Wurzeln mit einem AMP verbessert die aligemeine
Nahrstoffversorgung der Pflanzen, wodurch die Resistenz bzw. die Toleranz
gegeniber Krankheitserregern erhoht wird.

2) Es kommt zu einer Konkurrenzsituation um Nahrstoffe zwischen den AMP und
Krankheitserregern d.h. sobald eine Pflanze ausreichend mit AMP besiedelt ist,
stehen Krankheitserregern weniger Nahrstoffe zur eigenen Entwicklung zur
Verfigung.

3) Die Besiedlung der Wurzel mit AMP aktiviert die Abwehrmechanismen in der
Pflanze.

4) Die Besiedlung der Wurzel durch AMP flihrt zu Veranderungen des pflanzlichen
Metabolismus und damit verbunden zu einer quantitativ und/oder qualitativ
veranderten Wurzelexudation. (VIERHEILIG et al. 2007)

Eine Nutzung der arbuskuldren Mykorrhiza in der landwirtschaftlichen und garten-
baulichen Praxis bietet die Mdglichkeit, die Pflanzengesundheit im Nutzpflanzenanbau
zu erhalten und zu férdern (BACKHAUS und FELDMANN 1997, S. 14).

Bedeutung kann die Mykorrhizierung von Pflanzen somit auch im Pflanzenschutz
erlangen. Hier kdnnte die Mykorrhiza als Instrumentarium zur biologischen Beein-
flussung des Befalls durch Wurzelpathogene eingesetzt werden.

Im Zuge dieser Arbeit werden diese Aussagen anhand der Versuchspflanze Basilikum
(Ocimum basilicum) GUberprift. Es werden folgende Fragestellungen bearbeitet:

= Bietet die Mykorrhizierung der Basilikumpflanze Schutz vor dem Wurzelpathogen
Fusarium oxysporum . sp. basilici ? '

»  Weiche Unterschiede in der Produktion sekundarer Pflanzenstoffe zwischen
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Basilikumpflanzen gibt es?

Ziel der Arbeit ist es mit Hilfe eines Versuches die Fragestellungen zu beantworten und
daraus Ruckschlisse zu ziehen.

Der Versuch besteht darin, Basilikumpflanzen wéahrend der Aufzucht verschiedener
Behandlungsvarianten zu unterziehen, um anschlieBend durch die Ermittlung von
Parametern fiir die Beurteilung der Pathogenitat und durch analytische Messmethoden:
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsvarianten feststellen zu kbnnen, um
eine Aussage bezliglich der Fragestellungen zu treffen.



2 VERSUCHSPFLANZE - BASILIKUM

Basilikum (Ocimum basilicum) ist eine Gewiirzpflanze aus
der Familie der Lippenbliitengewéachse (Lamiaceae).

Der Name Basilikum stammt vom griechischen basilikos
und bedeutet koniglich. Der Gattungsname stammt ab
vom griechischen ozein, was riechen bedeutet.

Basilikum ist eine einjdhrige, buschig wachsende Pflanze
mit einer Hohe von bis zu 40 cm und diinnen, verzweigten
Waurzeln. Die Bluten sind ahrenartig und erscheinen von

Juni bis September.
Abb. 1: Basilikum (Ocimum basilicum)

Quelle: hitp//www.family.obrist.ch/media/
Christa/Basilikum.jpg

Das Herkunftsland des Basilikums ist Indien.

Die Artenvielfalt von Basilikum ist sehr hoch. Die einzelnen Arten unterscheiden sich in
Blattfarbe, BlattgréBe, Aroma, Wachstumsart und Ansprichen.

Verwendung findet Basilikum als Kichengewilrz, aber auch als Heilmittel in der
alternativen Medizin. Der gréBte Verbrauch von Basilikum besteht in der Gew(rz-
industrie. In der Homdopathie wird die aus frischen Biattern bereitete Essenz
verwendet. Innerlich wird Basilikum vor allem als Magenmittel, zur Verhinderung von
Blahungen und zur Anregung der Milchsekretion eingesetzt (DACHLER M., PELZMANN H.
1999, S. 141).

Die angenehm aromatisch schmeckenden Blatter der Basilikumpflanze enthalten 0,3
bis 1,5 % é&therisches Ol. Das &therische Ol ist von komplexer und sehr variabler
Zusammensetzung und unterliegt genetisch, klimatisch, jahreszeitlich oder standértlich
bedingten Schwankungen. Basilikumél kann daher verschiedene Substanzen in
verschiedenen Mengen enthalten, die stark schwanken kdnnen. Die wichtigsten
Aromakomponenten sind Estragol (Methylchavicol), Linalool, Cineol weiters Eugenol,
Campher und Gerbstoffe. Ol aus europaischem Gewdirzbasilikum (Ocimum basilicum)
ist charakterisiert durch hohe Konzentrationen an Linalool (30-90%) und Estragol (50-
90%). Andere Bestandteile sind 1,8-Cineol und Eugenol.

Weitere Monoterpene (Ocimen, Geraniol, Campher), Sesquiterpene (Bisabolen,
Caryophyllen) und Phenylpropane (Zimtsdureester, Methyleugenol) sind in
wechselnder Menge enthalten und beeinflussen den Geschmack erheblich.

Diese unterschliedlichen Inhaltsstoffe zeigen deutlich, dass Basilikum einen erstaunlich
vielfaltigen Sekundarstoffwechsel besitzt (KATZER 2001).



3 SYMBIONT UND PATHOGEN

3.1 Arbuskuldre Mykorrhiza (AM)

Als Mykorrhiza bezeichnet man eine Form der Symbiose zwischen den Wurzeln (gr.
rhiza = Wurzel) héherer Pflanzen und Pilzen (gr. mykes = Pilz).

Die Mykorrhizapilze liefern der Pflanze Nahrsalze und Wasser und erhalten dafiir einen
Teil der durch die Photosynthese der Pflanzen erzeugten Assimilate. .

Nach Art der Ausbildung der Symbiose zwischen dem Wuzelsystem der hdheren
Pflanzen und der Mykorrhiza unterscheidet man funf verschiedene Mykorrhiza-Typen:

= Ektomykorrhiza (ECM)

= Ektendomykorrhiza

= Ericaceen-Mykorrhiza

» Orchideen-Mykorrhiza

= Arbuskuldre Mykorrhiza (AM)

Da es sich in meinem Versuch um eine arbuskuldare Mykorrhiza (Gattung Glomus
mosseae) handelt werde ich nur auf diesen Typ im Speziellen naher eingehen.

Die arbuskularen Mykorrhizapilze (AMP) treten in nahezu allen terrestrischen
Okosystemen auf und verfiigen Giber ein sehr breites Wirtéspektrum. Mehr als 80 %
aller Pflanzen gehen eine symbiontische Beziehung mit diesem Pilzen ein. Die
arbuskularen Mykorrhizapilze sind die verbreitesten und altesten Mykorrhiza-Pilze
(SMITH und READ 1997).

Die pilzlichen Partner einer arbuskuldren Mykorrhiza lassen sich in drei Familien
(Glomaceae, Acaulosporaceae und Gigasporaceae) der Phylum Glomeromycota
einordnen. Verantwortlich fir die Bildung der arbuskuldren Mykorrhiza sind Pilze der
Gattung Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus und Scutellospora
(DIEDHIOU 2001, S. 1).

3.1.1 Etablierung der Symbiose
Die Arbuskulare Mykorrhiza ist eine besondere Form der Endomykorrhiza. Die
Pilzhyphen wachsen in die Wirtszellen hinein. '



Abb. 2: Schematische Darstellung des AMP von der Penetration der Epidermis bis zur Bildung
von Arbuskeln und Vesikeln in der Wurzel

Quelte: BRUNDRETT, http://www.ffp.csiro.au/research/mycorrhiza/vam.html

Zur Etablierung der Symbiose sind ein ausreichendes Inokulum-Potential und
geeignete Wirtspflanzen Voraussetzung.

Der Entstehungszyklus lasst sich in drei Abschnitte unterteilen:

= Pra-infektionsphase
= |nfektionsphase ’
» Post-Infektionsphase

Die Pra-Infektionsphase umfasst die Keimung der Pilzspore im Boden sowie das .
zunachst ungerichtete Wachstum der Pilzhyphen und das Aufeinandertreffen mit einer
Wirtswurzel. In der darauffolgenden Infektionsphase kommt es zum ersten Kontakt des
Pilzes mit der Wourzeloberflaiche. Der Pilz bildet ein Apressorium, dessen
Penetrationshyphen die Wurzelepidermis durchstoBen. Mit dem Eindringen der
Penetrationshyphe durch die Epidermis der Wurzel wird die Entwicklung der
Mykorrhiza, die Post-Infektionsphase eingeleitet. Die Pilzhyphe breitet sich vom
Infektionspunkt interzelluldr in beide Richtungen aus (WULFF 1996, S. 5). Wahrend des
gesamten Entwicklungsganges wird dabei das Plasmalemma der Wirtszellen niemals
penetriert, sondern es kommt in den Rindenparenchymzellen nur zu einer Einstllpung
der Wirtszellmembranen. Neben dem meist intensiven, intrazelluldrem Wachstum ist
auch eine interzellulare Entwicklung im Wirtsgewebe moglich (BACKHAUS und
FELDMANN 1997, S. 11).



Abb. 3: Vesikeln in der Wurzel Abb. 4: Arbuskeln in der Wurzelzelle
(Bar =10um)

Quelle: BRUNDRETT, http//www.ffp.csiro.au/research/mycorrhiza/vam.html

Typisch flr diese Mykorrhizaart ist die Bildung von Vesikeln und Arbuskeln. Vesikeln
sind dickwandige Pilzzellen, die sich im Wurzelgewebe der Partnerpflanze bilden und
als Speicherorgane des Pilzes fungieren. Die Arbuskeln sind baumchenartige
Verzweigungen innerhalb der Wurzelzellen, die der OberflachenvergréBerung dienen.
Sie sind-die Verbindungsstelle fir den Stoffaustausch zwischen der Wirtspflanze und
dem Pilz (SyLvIA 1999).

Abb. 5: Hyphen (=) mit Sporen (S) von Glomus mosseae (Bar = 100 um)

Quelle: BRUNDRETT, hitp/Mmww.ffp.csiro.au/research/mycorrhiza/vam.html

AuBerhalb der Wurzel wird ein lockeres Hyphennetz gebildet, dort kénnen sich Sporen
bilden, die der Fortpflanzung dienen. Die Sporen sind asexuell, d.h. sie sind durch
Differenzierung von vegetativen Hyphen entstanden. Sie sind auch die wichtigsten
Uberdauerungsstrukturen mit der der Mykorrhizapilz ungiinstige Bedingungen
uberstehen kann. Die GroB3e der Sporen variiert von 10 pm bis Uber 1000 um im
Durchmesser. Auch in der Farbe und Oberflichenbeschaffenheit gibt es Unterschiede
(vgl. BRUNDRETT et al. 1996, S. 148f). Mit der Sporenbildung ist der Entwicklungszyklus
des Pilzes abgeschlossen.



3.2 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum ist ein wurzelpathogener Pilz, der Bestandteil von natiirlichen
Okosysiemen auf der ganzen Welt ist. Durch den sehr groBen Wirtspflanzenkreis und
der Ausbildung vieler spezifischer Formen, nimmt Fusarium oxysporum bei den
Pflanzen unter den Erregern der Welkekrankheiten eine wichtige Stellung ein. Die

Schaden, verursacht durch dieses Pathogen, nehmen weltweit an Bedeutung zu
(NELSON 1981).

Abb. 6: Krankheitssymptom bei Fus. oxy.- Abb. 7: Mikro-, Makrokonidien und Myzel mit
Infektion bei Basilikum Sporenbildung von Fus. oxy.

Quetle: hitp//www.anbg.gov.au/cpbr/progranvsc/path_
vari.htm

3.2.1 Entwicklungszyklus

Dieses Pathogen verursacht die sogenannte Fusariumwelke. Der bodenbiirtige Pilz
dringt Gber Wunden oder im Bereich der Wurzelspitze bzw. Wurzelhaarzone auch iiber
gesundes Gewebe in die Pflanzenwurzel ein. Die Infektion geht vor allem von den
Chlamydosporen (Dauersporen) aber auch von den iiberdauernden Myzelresten im
Boden aus. Die reichlich mit Nahrstoffen versehenen Chlamydosporen beginnen durch
den Reiz von Wourzelexsudaten zu keimen und wachsen zu den Wurzeln. Das
Pathogen breitet sich Gber Pilzhyphen vor allem zwischen den Zellen der Wurzelrinde
aus und dringt bis in den Zentralzylinder vor, von wo aus die LeitgefaBe befallen
werden. Das Pilzmyzel in den GefaBen flhrt zusammen mit den vom Pilz gebildeten
Sporen und dem von der Pflanze gebildeten Wundgummi zu deren Verstopfung
(NELSON, 1981). Des weiteren induziert die Pilzinfektion das den GefaBen anliegende
Parenchymgewebe =zur Teilung, welche ebenfalls zu einer Verengung des
GefaBlumens fihrt. Die Versorgung der oberen Pflanzenteile mit Wasser ist somit
unterbunden und es kommt zur Ausbildung der typischen Welkeerscheinungen. Mit
fortschreitender Pilzinfektion ist die aus-reichende Versorgung der Pflanze nicht mehr
gegeben und sie stirbt ab. Durch das Absterben der Pflanze werden dann schliellich
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Chlamydosporen und Konidien gebildet die im Boden (berdauern bzw. andere
"Pflanzen befallen (BECKMAN, 1987).

3.2.2 Symptomatik

Jungpflanzen sind durch den Befall von Fusarium oxysporum in ihrem Wachstum
gehemmt, die Blatter hangen nach unten und sind teilweise gelb verfarbt. Die
LeitgefaBe sind braun gefarbt und die Stangel aufgebrochen, sodass die Pflanzen
absterben (CRUGER et al., 2002, S. 56-58).



4 VERSUCHSPLANUNG

Datum Behandlung Alter der Pflanzen
04. Sep. Ansaat / Substratvorbereitung 0 Tage
18. Sep. Topfen / Inokulation mit AM 14 Tage
02. Okt. Uberimpfung der Fus.-Kultur -+ 28 Tage
09./10. Okt. Beurteilung der Mykorrhizierung /
Vorbereitung der Konidiensuspension / 5 Wochen
Umtopfen / Inokulation mit Fus. oxysporum

13./14. Nov. Pflanzenernte 10 Wochen
) (5 Wochen mit Fus.)

Tab. 1: Versuchszeitplan

Der Versuch von der Ansaat bis zur Ernte der Basilikumpflanzen erstreckt sich Gber 10
Wochen. Die Ansaat erfolgt am 4. September. 14 Tage spater werden die Basilikum-
pflanzen mit AMP (Glomus mosseae) inokuliert und getopft. Eine Woche vor der
* Inokulation mit Fusarium wird die Pilzkultur neu Uberimpft, damit frische Konidien fir
die Suspension zur Verfligung stehen. Im Alter von 5 Wochen wird ein Teil der
Basilikumpflanzen mit Fusarium oxysporum f. sp. basilici (Fob) inokuiiert. 5 Wochen
spater im Pflanzenalter von 10 Wochen wird die Ernte durchgefihrt.

Bei der Ernte werden folgende Daten erhoben:
Bestimmung der Sterblichkeitsrate der verschiedenen Versuchsvarianten
Bestimmung des Frischgewichtes von Spross und Wurzel
Bestimmung des Trockengewichtes von Spross und Wurzel
Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades
Bestimmung des Wurzelverbraunungsgrades

Aus dem Pflanzentrockenmaterial werden die folgenden analytischen Analysen
durchgefiihrt:

Messung atherischer Ole mittels identifizierender und quantifizierender GC
(Gaschromatographie)

Messung von Rosmarinsdure (RS) u. Kaffeesaure (KS) mittels HPLC (High
Performance Liquid Chromatography)

Messung des Gesamtphenolgehaltes (,Total Phenolics“) mittels spektroskopischer
Methode nach Folin-Denis

Messung der antioxidativen Aktivitat mittels DPPH-Test

Phosphorgehaltsmessung mittels Ammonium-Vanadat-Molybdat Methode nach
Gericke und Kurmies



5 VERSUCHSDURCHFUHRUNG

5.1 Ansaat

Vor der Aussaat werden die

Samen mittels DanChlor
sterilisiert damit sichergestellt
ist, dass keine Mikroorganismen
auf den Samen haften. Dazu
werden in einem Becherglas 50

%iges DanChlor und 1 Tropfen | %
Spilmittel, zur Herabsetzung der  Appb. 8: Samenpéckehen und Basilikum-Keimpflanzen
Oberflachenspannung, gegeben.

Die Samen verbleiben dann ca. 2 Minuten lang in dieser Lésung. AnschlieBend werden
die Samen grindlich mit Wasser abgespult. Die Aussaat erfolgt in Schalchen, die mit
Perlit geflllt sind und bereits angegossen sind: Insgesamt wurden 190 Samen
ausgesdt. Die Schalchen werden mit einer Abdeckung als Verdunstungsschutz fiir die
ersten paar Tage bei 28 C in den Warmeschrank gegeben. Danach werden die
Keimpflanzen ans Licht gestellt. Das Substrat sollte immer genigend Feuchtigkeit
haben. In ca. 14 Tagen werden die Keimpflanzen einzeln in Tdpfe gepflanzt.

5.2 Substratvorbereitung

Zum Topfen wird ein neues
Substrat benétigt, das zunachst
gemischt werden muss.

Es besteht zu gleichen Teilen aus:

feinen Blahton

feinen Quarzsand
gesiebter Erde Abb. 9: Substratsacke und Autoklav

Das gemischte Substrat wird in Sacke geflillt und im Autoklaven autoklaviert und damit
" keimfrei gemacht.

5.3 Inokulation mit arbuskularer Mykorrhiza

Von 190 Samen sind ca. 173 Samen gekeimt. Das ergibt eine hohe Keimungsrate von
ca. 91 %.
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Die folgende Tabelle zeigt die Aufteilung der Pflanzen auf die finf verschiedenen
Behandlungsvarianten:

Variante = Behandlung Anzahl der Pflanzen
K Kontrolie (keine Behandlung) 15
K+P Kontrolle + Phosphor (wird mit P gediingt) 15
AM Arbuskulare Mykorrhiza 20
AM + F Arbus. Mykorrhiza + Fusarium oxy. 15
F Fusarium oxy. 15
Gesamt 80

Tab. 2: Behandlungsvarianten

Insgesamt wurden 80 Pflanzen fir den Versuch herangezogen. Jeweils 15
Versuchspflanzen pro Variante, mit Ausnahme bei der AM-Variante, hier sind es 20
Pflanzen, da 5 Pflanzen fur die Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades bereits vor
der Ernte bendtigt werden. Variante K, die Kontrollvariante wird keiner Behandlung
ausgesetzt. Bei der K+P-Variante werden die Basilikumpflanzen mit Phosphor
gediingt. Die AM-Variante wird mit dem AMP Glomus mosseae inokuliert. Variante
AM+F wird zusétzlich zur Mykorrhizierung auch mit dem Wurzelpathogen Fusarium
oxy. f. sp. basilici (Fob) inokuliert. Und die F-Variante wird nur mit Fob inokuliert.

Zunachst werden die Tépfe (o 8 cm) mit dem autoklavierten Substrat befillt und
angegossen. Die Keimpflanzen werden einzeln in die Tépfe pikiert. Bei 35 der 80 Topfe
wird zusatzlich vor dem Einsetzen der Pflanze in eine Grube ein Teel6ffel mit AM-
Inokulum gegeben. Inokuliert wurde mit dem AMP Glomus mosseae, der von der
franzésischen Firma Biorize bezogen wurde.

Nach dem Topfen werden die Topfe, versehen mit den Labels der verschiedenen
Behandlungsvarianten, ins Glashaus gestelit.

Abb. 10: mit AMP Glomus mosseae inokulierte 14 Tage alte Basilikumpflanzen
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5.4 Uberimpfung der Fusarium-Kultur

Die Versuche wurde mit Fusarium oxysporum f. sp. basilici (Fob) einer basilikum-
spezifischen Spezies durchgefihrt, die freundlicherweise von Dr. Matias Pasquali der
Universitat Turin/ltalien zur Verfigung gestellt wurde.

Um die Fob-Kultur zu Gberimpfen, bendtigt man Platten mit Potato-Dextrose-Agar
Medium. Dazu wird in eine Glasflasche 31,2 g Potato-Dextrose-Agar Pulver
eingewogen mit 800 ml dest. Wasser aufgegossen, gemischt und anschlieBend im
Autoklaven bei 121 °C 60 min lang sterilisiert. Nach dem Autoklavieren muss die
Flasche mit dem Medium bei 55 °C im Warmeschrank gelagert werden, damit das
‘Medium nicht fest wird.

Das GiefB3en der Platten erfolgt in der Sterilbank. Das Medium wird dabei 3-4 mm dick
in sferile Petrischalen (g 9 cm) gegossen. Diese werden noch kurz offengelassen,
damit bei der Abklihlung des Mediums entstehender Wasserdampf entweichen kann
und kein Kondenswasser entsteht. Nach 5-10 min ist das Medium fest, die Platten
werden zugedeckt, verkehrt herum gestapelt, gekennzeichnet und in eine sterile PE-
Tute eingeschweiBt. Ab dem néchsten Tag sind sie bereit zur Verwendung.

Das Uberimpfen erfolgt ebenfalls in der Sterilbank. Unter sterilen Bedingungen
(Desinfektion der Arbeitsfliche, der Hande und Sterilisation der Arbeitsgerite durch

~ Abflammen) werden aus dem Randgebiet des Fob-Kultur Myzels (Stammkultur) kleine
ca. 1 cm2groBe Quadrate ausgestochen, die anschlieBend jeweils auf eine neue sterile
Agar-Platte Uberimpft werden. Die Platten werden mit Parafilm verschlossen,
beschriftet, in Alufolie gewickelt und in einen 24 °C warmen Warmeschrank gestellt, wo
die neuen Kolonien in Dunkelheit wachsen kénnen.

Abb. 11: Steritbank
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5.5 Herstellung der Konidiensuspension

Zur Vorbereitung der Konidiensuspension fur die spatere Inokulation werden zwei
Agarplatten mit frischen Fob-Kulturen bendtigt, die vor einer Woche neu Uberimpft
worden sind. Unter der Sterilbank gibt man etwas dest. Wasser auf das Myzel auf der
Agarplatte und schabt vorsichtig mit einer Dreiecksspachtel um die Sporen zu I6sen.
AnschiieBend wird die Fliissigkeit durch ein Filterpapier abfiltriert.

s % s

Abb. 12: frisches Myzel von Fob-Kultur auf Abb. 13: Makro- und Mikrokonidien von
Potato-Dextrose-Agar Medium Fus. oxysporum '

Quelle: http://www.inta.gov.arimyza/info/gal/conidios
_fusarium.htm

Bevor die Suspension zur Inokulation herangezogen werden kann, muss die
Sporenkonzentration ermittelt und eventuell eingestellt werden. Unter dem Mikroskop
werden die Sporen mittels einer Thomakammer ausgezahlt. Diese besteht aus einem
Objekttrager mit mehreren Ablaufrinnen und ein oder zwei eingravierten Vierecken von
je 1 mm Seitenlange und 0,1 mm Tiefe, die wiederum durch Langs- und Querstriche in
400 gleiche Kastchen unterteilt sind. Es werden einige Tropfen Sporensuspension auf
den Objekttrager aufgebracht und mit einem Deckglas abgedeckt, Uberschiissige
Suspension 1auft dabei durch die Rinnen ab. Nun wird die Sporendichte bestimmt,
indem die Anzahl der im gesamten Viereck vorhandenen Sporen ermittelt wird. Es
werden von 100 Kastchen jeweils die enthaltenen Sporen gezahit. Das Raster
beinhaltet jedoch insgesamt 400 Kastchen. Auf diese werden dann die ausgezahiten
Sporen der 100 Kastchen hochgerechnet. AnschlieBend ist noch mit 10.000 zu
multiplizieren um die Konzentration auf das Volumen bezogen (pro 1 ml
Sporensuspension) zu bekommen. Man z&hlt mindestens 3 Thomakammern aus und
gibt dann den Mittelwert an. (MUHLE et al. 1983, S. 87)

In meinem Fall lag die Sporenkonzentration bei 2,1 x 10°. Ich beschloss mit einer
Konzentration von 10° zu inokulieren und musste daher die Suspension nicht
verdiinnen. Zudem war sie mengenmaBig auch fir die Inokulation ausreichend.
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5.6 Inokulation mit Fusarium oxysporum {. sp. basilici
(Fob)

Bevor die Basilikumpflanzen mit Fob inokuliert werden, wird der Mykorrhizierungsgrad
anhand von 3 mykorrhizierten Pflanzen festgestellt. Die Durchfiihrung der Bestimmung
des Mykorrhizierungsgrades im Labor wird im nachfolgenden Kapitel 5.8 ,Bestimmung
des Mykorrhizierungsgrades* naher erlautert.

Die Pflanzen hatten folgende Mykorrhizierungsgrade: 64 %, 52 % und 63 %, was eine
durchaus hohe durchschnittliche Mykorrhizierung von ca. 60 % bedeutet.

Zum Umtopfen werden zunachst 77 Topfe (2 12 cm) bef(llt mit autoklaviertem Substrat
vorbereitet, etikettiert und angegossen. Zuerst werden alle nicht zu inokulierenden
Basilikumpflanzen umgetopft. Deren Wurzeln werden ebenfalls unter Wasser vom
Substrat befreit bevor sie neu getopft werden, da diese die gleiche Behandlung
erhalten miissen wie die zu inokulierenden.

Die Inokulation bei den restlichen Pflanzen erfolgt vor dem Topfen durch kurzes
Einlegen der ausgewaschenen Wurzeln in die vorbereitete Konidiensuspension.
AnschlieBend werden alle Basilikumpflanzen zuriick ins Glashaus gestellt damit sie

weiterwachsen kénnen. i BN . u

Py : h ‘- . ‘ Id ) .
i .

{' E«Q . [ A

i 7

Abb. 14: mit Fusarium oxysporum inokulierte 5 Wochen alte Basilikumpflanzen

5.7 Pflanzenernte

Bevor die Pflanzen geerntet werden, wird eine Bestandeskontrolle durchgefiihrt und
die Mortalitat der einzelnen Varianten bestimmt.
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P-gediingte-Variante

AM + F

Mykorrhiza und Fus. oxy. Fusarium-Variante
inokulierte-Variante

Abb. 15: Pflanzenbestand der verschiedenen Varianten im Alter von 10 Wochen

Auswaschen der Wurzeln  Frischgewicht-Bestimmung - Entnahme einer
von Spross u. Wurzel Wurzelprobe
Abb. 16: Erntevorgang

Bei der Ernte werden jeweils die Wurzeln aller Pflanzen unter dem flieBenden Wasser
vorsichtig vom Substrat befreit. AnschlieBend wird das Frischgewicht der Wurzel und
des Sprosses jeder Pflanze bestimmt. Von jeweils 4 Pflanzen der mykorrhizierten
Varianten (AM und AM+F) und 2 Pflanzen der restlichen Varianten (K, K+P, F) wird
eine Wurzelprobe aus dem oberen Teil der Wurzel entnommen und jeweils in ein
Reagenzglas mit etwas dest. Wasser gegeben, um spater im Labor den
Mykorrhizierungsgrad bzw. den Wurzelverbrdunungsgrad zu bestimmen.
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Far diese Pflanzen ist auch der Wurzelteil ohne dieser Probe abzuwiegen, damit spéter
auf die Gesamtwurzeltrockenmasse gerechnet werden kann. Sprosse und Wurzeln
werden einzeln in Papiertiten gegeben und zum Trocknen bei 35 °C ein paar Tage
lang in die Warmekammer gelegt. Das getrocknete Pflanzenmaterial wird anschlie Bend
abgewogen um das Trockengewicht zu ermitteln.

.5.8 Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades

Bleichen mit KOH 3 min Wasserbad bei 90 °C Farben mit Essig-

Tintenldsung
Abb. 17: Farbevorgang

Zur Beurteilung der Mykorrhizierung werden die bei der Ermte enthommenen
Wourzelproben in Reagenzréhrchen gegeben. Das Anfarben der Wurzeln erfolgt geman
der Methode von VIERHEILIG et al (1998). Bevor die Wurzeln angefarbt werden kdnnen,
mussen sie gebleicht werden. Dazu gibt man KOH (Kalilauge) zu den Wurzeln hinzu
und stellt diese 3 Minuten lang bei 90 °C ins Wasserbad. Die Wurzeln werden
anschlieBend mit dest. Wasser abgespiilt. Dann wird Essig-Tintenfarbe (5 % Tinte:
Schaeffer; black und Haushaltsessig: 5 % Essigsaure) zu den Wurzeln hinzugegeben
und sie werden wieder bei 90 °C ca. 4 Minuten lang ins Wasserbad gestellt. Danach
werden die Wurzeln ebenfalls mit dest. Wasser abgespiiit.

Auszahlen der
mykorrhizierten Wurzeln mit
Hilfe der Rasterung

angefarbte Wurzeln in
Petrischale mit Raster

Binokular

Abb. 18: Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades

16



Abb. 19: eingefarbte Pilzstrukturen in den Wurzein

Die angefarbten Wurzeln werden mit etwas dest. Wasser in eine Petrischale mit Raster
gegeben. Unter dem Binokular werden nun die mykorrhizierten Wurzeln mit Hilfe der
Rasterung ausgezahlt. Jede Wurzel die eine Rasterlinie kreuzt wird gezahit.
Mykorrhizierte Wurzeln erkennt man an den Blau eingeférbten Arbuskeln in der
Wurzel. Insgesamt werden 100 Wurzeln ausgezdhlt. Das Verhaltnis von mykor-
rhizierten Wurzeln zu den 100 ausgezéahlten Wurzeln ergibt den Mykorrhizierungsgrad
in %. Die Feststellung des Prozentsatzes der Wurzelkolonisation entspricht der
Methode von NEWMAN (1966).

Mykorrhizierungsgrad (%) = Zah! der mykorrhizierten Wurzeln/100 ausgezahlte Wurzeln

5.9 Bestimmung des Wurzelverbraunungsgrades

Abb. 20: teilweise verbraunte Wurzeln Abb. 21: vereinzelt verbrdunte Wurzeln unter
dem Binokular

Die Beurteilung der Wurzelverbraunung wird vor der Bleichung und Farbung der
Wurzeln fir die Beurteilung der Mykorrhizierung durchgefihrt. Verbraunte Wurzeln sind
bereits mit bloBem Auge gut sichtbar. Unter dem Binokular werden die verbraunten
Wurzeln wie bei der Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades mit Hilfe des Rasters
ausgezahlt und anschlieBend der Verbraunungsgrad bestimmt.

Wourzelverbraunungsgrad (%) = Zahl der verbraunten Wurzeln/100 ausgezahlte Wurzeln
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6 ANALYTIK

Vom getrockneten Pflanzenmaterial wurden die folgenden analytischen Analysen
durchgefihrt: ‘

» Bestimmung des atherischen Oles mittels identifizierender (GC-MS) und

quantifizierender (GC-FID) Gaschromatographie

* Messung von Rosmarinsaure u. Kaffeesaure mittels HPLC (High Performance

Liquid Chromatography)

» Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes (., Total Phenolics®) mittels

spektroskopischer Methode nach Folin-Denis

= Bestimmung der antioxidativen Aktivitat mittels DPPH-Test

= Phosphorgehaltsmessung mittels Ammonium-Vanadat-Molybdat Methode nach

Gericke und Kurmies

Alle Analysen, bis auf die P-Gehaltsmessung, die am Institut fir Pflanzenbau/BOKU

gemacht wurde, wurden auf der Veterinarmedizinischen Universitdt am Institut fir

Angewandte Botanik durchgefiihrt.

6.1 Trockenmaterialaufbereitung

Die Blatter werden von den Stangeln getrennt und abgewogen, da nur diese zur

Analyse herangezogen werden. Aufgrund des geringen Probenmaterials werden die

jeweiligen Pflanzen der Varianten zu Dreiergruppen gepoolt. Dies erfolgt mittels

Zufallsprinzips.

Pool Einzelpflanzen
K K2/ 9/13

K2 K 7/10/14
Ks K 3/6/15

Ka K 1/4/8

Ks K5/11/12

P K+P 4/9/12
P2 K+P 2/5/8
Ps3 K+P 1/7/10
P4 K+P 6/11/13
Ps K+P 3/14/15
M, AM 3/4/11
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M, AM 7/12/15
Ms AM 2/6/10

M AM 1/9/14

Ms AM 5 /8/13
MF, AM+F 5/11/12
MF. AM+F 3/9/13
MF3 AM+F 1/14/15
MF4 AM+F 4/8/10
Fi F 5/10/11

Fa F 3/8/15

Fs F1/7/912

Tab. 3: Zusammensetzung der Pools

Fir die spatere Gewinnung eines Pflanzenextraktes, der die Basis fiir die Analysen
darstellt, muss das Trockenmaterial vermahlen werden. Vor der Vermahlung werden
jedoch 0,1 g des Pflanzenmaterials fiir die Bestimmung des &therischen Oles, die von
einer unvermahlenen  Probe gemacht wird, beiseite gegeben. Das restliche
Trockenmaterial wird anschlieBend fein vermahlen, um daraus den gewiinschten
Extrakt fir die weiteren Analysen zu gewinnen. Dies geschieht mit Hilfe einer Culatti-
Schlagmiihle. Nach jedem Mahlvorgang muss das Mahlwerk grindlich von der
Vorprobe gereinigt werden.

Abb. 22: Culatti-Schlagmithle

6.2 Extraktherstellung

6.2.1 Dichlormethanextrakt

Der Dichlormethanextrakt dient der Gewinnung und Analyse des étherischen Oles.
Der Extrakt wird aus dem unvermahlenen Pflanzenmaterial gemacht, dafir wird
zunachst 0,1 g (ca. 2 Blatter; 2. Blattstadium) jeder Probe (Pool) in eine Eprouvette
eingewogen. AnschlieBend wird das Losungsmittel mit dem Standard versetzt, dabei
werden 5 ul Carvon (Reinstoff = Standard) mit Dichlormethan auf 50 ml aufgefulit.
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Von diesem Lésungsmittel werden jeweils 2 ml zu jeder Probe in die Eprouvette
pipettiert, sodass das Pflanzenmaterial Gberschichtet ist. Dann werden die Proben 30
min lang ins Ultraschallbad gestellt, damit die Komponenten des &therischen Oles
quantitativ in das Ldsungsmittel Gbergehen.

Danach werden die Extrakte, mit selbstgebauten Filtern bestehend aus Glaspipetten,
die an der Pipettenspitze mit Watte umwickelt sind, gefitet und in GC-
Probenfidschchen pipettient. Die Flaschchen mit den Extrakten werden bis zur
Messung im Gaschromatographen tiefgefroren.

6.2.2 Methanolextrakt

Der Methanolextrakt dient der Bestimmung des Gehaltes an Rosmarinsaure (RS) und
Kaffeesdure (KS), der Gesamtphenole sowie der Bestimmung der antioxidativen
Akdtivitat.

Der Extrakt wird aus der vermahlenen Pflanzenprobe hergestellt. Zunachst wird von
jeder Probe 0,1 g fein vermahlenes Pflanzenmaterial in Schraubglaser eingewogen.
AnschlieBend werden 16 ml von 50 %igen Methanol als Losungsmittel zugesetzt. Die
Schraubgléaser werden verschlossen und fur 1 Stunde zur Extraktion ins Uitraschallbad
gestellt. Wahrend dieser Zeit sind die Proben alle 15 Minuten aufzuschiittein
(insgesamt 4 mal). Die Extrakte werden anschlieBend jeweils abfiltriert. Dazu werden
GlasgefaBe mit einem Glastrichter und einem 595 V% Faltenfilter (Whatman; Schleicher
& Schuell) vorbereitet. Der Inhalt der Schraubglaser wird auf das Filterpapier
gegossen. Die Proben lasst man ca. 30 Minuten filtrieren und anschlieBend werden die
GlasgeféaBe mit einem Schnappdeckel verschlossen.

S

Abb. 23: Extraktaufschiuss im Uitraschallbad Abb. 24: Abfiltrieren des Extraktes

Der Extrakt ist nun fertig und kann fir die verschiedenen Analysen herangezogen
werden. Bis zur Verwendung, sollte der Extrakt tiefgefroren werden.
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6.3 Messung von atherischen Olen mittels
identifizierender und quantifizierender GC

6.3.1 Messprinzip

Die chromatographische Auftrennung eines Stoffgemisches in einem Gaschromato-
graphen in die einzelnen Komponenten erfoigt im einfachsten Falle ausschlieBlich
aufgrund der unterschiedlichen Siedepunkte der Einzelsubstanzen in dem Gemisch,
wobei keine spezielle Wechéelwirkung mit der stationdren Phase erfolgt, sondern ,nur”
eine zehntausendfache wiederholte Verteilung. ,
Fur eine vereinfachte Vorgehensweise sind die Zeiten, die eine Substanz von Zeitpunkt
der Einspritzung bis zum Passieren des Detektors benétigt (=Retentionszeit), geeignet
um eine Substanz zu identifizieren. Das Integral des Peaks, den die Substanz liefert,
ist ein MaB fiir die Massenanteile der Substanz in der Probe (NAUMER und HELLER
2002, S. 21f).

6.3.2 Gaschromatographie-MS

Die Gaschromatographie und Massenspektroskopie dient der Identifizierung der
Komponenten des atherischen Oles. Fiir die Analyse wurde ein HP 6890 gekoppelt mit
HP 5972 MSD (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) verwendet.

Es galten folgende Bedingungen:

=  Trennsaule: DB-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 um Schichtdicke; Agilent, Palo
Alto, CA, USA)

= Tragergas: Helium

» Injektortemperatur: 250 °C

=  Split: 201

=  Temp.-Programm: 60 °C fir 4 min, Erhéhung auf 100 °C mit 5 °C / min, 100-280
°C mit 5 °C/ min, 280 °C fiir 3 min

Die Identifikation der Komponenten erfolgte durch Vergleich der jeweiligen
Retetionszeiten mit denen der reinen Standards (Kovats Index) mit Hilfe der MS-
Analyse. Fur Komponenten, fiir die keine Referenzsubstanz verfigbar war, erfolgte die
Identifikation durch  Abstimmung ihrer Massenspektren mit jenen der
Massenspektroskopie-Datenbank (MCLAFFERTY, 1989) und mit Daten der Literatur

(ADAMS, 2001).
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Abb. 25: MS-Chromatogramm des &therischen Oles einer Probe

Jeder Peak des Chromatogrammes stellt eine detektierte Substanz dar. Der hichste
Peak ist der interne Standard (Carvon), der fir die Berechnung der Massenanteile der
Komponenten mitgefiihrt wurde.

Abb. 26: GC/ MS von HP

6.3.3 Gaschromatographie-FID

FID steht far Flammen-lonisations-Detektor. Die GC-FID dient der Quantifizierung der
Komponenten des atherischen Oles. Fir die Analyse wurde ein Agilent 6890 GC-FID
verwendet.
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Es galten folgende Bedingungen:

» Trennsaule: DB-5 (10 m x 0,1 mm; 0,17 um Schichtdicke; Ag|lent Palo
Alto, CA, USA)

= Tragergas: Helium

» |njektortemperatur; 250 °C

= Split: 15:1

* Temp.-Programm: 60 °C fir 30 sec, Erhéhung auf 85 °C mit 6 °C / min, 85-300 «C
mit 10 °C / min, 300 °C fir 3 min

Die Bestimmung der Massenanteile der Komponenten im atherischen Ol erfolgte durch
Flachenberechung der identifizierten Peaks und mit Hilfe eines Standards (0,01 %
Carvon).

Abb. 27: GC / FID von Agllent

6.4 Messung von Rosmarinsaure und Kaffeesaure
mittels HPLC

6.4.1 Messprinzip

Die Auftrennung eines Stoffgemisches in die einzelnen Komponenten und die
Identifizierung mittels HPLC erfoigt aufgrund der unterschiedlich starken
Wechselwirkungen der Bestandteile der Substanz mit der stationéren Phase.

Die chemische Verbindung kann mittels Vergleich mit einem Standard (bekannte
Substanz) identifiziert und quantifiziert werden (NAUMER und HELLER 2002, S. 48f).

6.4.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

HPLC steht fur High Performance Liquid Chromatography (Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie). Fir die Messung der Rosmarinsédure und Kaffeesaure mittels HPLC
wird der gewonnene Methanolextrakt nochmals durch einen Spritzenfiiter (RC 25; 0,2
um) filtriert und in HPLC- Probenﬂaschchen (HPLC -Vials mit caps) fur Autosampler
gefillt.

23



Die Analyse wurde mit einem Waters modular System (626 Pump, mit Heizstation fir
Séule, In-Line Degasser AF, Autosampler 717 plus, Photodiode Array Detektor
PDA996) durchgefiihrt.

Es galten folgende Bedingungen:

» HPLC-Saule: Symmetry C18; 5,0 um; 4,6 x 150 mm

= Injektionsvolumen: 20 pl

» Solvent D: 2,51 Schottenflasche (1%ige HAc : Acetonitril = 85 ;: 15)
= Solvent C: 1| Schottenflasche (Methanol)

= Fluss: 1,5 mli/min

= Temperatur: 25 C

= Detektion: 330 nm

= Datastart: 1 min

= Laufzeit: 35 min .

» Processing: Inhibit Integration von 0-2 min, 5-9 min und 12-35 min

Vor jeder Probe wird 5 min mit einem Gemisch von 90 % D : 10 % C (Laufzeit-
bedingungen) equilibriert.

Der Rosmarinséure Peak ist bei diesen Konditionen bei einer Laufzeit (RT) von ca. 9
min und der Kaffeesaure Peak bei einer Laufzeit (RT) von ca. 3 min zu erwarten.

Die Ermittlung des Gehaltes an Kaffee- und Rosmarinséure erfolgte durch Vergleich
mit Standards.

Abb. 28: HPLC-Apparatur von Waters
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6.5 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes
(,,Total Phenolics®)

6.5.1 Messprinzip
Polyphenole ergeben im alkalischen Milieu mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz eine
Blaufarbung, die photometrisch ausgewertet wird.

6.5.2 Material und Méthode_
Die Ermittlung des Gehaltes an phenolischen Verbindungen erfoigte nach der
spektroskopischen Methode nach Folin-Denis.

‘Material

250 ml Erlenmeyer-Schliffkolben mit Stopsel (Teflonhilse!)

25 ml Messkolben mit Stépsel (fiir Doppelbestimmung)

25 mi Messkolben mit Stopsel (fiir Leerwert; ein Leerwert pro ,Durchgang*)
Becherglaser

Pasteurpipetten

Chemikalien

0,5 ml Folin-Ciocalteu-Reagenz

1 ml geséttigte Na,COs-Losung (Herstellung: 35 g Na,CO; + 100 ml Aqua. dest. in
einen Erlenmeyerkolben im Wasserbad bei 70 °C auf dem Magnetrihrer I6sen. Nach
dem Erkalten mit einem Stépsel mit Teflonhilse verschlieBen.)

Durchfithrung

1) 10 ml Aqua. dest. in jeden 25 ml Messkolben pipettieren

2) 200 ul Extrakt jeweils hinzupipettieren und kurz vortexen

3) 500 ul Folin-Ciocalteu-Reagenz hinzugeben und gut vermischen (vortexen) —
Blauféarbung

4) 3 min warten

5) 1 ml gesattigte Na,COj; hinzugeben und gut vermischen (vortexen)

6) mit Aqua. dest. auf 25 ml auffiillen mit Pasteurpipette; mit dem Stdpsel
verschlieBen und 3 mal Gber Kopf schitteln

7) 1 Stunde im Dunkeln stehen lassen

8) 2 mal Giber Kopf schutteln; Proben einzeln in Kiivetten leeren und sofort

9) Absorption mittels Spektralphotometer bei 725 nm messen

10) Berechnung der Konzentrationen mittels einer bereits vorliegenden Eichgerade
von Kaffeesaure
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Abb. 29: Probenansatz fir die Messung des Gesamtphenolgehaltes

6.5.3 Spektralphotometer
Der Gehalt an phenolischen Verbindungen wurde 60 Minuten nach Herstellung der
Probe mit einem Spektralphotometer Gber die Absorption gemessen.

Es galten folgende Bedingungen:

» Gerat: Hitachi 150-20 Spektrophotometer
=  Wellenlange: 725 nm

= Response: Medium

= Mode: Absorbance

Die Werte des Spektralphotométers wurden auf mg Kaffeesaure-Aquivalente / g
Probentrockenmaterial [mg KS / g TM] umgerechnet. _

Die Analysen wurden in Serien durchgefiihrt. Eine Serie bestand aus finf Einzelpioben
mit Doppelbestimmung und einer Blindprobe als Leerprobe zum Messausgleich.

1

Abb. 30: Spektralphotometer von Hitachi ~ Abb. 31: Probenraum mit Probenhalterung
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6.6 Bestimmung der antioxidativen Aktivitat mittels
DPPH-Test |

6.6.1 Messprinzip

Die antioxidative Aktivitat wird mit Hilfe von DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil),
einem Farbstoff, gemessen. Das DPPH reagiert mit antioxidativ wirkenden Substanzen
und wird dadurch farblos. Die Farbung wird photometrisch ausgewertet und die
antioxidative Aktivitdt kann mittels Trolox (Antioxidant) als Standard berechnet werden.

6.6.2 Material und Methode

Material

50 ml Messkolben + Stépsel + Magnetknochen + Alufolie

50 mi Messkolben + Stépsel

kurze Eprouvetten mit Lamellenstopfen (Doppelbestimmung)
kurze Eprouvetten mit Lamellenstopfen (Eichreihe)
Becherglaser

Chemikalien

MeOH (conc.) |

Trolox (0,0314 g / 50 ml EtOH)

DPPH (7,5 mg / 50 ml MeOH);mit Alufolie abdecken (lichtempfindlich) und am
Magnetriihrer 16sen; bei jedem Ansatz frisch zubereiten — wird rasch abgebaut!

Durchfiihrung

Probenansatz: max. 10 Proben (Doppelbestimmung — Zeitmanagement!)
1) 50 ul Extrakt in Eprouvetten pipettieren

2) 950 pl MeOH (cong.) hinzupipettieren und vortexen

3) folgende Eichreihe pipettieren und anschlieBend vortexen

Eichreihe: Trolox MeOH (conc.)
Referenz (Leer) 500 pl 500 pl
0 oul 1000 pl
10 10 pi 990 ul
20 20 ul 980 ul
40 40 960 ul
60 60 ul 940 ul
80 80 ul ‘ 920 ul

Tab. 4: Trolox-Eichreihe
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4) 1 ml DPPH zu Probenansatz und Eichreihe hinzugeben und vortexen

an

30 min im Dunkeln stehen lassen

[22)

Proben einzeln in Kivetten leeren und sofort

)
)
)
)

~d

Absorption mittels Spektralphotometer bei 515 nm messen (zuerst Eichreihe, dann
Proben)

8) Berechnung der Konzentrationen mittels der Trolox-Eichgerade der jeweiligen pro
Durchgang mitgefiihrten Eichreihe

6.6.3 Spektralphotometer
Die antioxidative Aktivitat wurde 30 Minuten nach Herstellung der Probe mit einem
Spektralphotometer iber die Absorption gemessen.

Es galten folgende Bedingungen:

» Gerat: Hitachi 150-20 Spektrophotometer
» Wellenldnge: 515 nm

* Response: Medium

* Mode: Absorbance

Die Werte des Spektralphotometers wurden auf mg Trolox-Aquivalente / g Proben-
trockenmaterial [mg Trolox / g TM] umgerechnet.

Die Analysen wurden in Serien durchgefiihrt. Eine Serie bestand aus funf Einzelproben
mit Doppelbestimmung und einer Blindprobe als Leerprobe zum Messausgleich, sowie
einer mitgefthrten Trolox-Eichreihe.

6.7 Phosphorgehaltsmessung

6.7.1 Messprinzip

Die Phosphorbestimmung erfolgt durch éinen nassen Saureaufschluss, bei dem
Nahrelemente wie Fe, Mn, Cu, Zn, K, Ca, Mg und P aus dem Pflanzenmaterial gel6st
werden. Die Zugabe eines Reaktionsgemisches mit Ammonium-Vanadat-Molybdat,
das mit Phosphor reagiert, bewirkt einen Farbumschlag, der photometrisch
ausgewertet wird. Mit Hilfe von mitgefliihrten Phosphorstandards kann der P-Gehalt
ermittelt werden.

6.7.2 Material und Methode
Der Phosphorgehalt in den getrockneten Blattern wurde durch die Ammonium-
Vanadat-Molybdat Methode (GERICKE und KURMIES, 1952) bestimmt.

28



Poolen

Da bei der Phosphoranalyse 1 g Pflanzenmaterial (Doppelbestimmung) benétigt wird,
wurden wegen Materialmangel die Varianten folgendermaBen gepoolt.

Bei der Variante AM+F und F hat das Trockenmaterial nur fiir eine einfache

Wiederholung gereicht.

Wiederholung | neue Pools |Pools

1. Kiszsa Ki, Ko, Ka

2. Kass Ka, Ks

1. Pisers P1, Pg, Pa

2. P4/5 P41 P5

1. Mi23 My, Mz, M3

2. Myss Ma, Ms

1. MF 1/2/2/4 MF,, MF, MF;, MF,
1- I:1/2/3 Fh FZ; F3

Tab. 5: Zusammensetzung der Pools fiir die P-Gehaltsbestimmung

Material
50 m! Kélbchen
kurze Eprouvetten

Chemikalien

3-Sauregemisch:

11 HNO; (conc. 65 %) = Salpetersaure

100 mi H.SO, (conc. 95-97 %) = Schwefelsaure
50 ml HCIQ, (conc. 60 %) = Perchlorsaure

P-Reaktionsgemisch:
300 ml Ammonvanadat (50 g in heiBem Wasser ldsen und auf 11 auffilien)

300 ml Ammonmolybdat (2,5 g in heiBem Wasser I6sen und auf 11 auffillen)
100 ml HNO; (conc. 65 %)
200 H,O dest.

Durchfiihrung
1)  Pflanzenmaterial bei 103 °C 4 Stunden lang im Warmeschrank trocknen
2) AnschlieBend im Exikator 30 min abkihlen lassen
3) ca. 500 mg vermahlenes Pflanzenmaterial in Kélbchen einwiegen
4) 10 mi Dreisduregemisch zugeben
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10)
11)

iber Nacht im Abzug stehen lassen

am nachsten Tag erflogt der Aufschluss auf der Heizplatte unter dem Abzug
ein Heizprogramm, bei dem auf ca. 300 °C erhitz wird, wird gefahren
auskihlen lassen

1 Y2 Stunden bei 100 °C kochen

auskihlen lassen

mit dest. Wasser aufflillen und gut schitteln

Probenansatz:

12)
13)

die Proben werden im Verhaltnis 1:1 mit dest. Wasser verdiinnt
7 ml Probe und 3 ml P-Reaktionsgemisch werden in eine Eprouvette pipettiert
und gut gemischt

Eichreihe:

14)

die Standards fiir die Eichreihe werden ebenso behandelt (7 ml + 3 mi P-
Reaktionsbemisch)

Stammiésung: Primdres K-Phosphat KH.PO, 4 Stunden bei 103 °C trocknen (Mol.
Gew. 136,09) und davon 1,0984 g in einer HNO; der Dichte 1,005 auf 1 | aufldsen
(HNO; Dichte 1,005 = 25 ml HNO3 / 2 |1 H.0).

Phosphorstandards: Stammlésung in 500 ml (250 ppm)
0 pprh

2,5 ppm “5ml  mit HNO, (D=1,005 auffillen)
5 ppm 10 ml

10 ppm , 20 ml "

20 ppm 40 ml

30 ppm ' 60 mi

Tab. 6; Zusammensetzung der Phosphorstandards

Uber Nacht stehen lassen

am nachsten Tag die Absorption mittels Spektralphotometer bei 436 nm messen
(zuerst Eichreihe, dann Proben) o
Berechnung der Konzentrationen mittels Eichgerade von der mitgefiihrten
Eichreihe mit P-Standards.
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Abb. 32: Saureaufschluss auf der Heizplatte

6.7.3 Spektralphotometer
Der Phosphorgehalt wurde mit einem Spektralphotometer iiber die Absorption
gemessen.

Es galten folgende Bedingungen:

= Gerét: Varian DMS 200 Spektrophotometer
=  Wellenlange: 436 nm

= Response: Medium

= Mode: Absorbance

Die Werte des Spektralphotometers wurden auf die Phosphorkonzentration in ppm/ g
Pflanzenpool [ppm P / g Pool] umgerechnet und in [% P / g Pool] ausgedriickt.

Die Analyse wurden in einer Serie durchgefiihrt. Diese bestand aus 8 Einzelproben
(von neuen Pools), mit jeweiliger Doppelbestimmung und einer Blindprobe als Leer-
probe zum Messausgleich, sowie einer mitgefihrten P-Standard-Eichreihe. Zusétzlich
wurde die Extinktion jeder Probe zweimal gemessen.

Abb. 33: Spektralphotometer von Varian
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7 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Das Datenmaterial der Messungen und Analysen wurde mit Hilfe des Statistik-
programmes ,SPSS fir Windows, Version 14.0“ ausgewertet. '

Die statistische Auswertung erfolgte jeweils mittels einfaktorieller Varianzanalyse.
Unterschiede zwischen den Behandlungen wurden durch Mehrfachvergleiche mittels
Tukey-Test durchgefihrt. _

Die ermittelten Unterschiede wurden als signifikant bezeichnet, wenn die Irrtums-
wahrscheinlichkeit p < dem Wert 0,05 war. ,

Die Berechnung der Mittelwerte erfolgte jeweils mit der Anzahl der bei dér Ernte
lebenden Pflanzen.

Die Ergebnisse wurden in Saulendiagramme mit Angabe zu Standardabweichung und
Signifikanz veranschaulicht dargestellt.
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8 ERGEBNISSE

8.1 Pflanzenvitalitat

8.1.1 Sterblichkeit

Es wurde die Mortalitatsrate der einzelnen Versuchsvarianten festgestelit.

Es gab nur bei den beiden Varianten, die mit dem Fus.-Pathogen inokuliert wurden
Ausfélle. Die Fus.-Variante zeigt eine Sterblichkeitsrate von 33,3 %, d.h. 5 von 15
Versuchspflanzen starben. Im Gegensatz dazu, weist die AM+F-Variante, die zum
Zeitpunkt der Inokulation mit dem Pathogen bereits mykorrhiziert war, eine geringere
Sterblichkeitsrate von 20 % auf, was soviel heiBt wie, es sind 3 von 15 Versuchs-
pflanzen gestorben. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Mykorrhizierung einen
positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf nimmt.

Sterblichkeitsrate (%)

K AM+F F

Diagr. 1: Sterblichkeitsrate von Basilikumpflanzen nach Inokulation mit dem arbuskularen
Mykorrhizapilz Glomus mosseae und dem Wurzelpathogen Fusarium oxysporum

8.1.2 Mykorrhizierung

Der Mykorrhizierungsgrad der Wurzeln betragt bei der Mykorrhiza-Variante ca. 58 %
und ist somit etwa gleich hoch dem Mykorrhizierungsgrad vor der Inokulation mit
Fusarium von ca. 60 %. Die AM+F-Variante zeigt einen niedrigeren Grad der
Mykorrhizierung von rund 40 %, was vermuten lasst, dass das Fus.-Pathogen den
Mykorrhizapilz in seiner Ausbreitung negativ beeinflusst.
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Mykorrhizierungsgrad (%)

AM AM + F

Diagr. 2: Mykorrhizierungsgrad von Basilikumpflanzen nach Inokulation mit dem arbuskularen
Mykorrhizapilz Glomus mosseae und dem Wurzelpathogen Fusarium oxysporum

8.1.3 Wurzelverbraunung

Der Grad der Wurzelverbraunung betragt bei der AM+F-Variante rund 6 %, die
Wurzelverbraunung der F-Variante ist um einiges héher und belauft sich auf 19 %.
Auch hier ist ein positiver Effekt der Mykorrhiza beziglich der Ausbreitung des Wurzel-
pathogens zu erkennen. Die anderen Varianten hatten keine Wurzelverbridunung.

25
20 A
15

10 -

Wurzelverbraunung (%)

K AM+F F

Diagr. 3: Wurzelverbraunung von Basilikumpflanzen nach Inokulation mit dem arbuskularen
Mykorrhizapilz Glomus mosseae und dem Wurzelpathogen Fusarium oxysporum
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8.2 Biomasseproduktion

Es wurde das Trockengewicht als Trockensubstanz der Wurzeln und Sprosse aller
Pflanzen einer Behandlung ermittelt.

Bei der Biomasseproduktion gibt es deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Varianten, wie man auf diesen Fotos sehr gut erkennen kann.

K K« AM AM+F F K K+ AM AM+F F

Abb. 34: Unterschiede in der Biomasseproduktion zwischen den einzelnen Varianten

Statistisch gesehen sieht das Ganze folgendermaBen aus:

8.2.1 Wurzeltrockenmasse

Das mittlere Wurzeltrockengewicht der verschiedenen Behandlungen:

Die Variante mit der héchsten Wurzeltrockensubstanz ist die mykorrhizierte Variante
mit rund 0,19 g. Die Kontroll- und Phosphor-Variante haben etwa das gleiche mittlere
Wourzeltrockengewicht von ca. 0,12 g. Die beiden Varianten mit Fusarium haben etwas
weniger mittlere Wurzeltrockensubstanz, wobei die mykorrhizierte-Variante davon
einen hdéheren Mittelwert des Wourzeltrockengewichtes zeigt, als die nicht-
mykorrhizierte Fus.-Variante.

Die Buchstaben Uber den Saulen geben Auskunft Gber die Signifikanz zu den
Versuchsvarianten untereinander. Gleicher Buchstabe bedeutet nicht signifikant.

Wie man in diesem S&ulendiagramm sieht, ist nur der Wert der AM-Variante zu allen
anderen signifikant unterschiedlich.
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0,15

0,10

0,05

Wurzeltrockengewicht (g)

0,00
K K+P AM AM + F F

Diagr. 4: Mittelwert des Wurzeltrockengewichtes von Basilikumpflanzen der verschiedenen
Versuchsvarianten

8.2.2 Sprosstrockenmasse

Die Mittelwerte der Sprosstrockengewichte korrelieren zu den Wurzeltrockengewicht-
Mittelwerten. Wiederum hat die AM-Variante die héchste Sprossmasse von 0,46 g,
gefolgt von der Kontroll- und P-gediingten-Variante von ca. 0,3 g. Die mit Fus. inoku-
lierten Varianten zeigen wieder die niedrigsten Werte bezliglich des mittleren Spross-
trockengewichtes. Die AM+F-Variante mit einem Mittelwert von 0,24 g, die F-Variante
mit einem Wert von 0,19 g. Wiederum ist der AM-Mittelwert signifikant unterschiedlich
zu allen anderen Mittelwerten. Zusétzlich ist jedoch noch der Mittelwert der F-Variante
signifikant unterschiedlich zum Wert der Kontroll- und P-Variante.
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Diagr. 5: Mittelwert des Sprosstrockengewichtes von Basilikumpflanzen der verschiedenen
Versuchsvarianten
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8.2.3 Gesamttrockenmasse

Das mittlere Gesamttrockengewicht der einzelnen Varianten zeigt ebenfalls ein zu den
anderen Diagrammen korrelierendes Bild. Die Mykorrhiza-Variante hat insgesamt die
meiste mittlere Biomasse produziert mit einem Gesamttrockengewicht von 0,65 g. Das
mittlere Gesamttrockengewicht der Kontroll- und Phosphor-Variante liegt wiederum
eng beisammen bei ca. 0,43 g. Bei der AM+F-Variante liegt der Mittelwert des
Gesamttrockengewichtes bei 0,36 g. Noch weniger mittleres Gesamttrockengewicht
und somit mit 0,28 die wenigste Biomasse hat die Fus.-Variante. Der Wert der AM-
Variante ist wiederum signifikant unterschiedlich zu allen anderen Werten der
Versuchsreihe. Einen ebenfalls signifikanten Unterschied zeigt der Wert der F-Variante
zum Wert der Kontroll-Variante.

0,8 -
0,7
0.6
0.5
04
0,3
0,2
0,1
0,0

Gesamttrockengewicht (g)

K K+P AM AM + F F

Diagr. 6: Mittelwert des Gesamttrockengewichtes von Basilikumpflanzen der verschiedenen
Versuchsvarianten

Aus den ermittelten Wurzeltrockengewichten, Sprosstrockengewichten und Gesamt-
trockengewichten der Basilikumpflanzen der verschiedenen Versuchsvarianten iasst
sich eine eindeutig erhdhte Biomasseproduktion bei der Mykorrhiza-Variante im
Vergleich zur Kontroll-Variante féststellen. Sowohl Wurzel- als auch Sprossmasse
zeigen bei der mykorrhizierten Variante einen deutlich héheren Wert. Daraus kann auf
einen positiven Einfluss der Mykorrhiza auf das Wachstum der Basilikumpflanzen
geschlossen werden.
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8.3 Inhaltsstoffe

8.3.1 Zusammensetzung des dtherischen Oles

Folgende Komponenten wurden im atherischen O der Basilikumpflanzen identifiziert,
wobei vier Substanzen (Eugenol, Linalool, Methyleugenol und 1,8-Cineol) menge~n-
magig als Hauptkdmponenten hervorgehen.

ldentifizierte Komponenten: Hauptkomponenten:

alpha-Pinen Eugenol
Sabinen Linalool
beta-Pinen Methyleugenol
Myrcen 1,8-Cineol
1,8-Cineol

trans-beta-Ocimen

Linalool

Campher

Borneol

alpha-Terpineol

Bornylacetat ‘

Eugenol

beta-Elemen

Methyleugenol

beta-Caryophyllen

alpha-trans-Bergamoten

alpha-Humulen

trans-beta-Farnesen

Germacran D

gamma-Cadinen

tau Cadinol

Tab. 7: Komponenten des atherischen Oles

Insgesamt konnten 21 Komponenten identifiziert werden. Die quantitativ am hdchsten
enthaltenden Komponenten, Eugenol, Linalool, Methyleugenol und 1,8-Cineol, stellen
die Hauptinhaltsstoffe des étherischén Oles dar. Die Hauptkomponenten Eugenol und
Methyleugenol sind Phenylpropane, Linalool und 1,8-Cineol gehdéren den Mono-
terpenen an, genauso wie die Substanzen alpha- und beta-Pinen, trans-beta-Ocimen,
Campher, Borneol, alpha-Terpineol u.v.a. Neben Monoterpene und Phenylpropane
sind unter anderem auch etliche Komponenten der Stoffklasse der Sesquiterpene wie
alpha-Humulen, beta-Caryophyllen, alpha-trans-Bergamoten, trans-beta-Farnesen,
Germacran D und gamma-Cadinen im Basilikumd! enthalten.

in allen Behandlungen wurden die gleichen Komponenten identifiziert. Es gab daher
keine Veranderungen im Muster dieser Substanzen in den einzelnen Behandlungen.
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8.3.2 Gehalt an atherischen Ol

Der mittlere Gesamtgehalt an &theriscnen Ol wurde fiir jede Versuchsvariante
berechnet. Er liegt im Bereich zwischen 1,7 und 2,1 mg/g TM. Eine Erhéhung des
Gehaltes an atherischen Ol lasst sich durch die Mykorrhizierung nicht beobachten.
insgesamt sind die Gehalte ausgesprochen niedrig und nicht signifikant
unterschiedlich.

3,0
25
2.0

1,5

1,0

0,5

Gesamtgehalt an ath. Ol (mg/g TM)

0,0

K K+P AM AM + F F

Diagr. 7: Mittelwert des Gesamtgehaltes an &therischen Ol von Basilikumpflanzen der
verschiedenen Versuchsvarianten

Zusétzlich zum Gesamtgehalt wurde der Mittelwert der Gehalte der vier Haupt-
inhaltsstoffe des atherischen Oles (Eugenol, Linalool, Methyleugenol und 1,8-Cineol)
ermittelt. Als Fehlerindikator wurde hier der Standardfehler angegeben.

Der mittlere Gehalt der vier Hauptkomponenten im atherischen Ol bewegt sich im
Bereich von 0,1 bis 0,65 mg/g TM. Die Substanz Eugenol zeigt in allen Varianten bis
auf die Fus.-Variante den hochsten Gehalt. Auffallend ist der hohe Methyleugenol-
gehalt der Fusarium-Variante. Er ist ca. 3 mal so hoch wie der Gehalt an Methyl-
eugenol in den anderen Versuchsvarianten und ist daher signifikant unterschiedlich zu
diesen. Erklaren kann man sich dies vielleicht dadurch, das Methyleugenol als
Phenylpropan eine wichtige Rolle in der Abwehr von Krankheitserregern spielt.

Auch kann man sehen, dass durch den Anstieg des Methyleugenolgehaltes in der F-
Variante ein Rickgang des Gehaltes an Eugenol zu verzeichnen ist, was jedoch
statistisch nicht abgesichert ist.
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Die mykorrhizierte Variante zeigt keine signifikanten Veranderungen in der
mengenmaBigen Zusammensetzung der vier Hauptkompdnenten des atherischen Oles
im Vergleich zur Kontroll-Variante. Was auch bedeutet, dass eine durch die
Mykorrhizierung hervorgerufene Erh6hung der Biomasseproduktion keine qualitative
und quantitative Minderung des atherischen Oles mit sich bringt.

09 g
0,8 &8
07 4
0.6}

H Eugenol

0,5 - CILinalool

0,4 B Methyleugenol
1,8-Cineol

0,3
0,2
0,1
0,0

Gehalt der Hauptkomponenten (mg/g TM)

K K+P AM AM + F F

Diagr. 8: Mittelwerte des Gehaltes der 4 Hauptkomponenten des atherischen Oles in Basilikum-
pflanzen der verschiedenen Versuchsvarianten (Fehlerindikator = Standardfehler)

8.3.3 Gehalt an Rosmarinsaure und Kaffeesaure

Der Gehalt an Rosmarinséure in den Basilikumbléattern liegt im Bereich zwischen 1 und
1,8 %. Von allen Varianten enthalt die Kontroll-Variante die meiste Rosmarinsdure von
1,68 %. Dieser Wert ist signifikant unterschiedlich zu den Gehalten der mit Fusarium
inokulierten Varianten. Diese zeigen niedrigere mittlere Rosmarinsduregehalte. Die
AM+F-Variante mit einem Gehalt von 1,18 % und die F-Variante mit 1,1 %. Die AM-
Variante zeigt einen mittleren Gehalt an Rosmarinsaure von ca. 1,57 %, gefolgt von
der P-gediingten Variante mit einem Gehalt von ca. 1,52 %. Diese Werte zeigen einen
signifikanten Unterschied zur F-Variante.
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Diagr. 9: Mittelwert des Rosmarinséduregehaltes von Basilikumpflanzen der verschiedenen
Versuchsvarianten

Die Gehalte an Kaffeesaure in den Basilikumblattern sind im aligemeinen sehr niedrig.
Die verschiedenen Varianten zeigen eng beieinander liegende Werte, die nicht
signifikant unterschiedlich zueinander sind. Die zwei Varianten, die mit Fusarium
inokuliert wurden zeigen Werte im Bereich von 0,07 %. Der Gehalt an Kaffeesdure in
den restlichen Varianten liegt bei ca. 0,05 %.

0,10
0,09
0,08
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0,06 -
0,05
0,04

Kaffeesaure (%)

K K+P AM AM +F F

Diagr. 10: Mittelwert des Kaffeesduregehaltes von Basilikumpflanzen der verschiedenen
Versuchsvarianten
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Aus den beiden Diagrammen geht hervor, dass der Gehalt an Rosmarinsaure und
Kaffeesaure in den Basilikumpflanzen durch die Mykorrhizierung nicht signifikant zur
Kontroll-Variante verandert wird. Dennoch gibt es Unterschiede im Rosmarinsaure-
gehalt bei den mit Fusarium inokulierten Varianten. So weisen diese Varianten eine
Minderung des Gehaltes an Rosmarinsaure auf. '

8.3.4 Gehalt an phenolischen Verbindungen

Die Menge der gesamten phenolischen Verbindungen in den Basilikumblattern wird in

Kaffeesaureaquivalenten (mg KS/g TM) ausgedrickt.

Den héchsten Anteil an Phenolen weist die Kontroll-Variante auf, mit einem Gehalt von

fast 70 mg KS/g TM. Dieser Wert ist signifikant unterschiedlich zu den Phenolgehalten

der K+P-, AM+F- und der F-Variante. Die AM-Variante zeigt den zweithdchsten Gehalt

von etwas mehr als 60 mg KS/g TM. Dieser Wert ist jedoch statistisch nicht

abgesichert. Der mittlere Phenolgehalt der Phosphor-Variante liegt bei 55 mg KS/g TM.
_ Die beiden Varianten mit Fusarium haben einen mittleren Phenolgehalt von etwas ber

50 mg KS/g T™M.

80
70
60
50
40
30
20
10

Gesamtphenole (mg KS/g TM)

0

K K+P AM AM + F F

Diagr. 11: Mittelwert des Gesamtphenolgehaltes von Basilikumpflanzen der verschiedenen
Versuchsvarianten

Der Gehalt an Gesamtphenolen dnden sich durch die Symbiose mit Mykorrhizapilzen
nicht signifikant zur Kontroll-Variante. Jedoch ist eine Verringerung des Gehaltes bei
den mit Fus.-inolulierten Varianten sowie bei der Phosphor-Variante zu verzeichnen.
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8.3.5 Antioxidative Aktivitat der Inhaltsstoffe

Die antioxidative Aktivitat wird in mg Trolox/g TM ausgedriickt. Die hochste anti-
oxidative Aktivitdt zeigt die Kontroll-Variante mit 112 mg Trolox/g TM. Bei den
restlichen Varianten liegt die antioxidative Aktivitat bei etwa 80 mg Trolox/g TM, nur die
mykorrhizierte Variante zeigt eine etwas héhere antioxidative Aktivitdt von ca. 90 mg
Trolox/g TM. Die Signifikanz der Versuchvarianten untereinander sieht folgender-
mafBen aus: nur die Kontroll-Variante ist signifikant unterschiedlich zur P-gediingten
Variante, der AM+F-Variante und der Fusarium-Variante.
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Diagr. 12: Mittelwert der antioxidativen Aktivitat von Basilikumpflanzen der verschiedenen
Versuchsvarianten

Die Ergebnisse der antioxidativen Aktivitdt der verschiedenen Versuchsvarianten
korrelieren mit denen des Gesamtphenolgehaltes, da die antioxidative Aktivitadt vom
Gehalt an phenolischen Verbindungen abhangig ist. Wiederum ist keine signifikante
Verdnderung der anitoxidativen Aktivitat durch die Mykorrhizierung gegeben. Die
Varianten mit Fusarium und die Phosphor-Variante zeigen eine geringere antioxidative
Aktivitdt als die Kontroll-Variante.
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8.3.6 Phosphorgehalt

Der mittlere Phosphorgehalt in % pro Gramm Trockenmaterial in den Basilikumblattern
liegt bei den drei Varianten eng beisammen, sodass diese nicht signifikant
unterschiedlich sind. Die P-gedingte Variante enthélt den meisten Phosphor pro g TM,
namlich 0,58 %. Die Kontroll-Variante und die mykorrhizierte Variante zeigen etwa den
gleichen P-Gehalt von etwas {iber 0,4 % pro g TM.

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,0

Phosphor (%/g TM)

K K+P AM

Diagr. 13: Mittelwert des Phosphorgehaltes von Basilikumpflanzen der verschiedenen
Versuchsvarianten

Berechnet man den Phosphorgehalt pro g TM auf die durchschnittlich produzierte
Biomasse jeder Variante, so ergibt sich ein anderes Bild.

Der P-Gehalt bezogen auf die Gesamtpflanze ist bei der mykorrhizierten-Variante am
héchsten und belauft sich auf ca. 0,48 %. Der P-Gehalt der Gesamtpflanze der
phosphorgediingten-Variante liegt bei 0,44 %. Die K-Variante zeigt einen auf die
Gesamtpflanze bezogenen P-Gehalt von 0,33 %. Aber diese Werte sind statistisch
nicht signifikant unterschiedlich.
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P-Gesamtpflanze (%)
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Diagr. 14: Mittelwert des Phosphorgehaltes der Gesamtpflanze von Basilikumpflanzen der
verschiedenen Versuchsvarianten

Durch die Mykorrhizierung kam es zu keinem signifikanten Anstieg des
Phosphorgehaltes in den Basilikumblattern im Vergleich zur Kontrolle. Der Phosphor-
gehalt pro g TM ist in der phosphorgediingten-Variante am‘ hdchsten. Bezieht man
jedoch den P-Gehalt auf die jeweils mittlere produzierte Biomasse der Variante, so
erhalt man den Phosphorgehalt der Gesamtpflanze und der liegt bei der mykor-
rhizierten Variante etwas héher als bei den beiden anderen Varianten.
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9 DISKUSSION

Die Etablierung der AM in Wurzeln bewirkt eine Vielzahl von physiologischen und
morphologischen Anderungen in der Wirtspflanze. Die Bedeutung vieler dieser
Veranderungen ist noch immer unklar. Als bekannteste Wirkung der Mykorrhizierung
ist die erhbhte Nahrstoffaufnahme der Wirtspflanze zu nennen (SMITH and READ,
1997), und ein biologischer Schutzeffekt der Mykorrhizierung gegen bodenbliirtige
Pathogene. Viele Daten Uber die Schutzfunktion der Mykorrhizierung gegen
bodenblirtige Pathogene sind bereits verfiigbar. Einige Studien zeigen einen klar
lokalisierten Schutzeffekt (SINGH et al. 2000; AzCON et al. 2002; XAVIER and
BOYETCHKO 2004), aber auch von einem systemischen Schutzeffekt mit verschiedenen
bodenbiirtigen Pilzpathogenen wird berichtet (CORDIER et al. 1 998; POzO et al. 2002).
In meiner Studie bestétigt sich diese biologische Schutzfunktion der Mykorrhizierung
gegen Bodenpathogene. Unter den mit Fusarium oxysporum f. sp. basilici (Fob)
infizierten Basilikumpflanzen zeigten jene, die mit AMP Glomus mosseae mykorrhiziert
wurden eine um 13 % niedrigere Sterberate. Der Grad der Wurzelverbrdunung, die
durch Fob verursacht wird, lag bei den mykorrhizierten Basilikumpflanzen wesentlich
niedriger und konnte im Vergleich zu den nicht-mykorrhizierten Basilikumpflanzen
ebenfalls um 13 % gesenkt werden. Eine leicht erh6hte Biomasseproduktion konnte
ebenfalls bei den mykorrhizierten Pflanzen im Vergleich zu den nicht-mykorrhizierten
Pflanzen unter den mit Fob infizierten Basilikumpflanzen festgestellt werden. Dies alles
deutet darauf hin, dass die Mykorrhizierung von Basilikumpfianzen eine biologische
Schutzfunktion gegen das Fusarium-Pathogen aufweist.

In Bezug auf das Pathogen Fob konnte in meiner Studie auch eine betréchtliche
Erhdhung von Methyleugenol, einer Komponente des &therischen Oles, in der
Fusarium-Variante festgestelit werden. Der Anstieg dieser Substanz, die zu den
Phenylpropanen gehért, diirfte mit der Abwehr des Fusarium-Pathogens in
Zusammenhang stehen. Die mykorrhizierte Fusarium-Variante zeigt keinen erhéhten
Mehtyleugenolgehalt, was bedeuten kann, das die Mykorrhiza den Fusarium-Befall
abfangen kann.

Mdbgliche Mechanismen dieses mykorrhizavermittelten Schutzes wurden in Kapitel 1
«Einleitung” naher erldutert. Bestimmte Faktoren beeinflussen jedoch den von der
Mykorrhizierung hervorgerufenen Schutzeffekt. Neben abiotischen Faktoren, die die
biologische Wirksamkeit der AMP beeintréchtigen, wie z.B. Temperatur, Bodenfeuchte
und Bodenphosphorgehalt, scheint der biologische Schutzeffekt gegen bodenbirtige
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Pathogene von mehreren biotischen Faktoren, wie den Wirtsgenotyp, dem AMP und
dem Mykorrhizierungsgrad abhangig zu sein (VIERHEILIG et al. 2007). Etliche Studien
wurden zu diesem Thema bereits gemacht. '

Eine allgemeine Verbesserung der Nahrstoffaufnahme und eine damit verbundene
Erhéhung der Biomasseproduktion bei mykorrhizierten Pflanzen, konnte ebentfalls in
meinem Versuch festgestellt werden. Eine Phosphorgehaltsanalyse zeigt jedoch, dass
pro g Trockenmaterial kein erhéhter P-Gehalt bei der mykorrhizierten Variante vorliegt.
Der auf die Gesamtpflanze bezogene P-Gehalt ist aber bei der AM-Variante etwas
hdher im Vergleich zur Kontrolle, jedoch nicht signifikant unterschiedlich zu dieser. Das
Wourzel- und Sprosstrockengewicht der mykorrhizierten Variante zeigt stattdessen eine
deutlich erhdhte Biomasseproduktion. Somit bestétigt sich auch diese Aussage, die
von zahlreichen Studien anhand unterschiedlichen Pflanzenmaterials bereits
untersucht wurde (u.a. KHAOSAAD et al. 2006). ‘

Die Mykorrhiza nimmt auch Einfluss auf den Metabolismus der Wirtspflanze. Die
Analysen in meiner Studie Uber die in den Basilikumblattern enthaltenen sekundaren
Pflanzenstoffe ergab folgendes:

Die Zusammensetzung des atherischen Oles in den Blattern der Basilikumpflanzen war
in allen Behandlungen gleich. Insgesamt wurden 21 Komponenten identifiziert. In jeder
Versuchsvariante gingen die Substanzen Eugenol, Linalool, Methyleugenol und 1,8-
Cineol als Hauptkomponenten des atherischen Oles hervor.

Es konnten keine mykorrhizabedingten Verdnderungen im Muster der Komponenten
festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass die Mykorrhizierung keinen Einfluss
auf die Zusammensetzung des atherischen Oles nimmt. Dies widerspricht der Aussage
einer Studie mit Ocimum basilicum, in der gezeigt wurde, dass die Kolonisation von
Wurzeln durch AMP eine Verénderung in der Zusammensetzung des atherischen Oles
bewirkt (COPETTA et al. 2006). '

Der Gesamtgehalt an &therischen Ol in den Basilikumblattern der verschiedenen
Behandlungen war ausgesprochen niedrig und zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzeinen Varianten. Das bedeutet, dass eine durch die Mykorrhiza
erhdhte Biomasseproduktion keine qualitative und quantitative Minderung des
atherischen Oles mit sich bringt. Eine Erhdhung an atherischen Ol durch die
Mykorrhizierung konnte jedoch nicht bestéatigt werden.

Diese Daten scheinen gegenséatzlich zu einer anderen Untersuchungen zu sein
(KHAOSAAD et al. 2006), in der die Konzentration an &therischen Ol dreier
verschiedener Genotypen von Oregano (Origanum sp.) in mykorrhizierten und nicht-
mykorrhizierten Pflanzen ermittelt wurde. In zwei der drei untersuchten Oreganosorten
wurde eine Erhéhung der Konzentration an &therischen Ol durch die Mykorrhizierung
festgestellt.
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Die Ergebnisse meiner Studie bezuglich der Gehalte von Rosmarin- und Kaffeesaure
in den Basilikumblattern zeigen, dass die Mykorrhizierung keine signifikante
Veranderung in der Produktion dieser Antioxidantien bewirkt. |

In einer anderen Studie, bei der die Produktion von Antioxidantien (RS und KS) anhand
von mit drei unterschiedlichen Mykorrhizaarten der Gattung Glomus mykorrhizierten
Basilikumpflanzen untersucht wurde, konnte jedoch eine Erhéhung dieser Substanzen
bei zwei Mykorrhizaarten ermittelt werden (TOUSSAINT et al. 2006).

Die Analyse des Gehaltes an phenolischen Verbindungen sowie die Bestimmung der
antioxidativen Aktivitdt der Inhaltsstoffe ergab, dass die Mykorrhizierung diese
Parameter nicht signifikant beeinflusst.

Eine mykorrhizabedingte Anderung in der Produktion sekundarer Pflanzenstoffe in
Basilikum, konnte ich in meiner Studie somit nicht bestatigen.

Der Gehalt an sekundaren Pflanzenstoffen in mykorrhizierten Basilikumpflanzen wird
aber durch die gesteigerte Biomasseproduktion indirekt erhdht. -

Der Vergleich der Ergebnisse meines Versuches mit anderen Studien gestaltet sich
sehr schwierig, da in diese zum GroBteil unterschiedliches Pflanzenmaterial und/oder
unterschiedliche AM-Pilze herangezogen wurden.

Der Chemotyp der Basilikumpflanze gibt namlich im GroBen und Ganzen die
Produktion an sekundéaren Pflanzeninhaltsstoffen in Basilikum vor. Er ist vor allem
sortenabhédngig und somit genetisch festgelegt (MAROTTI et al. 1996). Weiters kdnnen
abiotische und biotische Faktoren, wie z.B. auch die Mykorrhiza, Einfluss auf die
Produktion von Phytochemikalien nehmen (KINDL 1991). Ein méglicher positiver Effekt
der Mykorrhiza auf die Basilikumpflanze in Hinsicht auf die Produktion sekundarer
Pflanzenstoffe hangt jedoch stark vom Genotyp des Pflanzenmaterials ab. Auch die
verwendete Mykorrhizapilzgattung bzw. -art spielt eine groBe Rolle, in der Auswirkung
der Symbiose auf den Metabolismus der Wirtspflanze.

Die Phosphor-Variante wurde bei den Behandlungsvarianten mitgefiihrt, um jeweilige
Mykorrhizaeffekte auf die Symbiose AMP — Basilikum riickfiihren zu kénnen und nicht
als Effekt der erhéhten Phosphoraufnahme in mykorrhizierten Basilikumpflanzen. Ein
Phosphoreffekt ist somit bei meinem Versuch auszuschlieBen.

48



10 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen in Bezug auf Basilikum
und symbiontischer Mykorrhizapilz bearbeitet:

= Bietet die Mykorrhizierung der Basilikumpflanze Schutz vor dem Wurzelpathogen
Fusarium oxysporum f. sp. basilici ?

=  Welche Unterschiede in der Produktion sekundarer Pflanzenstoffe zwischen
mykorrhizierten und nicht-mykorrhizierten Basilikumpflanzen gibt es?

Um folgende Fragestellungen anhand der Versuchspflanze Basilikum zu untersuchen
wurde eine Versuchsreihe mit fiinf verschiedenen Behandlungsvarianten angelegt:

Variante Behandiung

K Kontrolle (keine Behandlung)

K+P Kontrolle + Phosphor (wird mit P gediingt)
AM Arbuskulare Mykorrhiza (Glomus mosseae)
AM + F Arbus. Mykorrhiza + Fusarium oxysporum
F Fusarium oxysporum

Im Pflanzenalter von 10 Wochen wurde die Ernte der Basilikumpflanzen durchgefiihrt.

Bei der Ernte wurden folgende Daten erhoben:
Sterblichkeitsrate
Frischgewicht von Spross und Wurzel
Trockengewicht von Spross und Wurzel
Mykorrhizierungsgrad
Wourzelverbraunungsgrad

Aus dem Pflanzentrockenmaterial wurden die folgenden analytischen Analysen
durchgefiihrt:

Messung atherischer Ole mittels GC

Messung von Rosmarinsaure (RS) u. Kaffeesaure (KS) mittels HPLC

Messung des Gesamtphenolgehaltes ,Total Phenolics” mittels spektroskopischer
Methode nach Folin-Denis

Messung der antioxidativen Aktivitat mittels DPPH-Test
Phosphorgehaltsmessung mittels Ammonium-Vanadat-Molybdat Methode nach
Gericke und Kurmies
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Laut den Versuchsergebnissen komme ich zu folgenden Schlussfolgerungen:

Zunachst méchte ich auf die Ergebnisse in Bezug auf die Beurteilung der Auswirkung
der Mykorrhizierung auf die Pathogenitat von Fob eingehen.

Die Symbiose zwischen der Basilikumpflanze und dem AMP Glomus mosseae bewirkt
ein verstarktes Wachstum der Pflanze. Die'Biomasseproduktion der mykorrhizierten
Pflanzen ist deutlich erhoht.

Die geringere Sterblichkeitsrate und die verminderte Wurzelverbraunung der mykor-
“rhizierten Fus.-Variante lasst auf eine positive Wirkung der Mykorrhizierung gegen das
Fus.-Pathogen schlieBen. '

Zusammenfassend zeigen meine Untersuchungen, dass die Mykorrhizierung der
Basilikumpflanze einen gewissen Schutz vor dem Pathogen Fob bietet.

Nun zu den Ergebnissen der Analytik und somit zur Aussage beziglich der Auswirkung
der Mykorrhizierung auf die Produktion sekundéarer Pflanzenstoffe.

Laut den Analysen der Inhaltsstoffe der Basilikumblatter der verschiedenen
Versuchsvarianten gibt es keinen eindeutigen Hinweis auf eine vermehrte Produktion
sekundérer Pflanzenstoffe bei mykorrhizierten Basilikumpflanzen.

Das &therische Ol mykorrhizierter und nicht-mykorrhizierter Pflanzen zeigt keine
signifikanten Unterschiede in der mengenméBigen Zusammensetzung der vier
Hauptkomponenten. Eine Beeintréchtiguhg der Quantitat und Qualitat des atherischen
Oles bei mykorrhizierten Basilikumpflanzen ist durch die mykorrhizabedingte Erhéhung
der Biomasseproduktion somit nicht gegeben. Der Gehalt an &therischen Ol in
Basilikumpflanzen kann daher indirekt Uber die erhéhte Biomasseproduktion
mykorrhizierter Pflanzen gesteigert werden.

Der Gehalt an Rosmarinsdure und Kaffeesdure in mykorrhizierten Pflanzenmaterial
zeigt keinen signifikanten Unterschied zum Gehalt von nicht-mykorrhizierten Pflanzen
bezlglich dieser Inhaltsstoffe.

Ebenso die Produktion an Phenolen, diese ist bei mykorrhizierten Pflanzen im
Vergleich zu den Kontroll-Pflanzen nicht signifikant verandert. Wie auch die
antioxidative Aktivitat, die mit dem Gesamtphenolgehalt in Zusammenhang steht.
Sowohl beim Gesamtphenolgehalt als auch bei der antioxidativen Aktivitat, geht der
Wert der Kontroll-Variante als hdchster hervor.
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Meine Studie ergab somit, dass eine Mykorrhizierung der Basilikumpflanzen keine
eindeutigen Unterschiede in der Produktion sekundarer Pflanzenstoffe gegeniiber
nicht-mykorrhizierlen Basilikumpflanzen zeigt. Lediglich durch die von der Mykorrhiza
hervorgerufene gesteigerte Biomasseproduktion kann indirekt der Gehalt an
sekundéren Pflanzenstoffen in der Gesamtpflanze erhéht werden.

Aufgrund der Ergebnisse meines Versuches bin ich der Meinung, dass der Einsatz von
Mykorrhizapilzen im Pflanzenbau in Zukunft von sehr groBBer Bedeutung sein wird.
Vorteile einer pflanzenbaulichen Nutzung von Mykorrhizasymbiosen werden auf
6kologischer und 6konomischer Ebene gesehen. So kommt besonderes Interesse der
Verminderung von Abfall und Emissionen zu.

Durch eine bessere Nahrstoffversorgung der Pflanzen und eine Erhdéhung der
Pflanzenvitalitat aufgrund der Mykorrhizierung kénnte man mit reduzierten Mengen an
" Mineraldinger und Pflanzenschutzmitteln in der Pflanzenproduktion auskommen.
Einsparungen kénnten auch bei der energieaufwendigen Methode des Unterglas-
anbaus durch die Reduzierung von Standzeiten von Pflanzen unter Glas durch eine
erhéhte Biomasseproduktion mykorrhizierter Pflanzen gemacht werden.

Ebenso kann durch die erhéhte Biomasseproduktion bei mykorrhizierten Arznei-
pflanzen ohne Qualitdtsminderung eine hdéhere Ausbeute an sekundaren Pflanzen-
stoffen zur Erzeugung von Phytopharmaka erzielt werden.

Die Mykorrhizierung kdnnte auch im Bereich der in vitro Vermehrung von Pflanzen bei
der Akklimatisierung der in vitro Kultur, die ebenfalls unter sehr energieaufwendigen
MaBnahmen stattfindet, zur Verringerung der Verluste an Pflanzenmaterial, sowie zur
Einsparung von Energie beitragen. Somit kénnten einige Pflanzenarten mit groBer
wirtschaftlicher Bedeutung auch kommerziell in vitro verrhehrbar sein, die bisher
aufgrund 6kologischer und 6konomischer Griinden nicht kommerziell in vitro vermehrt
wurden. Arbuskulare Mykorrhizapilze kénnten daher auch im LabormaBstab bei einer
Reihe von in vitro vermehrten Pflanzen zur Verbesserung dieser Situation beitragen.

Eine derart umweltschonende Pflanzenanzucht ist zur Zeit im konventionellen
Gartenbau nicht gegeben. Das zunehmende Umweltbewusstsein der Verbraucher
unterstreicht aber den steigenden Bedarf an umweltgerecht produzierter Verbrauchs-
guter.

Die zukunftige Einbindung der Mykorrhizatechnologie in die Pflanzenproduktion
erfordert noch einige Forschungsarbeiten. Sie stellen den ersten Schritt bei der
Prifung der Umsetzbarkeit der innovativen Technologie in.der Praxis dar und sind die
Basis fir ihre spéatere Einfihrung in groBem MaBstab.
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