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ABSTRACT

The symbiosis of roots with arbuscular mycorrhiza (AM) influences the physiology
and the morphology of the host plant. The present study investigates the effects of
different AM fungi in symbiosis with sage plants as well the effect of different
phosphorous concentrations on the qualitative and quantitative changes of the
secondary metabolites.

The experimental setup included seven different treatments with Glomus mosseae,
Glomus intraradices, Gigaspora rosea, a commercially available mycorrhizal mixture
“Symbivit” and two phosphorous treatments. A treatment without inoculum and
without phosphorous fertilization was taken as control.

Analysis of the dry matter suggested possible quantitative and/or qualitative changes
of the secondary metabolites of sage plants. The essential oil content did not
increase significantly neither in the treatments with AM fungi nor in the phosphorous
treatments. In addition, no significant differences could be observed in the total
phenol content, the total flavonoid and caffeic acid content of the leaves. The
concentration of rosmarinic acid was significantly higher in plants fertilized with high
concentrations of phosphorous compared to the control plants. Analyses of the roots
did not show any significant differences of the total antioxidative activity. The
concentration of phosphorous in the leaves was significantly higher in plants in
symbiosis with Glomus mosseae and the Symbivit mixture than in the control plants.
In conclusion, sage plants did not show any increase in secondary metabolites
through mycorrhization but mycorrhizal symbiosis led to a significant increase of the

phosphorous concentration in the leaves.



KURZZUSAMMENFASSUNG

Eine Symbiose der Wurzeln von Salbeipflanzen und Arbuskuldren Mykorrhizapilzen
(AM) kann morphologische und physiologische Veranderungen der Wirtspflanze
bewirken. In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von verschiedenen
AM-Pilzen sowie der Einfluss zweier verschiedener Phosphorkonzentrationen in der
Nahrlosung auf die qualitative und quantitative Verdnderung der sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffe getestet.

Die Versuchsanlage bestand aus sieben unterschiedlichen Behandlungen wobei die
Einzelpilze Glomus mosseae, Glomus intraradices, Gigaspora rosea sowie eine
kommerzielle Pilzmischung ,Symbivit* als Inokulum dienten. Weiters wurden zwei
verschiedene Phosphordiungestufen ohne Mykorrhizierung angewandt. Die
Behandlung ohne Inokulation mit AM-Pilzen und ohne Phosphordiingung galt als
Kontrollvariante.

Die Analyse des Pflanzentrockenmateriales gab Aufschluss Uber eine mogliche
gualitative und/oder quantitative Veranderung der sekundéren Pflanzenstoffe. Weder
durch Mykorrhizierung noch durch eine erhdhte P-Dingung konnte der Gehalt an
atherischem Ol signifikant erhoht werden. Weiters konnten auch keine signifikanten
Erhohungen der sekundaren Pflanzenstoffe durch die unterschiedlichen
Behandlungen gemessen werden.

Nach Inokulation mit der Pilzmischung Symbivit sowie dem AM-Pilz Glomus
mosseae konnte jedoch ein signifikant erhéhter Gehalt an Gesamtphosphor in den

Blattern nachgewiesen werden.
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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 MYKORRHIZA

Mykorrhiza (gr. pukng (mykes) = Pilz und pifa (rhiza) = Wurzel) ist eine Symbiose
zwischen Bodenpilzen der Phylum Glomeromycota und Pflanzenwurzeln, wobei der
Pilz das Wurzelsystem der Pflanze besiedelt. Diese Symbiose ist von grol3er
Bedeutung fur das Pflanzenreich, da ungefahr 80% aller Pflanzenarten diese
Symbiose eingehen konnen. Mykorrhizapilze kolonisieren die Wurzeln und
vergrolRern dadurch die Kontaktoberflache zwischen Boden und Wurzeln/Pilz. Somit
sind sie in der Lage, einen hoheren Anteil an Wasser und Nahrstoffen aus dem
Boden zu I6sen und fur die Pflanze verfigbar zu machen. Bei dieser Symbiose stellt
der Pilz der Pflanzenwurzel Wasser und Nahrstoffe zur Verfigung, dafur stellt die
Pflanze dem Pilz wiederum Kohlenhydrate aus der Assimilation fir das Wachstum
zur Verfugung (BACKHAUS und FELDMANN, 1997). Vor allem in nahrstoffarmen
und feuchtigkeitsarmen Bdden ist diese Form der Symbiose von grof3em Vorteil fur
die Pflanze und spielt somit auch fiir das Uberleben der Pflanze eine groRRe Rolle
(BACKHAUS und FELDMANN, 1997). Weiters ist eine Minderung von
Schwermetallen aus verseuchten Boden durch Mykorrhizierung bewiesen
(HASELWANDTER et. al., 1994).

Mykorrhizapilze férdern die Pflanzentwicklung und die Widerstandsfahigkeit
gegenuber biotischen und abiotischen Stressfaktoren. Das aul3ere Myzel der
Mykorrhiza spielt eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von Nahrstoffen durch die
Pflanze. Der Pilz hat die Fahigkeit, organischen Phosphor, der fur die Pflanze nicht
pflanzverfigbar ist, zu mobilisieren (SMITH and READ, 1997). Durch den komplexen
Signalaustausch, der bei der Etablierung der Symbiose zwischen Pilz und
Pflanzenwurzel entsteht, verandert sich der gesamte Metabolismus der kolonisierten
Pflanze (ATKINSON, 1994). Dadurch kommt es zu einer Veranderung von einigen
Wirkstoffgruppen wie zum Beispiel der Gehalt an Flavonoiden oder der Anteil an
phenolischen Verbindungen.

Feldmann (1998) beschreibt die grundlegenden Vorteile einer Kolonisierung mit
Mykorrhizapilzen beruhend einerseits auf einer verstarkten Wasseraufnahme und

andererseits auf eine erhohte Nahrstoffaufnahme in die Pflanze im Besonderen von
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gebundenen Phosphat aus dem Boden, weiters Stickstoff und Mikroelemente. Als
Folge lasst sich ein erhdohtes Biomassewachstum und damit folglich auch ein
erhohter 6konomischer Wert durch héheren Ertrag bei der Ernte der Pflanzen von
mykorrhizierten Pflanzen gegenuber nicht mykorrhizierten schlussfolgern (SYLVIA,
1999).

Einige Beobachtungen anhand wissenschaftlicher Untersuchungen hat Feldmann
(1998) gesammelt, bei denen durch mykorrhizierte Pflanzen im Vergleich zu nicht
mykorrhizierten  erhdohte  Trockengewichte, erhdhte  Ernteertrage  sowie
Verbesserungen in der Nahrstoffaufnahme gemessen wurden.

Ebenso konnten erhdhte Toleranzen gegenlber biotischen sowie abiotischen
Stressfaktoren beobachtet werden (HASELWANDTER et. al., 1994).

Man unterscheidet nach Art der Ausbildung der Symbiose zwischen dem
Wurzelsystem der hdheren Pflanzen und der Mykorrhiza finf unterschiedliche

Mykorrhiza-Typen:

e Ektomykorrhiza

e Ektendomykorrhiza

e Arbuskulare Mykorrhiza
e Ericaceenmykorrhiza

e Orchideenmykorrhiza

1.1.2 Ektomykorrhiza

Ektomykorrhiza stellt vor allem in Waldern die hauftigste Art der Wurzelsymbiose dar.
Das Myzel bildet an der Wurzeloberflache ein dichtes Hyphennetz. Die ausgebildeten
Pilzhyphen wachsen in die Wurzelrinde hinein, jedoch dringen sie nicht in die
Wurzelzellen ein sondern bilden in den ExtrazellularrAumen ein Netzwerk
(Hartigsches Netz) welches den Nahrstoffaustausch zwischen Pilz und Pflanze zu

erleichtern.
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Fur eine gute Wasser- und Nahrstoffaufnahme reichen die Hyphen des Pilzes tief in
die Bodenschichten hinein. Diese Mykorrhiza-Art schitzt die Baumwurzel aul3erdem
vor Infektionen bzw. anderen Bakterien oder Pilzen.

Typischerweise findet man diese Form der Mykorrhiza meist an Baumen aus den
Familien der Buchen-, Kiefern-, Weiden- und Rosengewéchsen.

Ektomykorrhiza besiedelt im Gegensatz zur ,Arbuskularen Mykorrhiza“ nur die

Wurzelspitzen, wahrend die AM das gesamte Wurzelsystem besiedelt.

1.1.3 Ektendomykorrhiza

Diese Form der Mykorrhiza bildet eine Ubergangsform zwischen der Form der
Ektomykorrhiza und der Endomykorrhiza. Es treten sowohl Merkmale der
Ektomykorhiza wie auch intrazellulare Einwichse auf, die fir die Endomykorrhizia

charakteristisch sind.

1.1.4 Ericaceen-Mykorrhiza

Pflanzen die eine Symbiose mit ericoider Mykorrhiza eingehen, stammen aus der
Ordnung Ericales, genauer sind diese Pflanzen der Familie der Ericaceaen,
Empetraceen und der Eparidaceaen zugeordnet. Pflanzen mit dieser Art von
Symbiose besiedeln insbesondere nahrstoff- bzw. stickstoffarme Béden. Die Pilze

selbst kdnnen stark gebundene Nahrstoffe im Boden freisetzen.

1.1.5 Orchideen-Mykorrhiza

Orchideen haben nur winzige Samen und haben daher fiir die Keimung und
Entwicklung nur sehr wenige Reservestoffe. Nur durch eine Symbiose mit dem
Mykorrhiza Pilz, die das Nahrsubstrat stellen, kann sich die Pflanze tUberhaupt
weiterentwickeln. Diese Beziehung ist zumindest in der ersten Lebensphase rein
parasitisch. Der Pilz penetriert zuerst das Gewebe des Keimes, von wo aus er sich
dann in die entstehenden Wurzeln ausbreitet (SMITH and READ, 1997).
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1.1.6 Endomykorrhiza

Bei dieser Art der Mykorrhiza wéachst ein Teil der Hyphen des Pilzes in die Zellen der
Wurzelrinde der Pflanzen ein. Hier fehlt weitgehend das Hyphennetz, das die Wurzel
zum Beispiel bei der Ektomykorrhiza umgibt.

Die Pilze bilden innerhalb der Zelle eine Art Haustorium aus. So werden Nahrstoffe

und Wasser gegen Kohlenhydrate ausgetauscht.

1.1.7 Arbuskulare Mykorrhiza (AM)

Arbuskulare Mykorrhizapilze zahlen zur Endomykorrhiza. Sie verfligen Uber ein
extrem weites Wirtsspektrum wobei Uber 80% aller Pflanzenarten eine solche
Symbiose mit Pilzen eingehen. Die arbuskuldren Mykorrhizapilze stellen die &lteste
und weitest verbreitete Art der Mykorrhizapilze dar (SMITH and READ, 1997).

Eine Fahigkeit der arbuskularen Mykorrhiza ist die Ausbildung von stark verzweigten,
baumchenartigen Arbuskeln innerhalb der Wurzelzellen. Diese dienen der
OberflachenvergréRerung und sind somit die Schnittstelle zum Austausch der

Nahrstoffe zwischen Pilz und Wirtspflanze.

Abb. 1: Arbuskeln in der Wurzelzelle, Anfangsstadium (Bar=10um)

Quelle: BRUNDRETT, http://mycorrhizas.info/vam.html

Einige Arbuskulare Mykorrhizapilze konnen Vesikeln ausbilden. Vesikeln sind
dunnwandige Strukturen die mit Lipiden gefullt sind und die zumeist im interzellularen
Raum produziert werden. Fir die Uberdauerung des Pilzes sind Sporen

verantwortlich.
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Abb. 2: Vesikeln in der Wurzel (ca. 50um lang)

Quelle: BRUNDRETT, http://mycorrhizas.info/vam.html

Im Boden konnen weiters Auxillarzellen, sog. ,Helferzellen® gebildet werden, die
gebiundelt oder knotchenartig vorliegen kdnnen. Die Funktion dieser Zellen ist noch
nicht bekannt. AuRerhalb der Wurzel wird ein lockeres Hyphennetz (= Myzel)
gebildet. Sporen werden in der Wurzel gebildet.

Die asexuellen Sporen die durch Differenzierung der vegetativen Hyphe entstanden
sind, variieren in Form und Farbe. Durch diese Uberdauerungsorgane kann der Pilz
auch Extremsituationen wie z.B. Trockenheit tGiberstehen.

Abb. 3: Hyphen (Pfeil) mit Sporen (S) von Glomus mosseae (Bar = 100um)

Quelle: BRUNDRETT, http://mycorrhizas.info/vam.html
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1.2 Aufbau der Symbiose

Fur die Etablierung der Symbiose zwischen dem Pilz sowie der Pflanzenwurzel sind
eine geeignete Wirtspflanze sowie eine ausreichende Menge an Pilzinokulum

notwendig.

Der Entstehungszyklus wird in drei Abschnitte unterteilt:

1. Prainfektionsphase
2. Infektionsphase
3. Postinfektionsphase

In der Prainfektionsphase keimt die Pilzspore im Boden, worauf ungerichtetes
Wachstum der Pilzhyphen folgt. In dieser Phase erfolgt ebenso das

Aufeinandertreffen der Pilzhyphen mit der Wirtswurzelzelle.

nnpressnrlum.::—:']- Epidermis
at entry point '
| | I erpﬂdermls
Intercellular

l‘.'::-rhex hypha in air
channel

Intracellular
hyphae

Arbuscules

Abb. 4: Schematische Darstellung des AMP vom Eindringen in die Epidermis bis zur Bildung
der Vesikeln und Arbuskeln

Quelle: BRUNDRETT, http://mycorrhizas.info/vam.html
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In der Infektionsphase bildet der Pilz ein Appressorium an der Rhizodermis der
Wirtspflanze. Die ausgebildeten Penetrationshyphen durchsto3en anschlieRend die
Wurzelepidermis. Gleichzeitig mit diesem Ereignis wird die dritte Phase, die
Postinfektionsphase eingeleitet.

Die Pilzhyphe breitet sich nun interzellular in beide Richtungen aus. Wahrend dieses
Entwicklungszykluses kommt es nur zu einer Einstllpung der Wirtszellmembranen in
die Rindenparenchymzellen des Wirtes. Das Plasmalemma wird also nie penetriert
(WULFF, 1997).

Arbuskulare Mykorrhizapilze besitzen keine ausgepragte Wirtsspezifitat, eine
Ausnahme bilden jedoch Vertreter der Kreuzbluter (Cruciferen) oder
Ganseful3gewachse (Chenopodiaceen), die, man kann sagen nie, eine Symbiose mit
Mykorrhizapilzen eingehen.

1.3 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe

Sekundare Pflanzenstoffe, auch Sekundarmetaboliten genannt, werden, wie der
Name bereits hinweist, im sekundaren Stoffwechsel aufgebaut. Diese chemischen
Verbindungen werden im Stoffwechsel gebildet, jedoch flr den priméren
Stoffwechsel nicht bendtigt. Im primaren Stoffwechsel, auch Grundstoffwechsel
genannt, werden von allen Pflanzen jene Stoffe gebildet, die fiir die Pflanzenzelle
essentiell sind und fur den Aufbau der Gerist- und Reservestoffe verantwortlich sind.
Zu den bekanntesten Primarmetaboliten zéahlen zum Beispiel Kohlehydrate, Proteine,
Fette und Ballaststoffe.

Sekundarpflanzenstoffe werden abhangig von der Pflanzenspezies meist in speziell
ausdifferenzierten Zellen, jedoch nicht bei allen Pflanzen, gebildet. Sie sind fur die
Pflanze als einzelne nicht essentiell, kdnnen fir den Organismus als Ganzes jedoch
natzlich sein. Sekundare Pflanzenstoffe konnen auch physiologische Funktionen
erfullen, zum Beispiel Wachs als Transpirationsschutz, das Anlocken von Bestaubern
durch Farbpigmente (Anthocyane, Carotinoide oder Flavonoide) oder als Geruchs-
beziehungsweise Geschmackstoffe (Mono- und Sesquiterpene) (RICHTER, 1996).
Einige sekundare Pflanzeninhaltsstoffe wirken antioxidativ durch ihre -OH Gruppe am
der Ringstruktur. Das H-Atom wird geladen und kann so freie Radikale binden. Freie
Radikale bezeichnen Atome oder Molekule, die aufgrund ihrer instabilen Struktur
hochreaktiv sind und mit anderen Verbindungen reagieren. Die Antioxidantien die in

7
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Gewdurzpflanzen enthalten sind, wirken auch spéater in den aus ihnen hergestellten
Extrakten. Durch Einsatz von Extrakten, kann die Konzentration der Antioxidans
erhoht werden (GERHARDT et al., 2005).

1.4 Salbei (Salvia officinalis)

Salbei (Salvia officinalis) gehort wie Thymian, Majoran, Rosmarin und Oregano der
Familie der Lippenbliiter (Lamiaceae) an. Salvia officinalis ist innerhalb der Familie
sehr formenreich. Die verschiedenen Salbeiarten sind nicht nur in der Wuchsform
unterschiedlich, sondern auch in der Zusammensetzung der Inhaltsstoffe (DACHLER
und PELZMANN, 1999). Der bis zu 80 cm grofRe Halbstrauch ist eine immergrine
Heil- und Gewdulrzpflanze, die aus dem Mittelmeerraum stammt. An den aufrecht
verzweigten Stangeln wachsen gegensténdig langgestielte, eiférmige Blatter, die
zwischen drei und zehn Zentimeter lang sind. In der frihen Wachstumsphase sind
die Blatter oft dicht silbrig behaart. Ein weiteres Charakteristikum der Blatter stellt die
netzartige Nervatur dar, die an der Oberflache eingesenkt ist und an der
Blattunterseite hervortritt.

Die meist violetten Bluten sind in sechs bis acht Scheinquirlen (Blitenkrone)
ubereinander stehend angeordnet. Die Blitezeit beginnt im Juni und endet im
Oktober (TEUSCHER, 2003). Die Bestdubung erfolgt durch meist grol3ere
Hautfligler wie Bienen oder Hummeln. Salbei bevorzugt steinige, trockene und
kalkhaltige Béden mit viel Sonneneinstrahlung und trockenen Wintern.

Im Handel werden hauptséachlich getrocknete, ganze oder gemahlene Salbeiblatter
verwendet. Ebenso das atherische Salbeiél. Schon lange wird Salbei als Gewiirz-
bzw. Heilpflanze verwendet.

.Salvus® stammt aus dem Lateinischen und bedeutet soviel wie ,retten, heilen®.

Der Echte Salbei wird in der Kiche gerne zum Wirzen von Fleisch, fur die
Zubereitung von Fisch, Kase, Suppen sowie Tomatengerichte verwendet. Weiters
wird S. officinalis als Gewlrzmischung verwendet oder als Tee getrunken.

Der Geschmack von Salbei ist wiirzig bitter aber auch leicht brennend. Aufgrund des
Thujongehaltes ist uneingeschrankter Einsatz nicht mdglich (DACHLER und
PELZMANN, 1999).



1. Einleitung

Abb. 5: Echter Salbei (Salvia officinalis)

Quelle: http://pharml.pharmazie.uni-greifswald.de/allgemei/koehler/koeh-eng.htm

1.4.1 Inhaltsstoffe von Salbei (Salvia officinalis)

Das atherische Ol besteht hauptsachlich aus Mono- und Sesquiterpenen.
Monoterpen-Keton-Verbindungen wie z.B. a- und (- Thujon, sind bis zu 60 %
vorhanden.

Im Detail sind die Hauptkomponenten (mengenmalfiig gereiht) wie folgt

Camphene Bornyl Acetate
Limonene und 1,8-Cineole a- Humulene
a- Thujon Viridiflorol

B- Thujon Manool
Camphor

Borneol



1. Einleitung

Salvia officinalis enthalt bis zu 2,5 % &therisches Ol. Das wiirzig-bittere Aroma beruht

auf diesen Hauptkomponenten

Terpene

Terpene sind Molekile, die aus dem Grundgerust Isopren bestehen. Diese kénnen
linear, cyklisch oder beides gleichzeitig sein. Sie kdnnen C-Doppelbindungen,
Hydroxygruppen oder andere funktionale Gruppen aufweisen. Sind die Terpene
durch Oxidation oder Neuanordnung der Kohlenstoffstruktur veradndert worden,

werden sie Terpenoide genannt.

Klassifizierung der Terpene

Bezeichnung Terpglr:éi(jn(erlreiten Kohlenstoffatome
Emiterpen n=1 Cs
Monoterpen n=2 Cio
Sesquiterpen n=3 Cis
Diterpen n=4 Coo
Sesterterpene n=5 Cas
Triterpene n=6 Cso
Tetraterpene n=8 Css
Polyterpene n>8 Cao
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1. Einleitung

Strukturformeln einiger Terpene:

Monoterpene:

CH3
CH3 CH2

Limonene 1,8-Cineol

CH,
/
gj 9%

Thujon Champhene

@)
74 OH

Champhor Borneol
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1. Einleitung

Sesquiterpene

CH,
— OH\ .
7
Vs COOH
H,C H H O/
H
CH, °
Caryophyllene Abscisinsaure

Phenole und Polyphenole

Phenole sind Verbindungen, die aus einem aromatischen Ring und mindestens einer

daran gebundenen Hydroxylgruppe besteht.

Polyphenole sind Verbindungen, die direkt am aromatischen Ring zwei oder mehr
Hydroxylgruppen gebunden haben. Polyphenole stellen eine groRe Gruppe der
sekundaren Pflanzenstoffe dar und kommen in fast allen Pflanzen vor. Zu dieser
Gruppe zahlen Flavonoide, die als Antioxidantien wirken. Beispiele fur Polyphenole

sind Rosmarinsdure und Kaffeesaure.

OH

0 O\\ OH

HO OH

OH
Rosmarinsaure Kaffeesaure

Vor allem Kaffeesaure und Rosmarinsaure sind in ihrer Antioxidativen Aktivitdt um

einiges hoher als die der Flavonoide.

12



1. Einleitung

Flavonoide

Flavonoide, die zu den Polyphenolen gehdren, werden im sekundéaren Stoffwechsel
von den meisten héheren Pflanzen gebildet. Sie bestehen aus drei Kohlenstoffringen
mit zwei aromatischen und einem heterozyklichen Ring. Durch strukturelle
Unterschiede konnen die Flavonoide in sechs Gruppen eingeteilt werden (WATZL
und RECHKEMMER, 2001):

Flavonole, Flavanole, Flavanone, Flavone, Anthocyane und Isoflavonoide.

In den Pflanzen haben Flavonoide unter anderem die Funktion des Anlockens von

Insekten und der Schutz vor Infektionen.

Flavonoide haben antioxidative Wirkungen im menschlichen Organismus, sie
konnen das Wachstum von Bakterien und Viren hemmen und die Zellen vor freien
Radikalen schitzen. Ihre pharmakologische Wirkung ist vielfaltig und reicht von
krampflosend Uber entzindungshemmend oder abfuhrend. (DACHLER und
PELZMANN, 1999).

In der Pharmazie sind vor allem die atherischen Ole, Flavonoide und Bitterstoffe
sowie Labiatengerbstoffe wichtig. Im medizinischen Bereich wird Salbei in Form von
Tee, alkoholischen Auszigen sowie Extrakten aber auch in Form von reinem

atherischem Ol angewandt.
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2. FRAGESTELLUNG

2. FRAGESTELLUNG

In einigen vorangegangenen Studien ist es durch Mykorrhizierung in Pflanzen, die
der Familie der Laminaceaen angehdren, zu einer signifikanten Erhéhung von
bioaktiven Wirkstoffen gekommen. Bisherige Studien zeigten unter anderen auch
eine Erhohung der Gesamttrockenmasse sowie Verdnderungen der sekundéaren

Pflanzenstoffe.

Die Fragestellung der folgenden Arbeit lautet:

e Verandert die Wurzelkolonisierung durch symbiontische Mykorrhizapilze
in Salbei (Salvia officinalis) die Gehalte an sekundaren Pflanzenstoffen

und ihre Bioaktivitat?

Im Speziellen sollen Veranderungen durch unterschiedliche symbiontische
Mykorrhizapilze auf die Antioxidative Aktivitat, dem Gehalt an Gesamtflavonoiden,
dem Gehalt an phenolischen Verbindungen untersucht werden.

Weiters soll der Einfluss von zwei unterschiedlichen Phosphordiingestufen auf den
Biomasseertrag sowie auf bioaktiver Wirkstoffe bei Salbei (Salvia officinalis)

beobachtet werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchsplanung

Setzen der Stecklinge: 19. Janner 2007

Datum der Inokulation: 28. Marz 2007

Ernte der Pflanzen: 1. August 2007

Bei diesem Versuch wurden Salbeistecklinge verwendet. Bei Stecklingen handelt es
sich um vegetative Vermehrung, was bedeutet, dass das Erbgut unverandert bleibt
und es so zu keiner genetischen Diversitat zwischen den Pflanzen kommt.

Folgende Daten wurden bei der Ernte erhoben:

e Bestimmung von Frischgewicht von Spross und Wurzeln

e Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades

An dem Trockenmaterial wurden folgende chemische Analysen durchgefihrt:

e Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes mittels spektroskopischer Methode
nach Folin-Ciocalteu

e Messung der antioxidativen Aktivitat mittels DPPH-Methode

e Analyse der atherischen Olkomponenten durch qualitative und
guantifizierende Messmethoden

e Quantifizierung von Rosmarinséure und Kaffeesédure mittels HPLC Methode

e Bestimmung der Gesamtflavonoide

e Bestimmung des Phosphorgehaltes mittels Ammonium-Vanadat-Molybdat
Methode nach Gericke und Kurmies (1952)

15



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1.1 Substrat

Fur die Ansaat wurde ein selbst gemischtes Substrat verwendet. Es bestand zu

gleichen Teilen aus:

e feinem Blahton — Leca
e Quarzsand

e (gesiebter Erde

Damit das Substrat keimfrei von Unkrautsamen oder Krankheitserregern ist, wurde

die selbst hergestellte Mischung in Sacke abgefullt und autoklaviert.

3.1.2 Pflanzung

Grundsatzlich wurden die Salbeipflanzen in Perlit gezogen. Danach erfolgte die
Vermehrung vegetativ Uber Stecklinge, sodass es keine genetische Diversitat unter

den Pflanzen gab. Die Bewurzelung der Stecklinge fand in steriler Aussaaterde statt.

Zuerst wurden die Topfe mit dem autoklavierten Substrat befullt. Jeder Topf sollte bis
auf zwei Fingerbreit befillt werden. Die Unterschalen der Topfe wurden mit Wasser
geflllt, sodass sich das Substrat von unten her voll saugen kann. Dies hat den

Vorteil, dass die Pflanzlocher spater besser bestehen bleiben.

Nun wurden Locher in das feuchte Substrat gestochen und mit dem jeweiligen Pilz

inokuliert.

Das Inokulum besteht aus Tragermaterial aus getrockneten mykorrhizierten Wurzeln
sowie aus Hyphen und Sporen.
Die bewurzelten Grinstecklinge wurden danach in die inokulierte Erde gesetzt. In

jeden Topf wurden drei Salbeipflanzen gesetzt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Die Hauptversuchsanlage bestand aus:

Pflanzen mit Mykorrhiza Pilz

Pflanzen ohne Mykorrhiza Pilz; ohne Phosphordingung
Pflanzen ohne Mykorrhiza Pilz; mit halbe Phosphor Versorgung

Pflanzen ohne Mykorrhiza Pilz; mit voller Phosphor Versorgung

Insgesamt bestand der Versuch aus 7 Varianten:

Tab. 1: Versuchsanlage

Variante Wiederholungen
Kontrolle mind. 3
Symbivit mind. 3
G. mosseae mind. 3
G. intraradices mind. 3
G. roseae mind. 3
Phosphor voll mind. 3
Phosphor halb mind. 3

Die kommerziell erhaltliche Pilzmischung ,Symbivit* ("Symbivit", SYMbio-M; Czech
Republic) wurde aus wirtschaftlichen Griinden verwendet. Sie ist leicht erhaltlich und
weit kostenginstiger als Einzelpilze. Dieses Inokulum besteht aus Glomus
intraradices BEG 98, G. mosseae BEG99, G. claroideum BEG93, G. microagregatum
BEG56, G. caledonium BEG97 and G. etunicatum BEG92.

Die Verwendung der Einzelpilze der Gattung Glomus sowie Gigaspora ist in der

Mykorrhizaforschung weit verbreitet und wird daher auch fir diese Arbeit angewandt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Die Nahrlésung fur die unterschiedlichen Phosphordiingungsstufen bestand aus

folgenden Konzentrationen:

Verwendete Chemikalien fur 100 Liter Nahrldsung:

Ca(NO3),  Calziumnitrat 47,23 g

K>SO,y Kaliumsulfat 26,14 g

KH,PO4 Kalium-di-hydrogenphosphat 13,6 g

MgSOq4 Magnesiumsulfat 36,94 g

NH4NO3 Ammoniumsulfat 0,80 g

A FesHs0O7x3H,0 Fetrilon 59

B Na;Bo,O7x4H20  Natriumtetraborat 0,13 g
MnSO4x4H,0 Mangansulfat 0,15¢
ZNSO4X7H,0 Zinksulfat 0,06 g
CuSOy4x5H,0 Kupfersulfat 0,045 g

D (Alx(S0O4)3) Aluminiumsulfat 0,00028 g
NiSO4x7H,0 Nickelsulfat 0,00028 g
(Co(NO3)2x6H,0) Kobaltnitrat 0,00028 g
TiO, Titandioxid 0,00028 g
LiCl, Lithiumchlorid 0,00014 g
SnCl; Zinnchlorid 0,00014 g
KJ Kaliumjodid 0,00014 g
KBr Kaliumbromid 0,00014 g

E MoO3 Molybdanoxid 0,01¢g

Oben angefuhrte Konzentrationen galten fir die volle Phosphordiingung. Fur die
halbe Phosphorvariante betrug die Konzentration von KH;PO, (Kalium-di-
hydrogenphosphat) fir 100 Liter Nahrlésung 1,36 g.

Bei den Varianten ohne Phosphorgabe wurden alle Elemente aul3er KH;POg4

hinzugegeben.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1.3 Pflanzenernte

Die Pflanzen wurden vorsichtig aus dem Topf gezogen und unter flielBendem Wasser
vom Substrat befreit.

Anschliel3end wurde das Frischgewicht des Sprosses und der Wurzel bestimmt.

Die Wurzel wurde nun vom Spross getrennt und das Frischgewicht der Wurzel
bestimmt.

Ein etwa 1 cm groRes Stick wurde aus den oberen 5 cm der Wurzel
herausgeschnitten und in Reagenzglaser mit Aqua dest. gegeben, um spéater den

Mykorrhizierungsgrad bestimmen zu kdnnen.

Abb. 6: Enthahme von 1 cm Abb. 7: 1 cm Wurzelproben
Wurzelprobe fur die Bestimmung des

Mykorrhizierungsgrades
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3. MATERIAL UND METHODEN

Je Behandlung wurden alle Sprosse und Wurzeln in Papiersacke gegeben und

einige Tage im Trockenschrank bei 35 °C getrocknet.

=

Abb. 8: Trockenschrank mit Proben

Anschliel3end wurde das Trockengewicht jeder Behandlung ermittelt.

3.1.4 Bestimmung Mykorrhizierungsgrad

Um den Mykorrhizierungsgrad bestimmen zu kdnnen, wurden jene Wurzelproben,
die bei der Pflanzenernte entnommen und in ein Reagenzglas mit Aqua dest.
gegeben wurden, eingefarbt. Die Farbung erfolgte nach der Methode von
VIERHEILIG et al (1998).

Vor der Farbung mussten die Wurzeln mit 10% Kalilauge gebleicht werden. Diese
Proben wurden anschliel3end fur 3 Minuten in das 90° C heiRe Wasserbad gestellt.
Anschlielend wurden die Wurzeln mit einer Essig — Tinte Losung gefarbt. Daflr
wurden 5 % Tinte: Schaeffer; black sowie Haushaltsessig: 5 % Essigsaure

zusammengemischt.

Die Wurzeln mit der Essig-Tintenlosung im Reagenzglas wurden dann fir ca. 4
Minuten ins Wasserbad bei 90 °C gestellt. AnschlieRend wurden die Wurzeln
wiederum mit Aqua dest. abgespdilt, bis keine Tinte mehr aus der Wurzelmasse

geronnen ist.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Die angefarbten Wurzeln wurden nun in eine Petrischale mit Raster und etwas

destilliertem Wasser gegeben.

Mithilfe dieser Rasterung wurden nun die mykorrhizierten Wurzeln unter dem

Binolkular gezahlt. Jede Wurzel die an eine Rasterlinie kreuzt wurde dabei gezahlt.

Gitter

Gefarbte Wurzeln

1 T /
/

AY

Wurzelschnittstellen

‘] P

e e

~ | —

Abb. 9: Gridline intercept Methode

Insgesamt wurden mit der Gridline intercept Methode genau 100 Wurzelschnittstellen
ausgezahlt.
Der Mykorrhizierungsgrad in Prozent wurde mittels der Anzahl der mykorrhizierten

Wurzeln im Verhaltnis zu den 100 ausgezahlten Wurzeln ermittelt.

Mykorrhizierungsgrad % = Anzahl mykorrhizierte Wurzeln / 100 Wurzeln

21



3. MATERIAL UND METHODEN

3.2 Analytik der Inhaltsstoffe

Mit dem getrockneten Pflanzenmaterial der Blatter und Wurzeln wurden folgende

Analysen durchgefuhrt.

Die Analysen erfolgten im Labor des Institutes fir Angewandte Botanik an der

Veterinarmedizinischen Universitat Wien.

Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes mittels spektroskopischer Methode
nach Folin-Ciocalteu

e Messung der antioxidativen Aktivitat mittels DPPH-Methode

e Analyse der atherischen Olkomponenten durch qualitative (GC-MS) und

guantifizierende (GC-FID) Messmethoden

e Quantifizierung von Rosmarinséure und Kaffeesédure mittels HPLC Methode

Bestimmung der Gesamtflavonoide

Die folgende Analyse wurde am Department fir Pflanzenbau an der Universitat fur

Bodenkultur Wien durchgefthrt.

e Bestimmung des Phosphorgehaltes mittels Ammonium-Vanadat-Molybdat
Methode ( GERICKE und KURMIES, 1952)
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3. MATERIAL UND METHODEN

Auflistung der verwendeten Chemikalien

* Folin-Ciocalteu-Reagenz: Firma Merck (Darmstadt, Deutschland)

» DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) sowie Kaffeesdure (fur die HPLC

Analyse): Firma Sigma Aldrich (Wien, Osterreich).

* Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetral72 methylchromane-2-carboxylic acid): Fluka

(Wien, Osterreich).
* Rosmarinsaure (fur
Deutschland).

* Methanol sowie Ethanol

unterschiedlichen Analysen):

Reinheitsgrad: p. A

Weitere Chemikalien:

5 % NaNO;

10%AICl3 x 6 H,O

1 M NaOH

Catechin

gesattigte Na,COzLdsung
1 1 HNO3 (conc. 65 %)
100 ml H,SO4 (conc. 95-95%)
50 ml HCLO, (conc. 60%)
300 ml Ammonvanadat
300 ml Ammonmolybdat)
100 ml HNO3

(far

Firma Merck (Darmstadt, Deutschland),

23

HPLC Analyse): Firma Roth (Karlsruhe,

die Extraktherstellung und fir die



3. MATERIAL UND METHODEN

3.2.1 Methanolextrakte (Blatt und Wurzel)

Fur die Blattextraktion wurde ein Teil der getrockneten Blattmasse mit der Culatti
Mikro-Schlagmuhle (mittlerer Einsatz) vermahlen. Fir die Extraktion der Wurzeln
wurden die Wurzeln mit der Schlagmihle vermahlen. Die weitere Extraktion erfolgt
ebenso wie die der Blattmasse.

Je 0.05 g gemahlene Probe wurde in ein Schraubglas eingewogen. Anschlie3end
wurden 8 ml 50%iges Methanol zugesetzt und das Schraubglas verschlossen. Die
Proben wurden eine Stunde im gekihlten Ultraschallbad extrahiert.

Auf ein dunkles 10 ml Glasgefal® wurde ein Glastrichter gegeben. Das Extrakt wurde
durch einen 604 %2 Faltentrichter (Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland) ca.
Y Stunde gefiltert, das Gefald mit einem Schnappdeckel verschlossen und bis zur
weiteren Analyse bei -18°C gelagert, um einen Abbau der geldsten Inhaltsstoffe zu

verhindern.

Die MeOH-Extrakte der Blatter und Wurzeln wurden fur die photometrischen
Bestimmungen (Gesamtphenole, Antioxidative Komponente sowie
Gesamtflavonoide) sowie fir die Rosmarin- u. Kaffeesdure Bestimmung

herangezogen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.2.2 Quantitative Bestimmung des atherischen Oles

Material

500 ml Rundkolben
Kolbenring

Glaskugeln
Destillations-Apparatur

Aqua dest.
Aceton

Durchfihrung

In einen 500 ml Rundkolben wurden 5 g der getrockneten und gerebelten Blattmasse
eingewogen. Um Siedeverzug zu vermeiden wurden anschlieRend 4-5 Glaskugeln

hinzugegeben. In jeden Rundkolben wurden danach 200 ml Aqua dest. hinzugefugt.

Die Kiuhlung wurde langsam aufgedreht, wobei der Fluss langsam erhdht wurde, um

ein Platzen des Kihlungsschlauches zu verhindern.

Die Messskala der Destillationsapparatur wurde luftblasenfrei mit Aqua dest. befullt.
Der mit der Probe befillte Rundkolben wurde mit Hilfe einer Klemme an der
Apparatur befestigt. AnschlieRend wurde die Heizhaube an den Kolben angepasst

und auf die Stufe 10 (h6chste Stufe) eingeschalten.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Prinzip

Ab Beginn des Siedens verdampft Wasser mit den atherischen Olkomponenten.

Kuhlt dieses ab, trennen sich Wasser und Ol. Das Ol schwimmt auf.

Die Rucktropfgeschwindigkeit wurde laufend gemessen und durch die
Temperaturregelung eingestellt. Ein optimales Ergebnis wurde bei 10 Tropfen pro 15

Sekunden erreicht.

Nach einer Stunde wurde die Heizung abgeschaltet und die Heizhaube entfernt.

Das Wasser in der Messskala wurde vorsichtig abgelassen. AnschlieRend wurde das
Olvolumen an den Teilstrichen abgelesen, wobei ein Teilstrich 0,01 ml
(Mensureneinheit) bedeutet.

Das Wasser wurde anschlieBend soweit abgelassen bis das &therische Ol beim
Kikeneingang ist. Das Restwasser aus dem Hahn wurde mittels saugfahigem Papier
abgesaugt.

Das atherische Ol wurde abschlieRend in ein beschriftetes Eppendorf-Tube abgefiillt

und bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren.

Die Apparatur wurde vor der nachsten Destillation zweimal mit Aceton und zweimal
mit Aqua dest. gespult.

Der Hahn wurde wieder geschlossen und die Messkala wiederum mit Aqua dest. fur
den néachsten Durchgang gefulit.

Berechnung

ml = Teilstrich x Mensureneinheit

ml x 100

atherisches Ol (%) = Einwaage in g
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.2.3 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes

Messprinzip

Polyphenole ergeben mit der Folin-Ciocalteu-Reagenz im alkalischen Milieu eine
Blaufarbung, welche dann photometrisch gemessen und anhand einer
Kalibriergeraden berechnet wird.

Mit dieser Methode misst man den gesamten Gehalt an phenolischen Verbindungen
in den Salbeiextrakten.

Die Ergebnisse werden in Kaffeesaure Aquivalente ausgedriickt.

Material

25 ml Erlenmeyerkolben
Becherglaser
Pipetten mit versch. Volumina und dazugehdrige Spitzen

Einweg-Kuvetten

Chemikalien

Folin-Ciocalteu-Reagenz

gesattigte Na,CO3; Losung (0,035 g Na,CO3 / 100 ml Aqua dest. in einem
Erlenmeyerkolben mit Teflonverschluss im warmen
Wasserbad etwa eine halbe Stunde bei 70 ° C gelost)

Kaffeesaure (20 mg / 10 ml Aqua dest. geldst im warmen Wasserbad,

ergibt eine farblose L6sung)
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3. MATERIAL UND METHODEN

Einstellung Photospektrometer

Gerat: Hitachi 150-20 doube beam spectrophotometer (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan)
Mode: Absorbance
Wellenlange: 725 nm

Response: Medium

Durchfihrung

Fur den Blindwert wurden je 2 ml Aqua dest. in Eprouvetten pipettiert. Anschlielend

wurden je 40ul 50%iges MeOH hinzupipettiert.

Fur die Eichreihe wurden zuerst je 2 ml Aqua dest. in Eprouvetten gefullt.

Anschlie3end wurde folgende Eichreihe pipettiert.

Tab. 2: Kaffeesdure Eichreihe

Eichreihe: | Kaffeesaure | Aqua dest.

40 ul Ooul
30 ul 10 pl
20 pl 20 pl
15 pl 25 ul
10 pl 30 ul

5ul 35 pul

Oul 40

28



3. MATERIAL UND METHODEN

Eichgerade Kaffeeséure y = 0.0227x + 0.0062
R? = 0.9998

*

0.9

0.8
0.7 4

0.6
0.5 /
0.4

0.3 +

Absorptionsmafd

0.2 4
0.1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

ug caffeic acid / ml

Abb. 10: Eichgerade Kaffeesaure

Fur die Messung der Proben wurden zuerst je Eprouvette 2 ml Aqua dest. pipettiert.

AnschlieRend wurden 40 ul Probe hinzugegeben.

In jede Eprouvette (Blindwert, Eichreihe sowie Proben) wurden danach 100 pl Folin-
Ciocalteu-Reagenz zugesetzt. Nach 3 Minuten Wartezeit wurden 20 pl gesattigte
zugesetzt und mit 2660 pl Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 5 ml aufgeftillt. Mit
Zusetzung der gesattigten Na,CO3; Lésung kommt es zu einem Farbumschlag von
farblos/hellgelb auf blau.

Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten im Dunkeln erfolgte anschlieBend die

Messung im Photospektrometer gegen den Blindwert.
Jede Probenreihe bestand aus max. 7 bzw. 8 Einzelproben.

Die Werte des Photospektrometers wurden auf mg Kaffeesdure / g Trockenmasse

(mg KS / g TM) umgerechnet.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.2.4 Antioxidative Aktivitat mit DPPH

Messprinzip

Mit Hilfe von DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil), einem Farbstoff, wird die
antioxidative Aktivitdt gemessen. Die photospektometrische Methode beruht auf dem
Prinzip, dass die intensiv violettfarbenen DPPH-Radikale mit den in der Probe
enthaltenem Antioxidantien reagiert und dadurch entfarbt werden.

DPPH ist ein stabiles Radikal, welches mit den in den Salbeiextrakten enthaltenen
Antioxidantien einen Komplex bildet. Bei dieser Komplexbildung entsteht eine lila

Farbung.

Je hoher der Gehalt an Antioxidantien im Salbeiextrakt ist, desto mehr Komplexe
werden gebildet, desto heller ist die Reaktionsfarbe. Das Radikal DPPH wird in

diesem Fall rasch abgebaut.

Die Antioxidative Aktivitat wird in Trolox Aquivalente, einem wasserlgslichen Vitamin

E Derivat, ausgedrickt.

Material

Messbecher

Erlenmeyerkolben

Kurze Eprouvetten

Pipetten versch. Volumina und dazugehérige Spitzen
Einweg — Klvetten

Alufolie

Ruhrmagnete
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3. MATERIAL UND METHODEN

Chemikalien

DPPH 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil (0, 00759 / 50 ml konz. MeOH,
Erlenmeyerkolben mit Alufolie umhullen, stdndiges Ruhren wahrend
des Gebrauches)

Trolox (+-)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetra-methylchromane-2-carboxylic-acic
(0,0314g / 50 ml konz. EtOH)

Methanol MeOH
Ethanol EtOH

Einstellung Photospektrometer

Gerat: Hitachi 150-20 doube beam spectrophotometer (Hitachi Ltd., Tokyo,
Japan)
Mode: Absorbance

Wellenlange: 515 nm

Response: Medium

Durchfihrung

Alle Messungen wurden in doppelter Bestimmung durchgefuhrt. Je Lauf wurden
maximal 7 bzw. 8 Proben gemessen, da es sonst durch die Pipettierzeit bereits zu
Reaktionen kommen kénnte.

Je Lauf wurde der Blindwert sowie die Eichreihe neu hergestellt und gemessen.

Fur den Blindwert wurden 2 kurze Eprouvetten mit je 500 ul Trolox sowie je 500 ul
konzentriertem Methanol pipettiert.
AnschlieRend wurden folgende Troloxvolumina in Eprouvetten zur Berechnung der

Eichreihe pipettiert.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Tab. 3: Trolox Eichreihe

Eichreihe: | Trolox | Konz. MeOH
oul 1000 pl
10 pl 990 pl
20 ul 980 ul
40 pl 960 pl
60 pl 940 pl
80 ul 920 ul

Eichgerade fir die antioxidative Aktivitat
2.500 y = -0.046x + 2.0688
2
4 R™ =0.9997
< 2.000
£
2 1.500 -
o
=
2 +000 \
(2]
<
0.500
\
0.000 ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40
Mg Trolox

Abb. 11: Trolox Eichgerade Blattextrakte

Fur die Messung der Proben wurden in jede Eprouvette zuerst 50 ul der Probe
pipettiert und anschliel3end jeweils 950 pl MeOH hinzugefugt.

AnschlieRend wurden in alle Eprouvetten 1000 pl DPPH hinzugefigt.

Sobald man das DPPH zufugt beginnt die Reaktion.

Danach wurden die Eprouvetten verschlossen und gevortext.

Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten im Dunkeln wurde die Absorption der

Reaktionslosungen gegen den Blindwert gemessen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.2.5 Messung des Gesamtphosphorgehaltes

Messprinzip

Die Bestimmung der gesamten Phosphorgehalte erfolgt durch einen nassen
Saureaufschluss. Bei dieser Methode werden Nahrelemente wie Fe, Ca, Cu, K, Mg,
Mn, Zn und Phosphor aus dem Probenmaterial gelost.

Durch Zugabe des Reaktionsgemisches mit Ammonium-Vanadat-Molybdad, welches
mit Phosphor reagiert, entsteht ein Farbumschlag, der mittels Photospektrometer
gemessen und berechnet wird. Mit Hilfe der mitgefihrten Phosphorstandards wird
der Phosphorgehalt anschlieRend berechnet. Der Saureaufschluss bewirkt die
vollstandige Auflosung der Probe in ihre Elemente.

Material

50 ml Mef3kdlbchen
kurze Eprouvetten

Pipetten mit versch. Volumina und dazugehdorige Spitzen

Chemikalien

3 — Sauregemisch:

1 I HNOg3 (conc. 65 %) — Salpetersaure
100 ml H,SO, (conc. 95-95%) — Schwefelsaure
50 ml HCLO, (conc. 60%) — Perchlorséaure
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3. MATERIAL UND METHODEN

P — Reaktionsgemisch:

300 ml Ammonvanadat (2,59 in heiliem Wasser l6sen und 20 ml HNO3 vorsichtig
hinzugeben)

300 ml Ammonmolybdat (50g x 4 H,O/l in heiRem Wasser I6sen und auf 1 | auffullen)

100 ml HNO3 (conc. 65%)

200 ml Aqua dest.

Einstellung Spektralphotometer

Gerat: Varian DMS 200 Spektralphotometer
Mode: Absorbance

Wellenlange: 436 nm

Response: Medium

Durchfihrung

Das gemahlene Pflanzenmaterial wurde im Trockenschrank bei 103 ° C fur 4
Stunden getrocknet und anschlieend im Exsikkator fur eine halbe Stunde

ausgekunlt.
Jede Probe wurde in zweifacher Ausfiihrung aufgeschlossen und analysiert.
Pro Mel3kdlbchen wurden 500 mg des vermahlenen Pflanzenmaterials eingewogen.

Anschliel3end wurden jeweils 10 ml des 3 — Sauregemisches hinzugefugt.

Fur den Blindwert wurden zwei Mel3kolbchen nur mit je 10 ml 3 — Sauregemisch
befullt. Der Blindwert wurde im Weiteren gleich wie die anderen Proben behandelt.

Die MelRRkélbchen blieben unverschlossen tiber Nacht unter dem Abzug stehen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Am darauf folgenden Tag erfolgte der Aufschluss auf der Heizplatte. Das
Heizprogramm beinhaltete 7 Schritte.

Es startete bei 120 °C und endet bei 290 °C. Anschlielend wurden die Proben
ausgekuhlt und anschlie3end fur 1 ¥2 Stunden bei 100 °C gekocht.

Danach wurden die Proben wiederum abgekuhlt und mit Aqua dest. aufgefullt.
Herstellung der Stamml6sung
Primares K-Phosphat KH,PO, wurde 4 Stunden bei 103° C getrocknet (Mol. Gew.

136,09), davon wurden 1,0984 g in einer HNO3 — Losung mit einer Dichte von
1,005 auf 1 | aufgelést (HNO3 Dichte 1,005 = 25 ml HNO3/2| H,0).

Tab. 4: Zusammensetzung der Phosphorstandards

Phosphorstandard Stammlésung in 500 ml (= 250 ppm)
0 ppm
2,5 ppm 5ml  mit HNO3 (D=1,005 auffillen)
5 ppm 10 ml '

10 ppm 20 ml -

20 ppm 40 ml -

30 ppm 60 ml -
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3. MATERIAL UND METHODEN

Anschlie3end wurde folgende Eichreihe pipettiert:

Stammlésung )
Stammlésung ml Phosphorreagenz ml
ppm
0 ppm 7 mi 3 mi
2,5 ppm 7 mi 3mi
5 ppm 7ml 3 ml
10 ppm 7 ml 3 mi
20 ppm 7 ml 3 mi
30 ppm 7 ml 3 mi
Eichgerade Phosphor
0.90
0.80 /
0.70 /
o~ 0.60
©
& /
g 050 y = 0.0259x + 0.0197
8 R? = 0.9997
% 0.40 -
Qo
< 0.30
0.20
0.10
0.00 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
ppm Phosphor pg/g

Abb. 12: Eichgrade Phosphor Blattproben

Fur die Probenmessungen wurden je 40 ml der Probenreagenz sowie 3 ml H,O und

3 ml der Phosphorreagenz in kurze Eprouvetten pipettiert und gut vermischt.

Die Proben inkubierten abgedeckt tiber Nacht.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Am nachsten Tag wurde die Absorption mit dem Photospektrometer bei einer
Wellenlange von 436 nm gemessen.

Die Eichlésungen wurden vor und ebenfalls nach der Probenmessung gemessen.

Die Analyse wurde in einer Serie durchgefihrt. Diese bestand aus 44 Blattproben
(Doppelbestimmung), aus 2 Blindwerten und der Eichreihe. Jede Extinktion wurde
zweifach gemessen.

Berechnet wird der Mittelwert % Phosphor je Behandlung.

3.2.6 ldentifizierung und Quantifizierung der atherischen

Olkomponenten mittels Gaschromatographie (GC)

Messprinzip

Bei der Gaschromatographie handelt es sich um eine physikalische Trennmethode,
bei der die Auftrennung des Stoffgemisches aufgrund der unterschiedlichen
Siedepunkte der Einzelkomponenten sowie der intensiven Wechselwirkungen mit der
stationdren Phase der Saule erfolgt.

Mit dieser Methode werden leicht flichtige Substanzen mit geringem
Molekulargewicht gemessen.

Zur ldentifikation vergleicht man die Retentionszeit und das Massenspektrum der
Substanz mit Reinstoffen, beziehungsweise mit der Datenbank.

Die Retentionszeit ist die Zeit, die die zu messende Substanz bendtigt, um durch die
Saule zu wandern (= Zeitdifferenz zwischen Injektion und Detektion)

(NAUMER und HELLER, 2002).
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3. MATERIAL UND METHODEN

Gaschromatographie — MS

Fur die Identifizierung der Komponenten des atherischen Oles werden
Gaschromatographie und Massenspektroskopie gekoppelt. Die Massenspektrometrie
dient der Strukturaufklarung von Komponenten. Die Haufigkeit, mit der geladene
Molekile und deren Massenfragmente auftreten werden bestimmt und mit
geeigneten Datenbanken verglichen.

Zur ldentifikation der Komponenten werden die Retentionszeiten der Olkomponenten
mit den Retentionszeiten des Standards, einem Gemisch aus aliphatischen
Kohlenwasserstoffen (von C8 — C32), dem sogenannten Kovats-Index verglichen
(ADAMS, 2001).

Fur die GC-MS wird folgendes Gerat verwendet:
HP 6890 gekoppelt mit HP 5972 MSD (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA)

Einstellungen GC-MS

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

Tragergas: Helium

Injektortemperatur: 250°C

Injektionsvolumen: 1p

Split ratio: 50:1

Temp.-Programm: 60°C fur 4 min, Erhéhung der Temperatur auf 100°C
(5°C per Minute), 100-280°C (5°C per Minute), 280°C fur 3
Minute
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3. MATERIAL UND METHODEN
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Abb. 13: GC/MS Chromatogramm Overlay vom Kovats-Standard (schwarz) und einer Probe
(griin)

Gaschromatographie — FID

Fur die Quantifizierung der Komponenten fir das é&therische Ol wird der
Flammenionisationsdetektor verwendet (GC/FID).

Dieser Detektor ist um ein Vielfaches empfindlicher und robuster als die GC/MS.

Mit Hilfe einer atherischen Olprobe, welches als Standard (1 pl atherisches Ol plus
1000 pl CH,CI,) fur die Messung herangezogen wird, sowie der Flachenberechnung
der bereits durch die GC-MS identifizierten Peaks, konnen die relativen
Flachenprozent der Olkomponenten bestimmt werden.

Die Zuordnung der auf der GC/MS identifizierten Substanzen erfolgt hier ebenfalls
anhand des Kovats-Standards (Retention index standard fir Gaschromatographie,

Sigma, Wien, Osterreich).
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3. MATERIAL UND METHODEN

Fur die Gaschromatographie FID wurde folgendes Gerat verwendet:
Agilent 6890 GC-FID

Einstellungen GC-FID

Trennsaule: DB-5 (10 m x 0,21mm; 0,17 um Schichtdichte; Agilent,
Palo Alto, CA, USA)

Tragergas: Helium

Injektortemperatur: 250°C

Injektionsvolumen: 0,2 ul

Split ratio: 15:1

Temp.-Programm: 60°C fur 30 sec, Erhéhung der Temperatur auf 85°C
(6°C per Minute), 86-300°C (10°C per Minute),300°C fur 3
Minute

3.2.7 Messung von Rosmarinsaure und Kaffeesaure mit HPLC

Messprinzip

Bei der HPLC (Hochleistungsflissigkeitschromatographie) — Methode werden
Substanzen getrennt und mit der Retentionszeit und Wellenlangenspektren der
Referenzsubstanzen (Reinsubstanzen) fur Kaffeesaure und Rosmarinsaure
verglichen. Die Auftrennung der Einzelkomponenten und die Identifizierung erfolgen
aufgrund unterschiedlich starker Wechselwirkungen der Substanz mit der stationaren

Phase (Kieselgel).

Die HPLC Analyse wurde mit folgendem Gerat durchgefihrt:

Waters modular System (626 Pump, mit Heizstation fur Séule, In-Line Degasser AF,
Autosampler 717 plus, Photodiode Array Detektor PDA996)

40



3. MATERIAL UND METHODEN

Einstellungen HPLC (Kaffeesdure und Rosmarinsaure)

HPLC Saule: Symmetry C18 , 5,0 um, 4,6x150 mm

Injektionsvolumen: 20ul

Solvent D: 1%ige HAc : Acetonitril =85 : 15
Solvent C: Methanol

Fluss: 1,5 ml/min

Temperatur: 25°C

Detektion: 330 nm

Datastart: 1 min

Laufzeit: 35 min

Vor jeder Probe wurden 5 Minuten mit einem Gemisch von 90% D : 10% C
(Laufzeitbedingungen) equilibriert.
Rosmarinsaure kann bei oben angefiihrten Konditionen bei einer Laufzeit von etwa 9

Minuten und die Kaffeesaure bei einer Laufzeit von etwa 3 Minuten erwartet werden.

Es wird eine Eichgerade mit der Reinsubstanz Kaffeesdure und Rosmarinsaure

erstellt.

Diese wird wie folgt pipettiert:

1. 500 pl reine Kaffeesaure

2. 500 pl reine Rosmarinsaure

3. 250 pl Kaffeesédure : 250 pl Rosmarinséure = Stammldsung
4. 125 pl Stammlésung : 875 pl MeOH =1:2

5. 200 pl Stammldsung : 800 pl MeOH =1:5

6. 100 pl Stammldsung : 900 pl MeOH =1:10

7. 50 pl Stammldsung : 950 pl MeOH =1:20
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3. MATERIAL UND METHODEN

Durchfihrung der HPLC - Analyse

Fur die HPLC wurden zuerst die Methanolextrakte durch einen Spritzenfilter (RC 25,
0,2 pl) gefiltert um einer Verstopfung der Saule in der HPLC — Apparatur mit
eventuellen Partikeln im Extrakt vorzubeugen.

Etwa 1,5 ml des gefilterten Extraktes wurden in HPLC — Probeflaschchen abgefiillt.

Diese Flaschchen konnten fur die Messung in den Autosampler gestellt wurden.
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Abb. 14: Ausschnitt des integrierten Probenchromatogramms
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.2.8 Bestimmung der Gesamtflavonoide

Messprinzip

Die Gesamtflavonoide ergeben im alkalischem Milieu eine Gelbfarbung, die dann

photometrisch gemessen wird und anhand einer Kalibriergeraden ausgedrtckt wird.

Mit dieser Methode misst man den gesamten Gehalt an Flavonoiden in den
Salbeiextrakten.

Die Ergebnisse werden in mg Catechin-Aquivalenten ausgedrickt.

Material

Kurze Eprouvetten

Messbecher in versch. Grofzen

Pipetten mit versch. Volumina und dazugehdrige Spitzen
Erlenmeyerkolben

Einweg - Klvetten

Chemikalien

5 % NaNO; (10,9996 g / 20 ml Aqua dest.)
10%AICI3 x 6 H,O ( 2g /20 ml Aqua dest.)
1 M NaOH (1,9998 g / 50 ml Aqua dest.)
Catechin (0,010 g / 10 ml konz. MeOH)
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3. MATERIAL UND METHODEN

Einstellung Photospectrometer

Gerat: Hitachi 150-20 doube beam spectrophotometer (Hitachi Ltd., Tokyo,
Japan)
Mode: Absorbance

Wavelength: 510 nm

Response: Medium

Durchfihrung

Fur den Blindwert wurden zuerst zwei kurze Eprouvetten mit 100 pl 50 % MeOH

befillt und anschlieBend 1400 ul Aqua dest. hinzugefugt.

Folgende Eichgerade wurde in zweifacher Ausfiihrung in kurze Eprouvetten pipettiert

Tab. 5: Eichreihe Catechin

Eichreihe: | Catechin Aqua dest.
150 pl 1350 pl
100 pl 1400 pl
50 ul 1450 pl
25 ul 1475 pl
10 pl 1490 pl
Oul 1500 pl
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Eichgerade Gesamtflavonoide
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Abb. 15: Eichgerade Gesamtflavonoide

Fur die Messung der Proben wurden je 100 pl Methanolextrakt in 1400 ul Aqua dest.
verdinnt.

Anschlieend wurden in jede der Eprouvetten jeweils 75 pl 5 % NaNO, Losung sowie
150 ul 10% AICI; hinzugegeben, die Eprouvetten gut verschlof3en und gut gemischt
(gevortext).

Die Farbe der Reaktionslosung verandert sich von farblos nach gelb.

Nach 5 Minuten Wartezeit wurden 500 pl 1M NaOH hinzupipettiert. Die Farbe der
Flussigkeit erhielt dadurch eine rote Farbe.
Danach wurden die Eprouvetten auf ein Gesamtvolumen von 2.5 ml aufgefllt. Dies

bedeutete eine Zugabe von jeweils 275 ul Aqua dest.

AnschlielRend wurden die Proben in Kivetten geleert und im Photospectrometer bei

einer Wellenlange von 510 nm gemessen.

Der Blindwert, die Eichreihe sowie die Proben wurden in zweifacher Ausflhrung
hergestellt.

Jede Probenreihe bestand aus maximal 7 bzw. 8 Einzelproben.

Die Werte des Photospectrometer wurden auf mg Catechin pro g

Probentrockenmaterial (mg Catechin/g DM) umgerechnet.
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4. ERGEBNISSE

4. Ergebnisse

4.1 Biomasse

4.1.1 Sprosstrockengewicht
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Abb. 16: Mittelwert des Sprosstrockengewichtes von Salbeipflanzen der unterschiedlichen
Behandlungen; Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken

geben die Standardabweichung an.

Beim Sprosstrockengewicht (inkl. Blattanteil) zeigte die Variante der vollen
Phosphordiingung den hdchsten Wert von 35,4 g Trockengewicht. Variante G. rosea
zeigte das niedrigste Sprosstrockengewicht von 28,1 g Trockengewicht und war
somit signifikant niedriger als die Variante der vollen Phosphordiingung mit dem

hdchsten Sprosstrockengewicht.
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4.1.2 Blatttrockengewicht

25
b
b
20 I
— ab ab
o ab ab
= T a
z I I
'S 15
: |
(@)]
c
3]
X
(&)
© 10 -
n
8
m
5 .
0
&o\\@ 0\\\\& G)Qpe’ ) \oe? é,;zre’ 000*' oog
& & S & Qo <® ..0(@
= 2 N &% O Q Q
(cX S < <
o @ @

Abb. 17: Mittelwert des Blattrockengewichtes von Salbeipflanzen der unterschiedlichen
Behandlungen; Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken geben

die Standardabweichung an.

Das mittlere Blatt-Trockengewicht der Variante G. rosea war signifikant niedriger als
die Varianten der halben sowie der vollen P-Dingung. Weiters zeigte Variante

G. rosea mit 14,5 g das geringste Blatt-Trockengewicht.
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4.1.3 Wurzeltrockengewicht
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Abb. 18: Mittelwert des Wurzeltrockengewichtes von Salbeipflanzen der unterschiedlichen
Behandlungen; Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken

geben die Standardabweichung an.

Die Variante Symbivit zeigte mit einem Wert von 19,9 g den héchsten Gehalt an
Wurzeltrockenmasse. Dieser Wert war signifikant hoher im Vergleich zur
Kontrollvariante sowie zur Variante mit der halben P-Dingung.

Bei den Varianten G. mosseae, G. intraradices und G. rosea zeigte sich weder ein
signifikanter ~ Unterschied zur Kontrollvariante, noch zu den beiden
Phosphorvarianten. Die Werte lagen zwischen 12,3 g bei G. rosea, 15,4 g bei G.

intraradices und 16,7 g bei G. mosseae.
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4.1.4 Gesamttrockengewicht
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Abb. 19: Gesamttrockengewicht (Wurzel und Spross) in g der unterschiedlichen

Behandlungen, Séaulen mit gleichen Buchstaben bezeichnen keine signifikante

Unterschiede zwischen den Mittelwerten, Fehlerbalken geben die

Standardabweichung an.

Zwischen den Behandlungen konnten keine signifikanten Unterschiede gemessen

werden.
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4.1.5 Gesamtphosphorgehalt

Gesamtphosphorgehalt in den Blattern

0,35

0,30

0,25 -

—H
)
o

0,20 - o

—t—t

0,15

Gesamtphosphor (%)
HH

0,10 -

0,05 ~

0,00

Abb. 20: Bestimmung des Gesamtphosphorgehaltes in den Blattern von Salbeipflanzen der
unterschiedlichen Behandlungen; Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben
bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P<

0,05); Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Die Variante der vollen P-Dingung zeigte den hdchsten Gehalt an Gesamtphosphor
mit einem Wert von 0,3 %. Dieser Wert war signifikant h6her zur Kontrollvariante (0,2
%), welcher gleichzeitig den geringsten Gehalt an Gesamtphosphor zeigte.

Die Variante der vollen P-Dingung war ebenfalls signifikant hoher zur Variante
Symbivit, die einen Gehalt von 0,2 % aufwies. Zu den drei Varianten mit Einzelpilzen,
G. mosseae, G. intraradices sowie G. rosea war die Variante der vollen P-Diingung
ebenfalls signifikant hoher.

Variante G. mosseae zeigte einen Gehalt von 0,2 %, Variante G. intraradices einen

Gehalt von 0,2 % und Variante G. rosea einen Gehalt von 0,2 %.
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Gesamtphosphorgehalt in den Wurzeln
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Abb. 21: Bestimmung des Gesamtphosphorgehaltes in den Wurzeln von Salbeipflanzen der
unterschiedlichen Behandlungen; Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben
bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P<
0,05); Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Die Variante der vollen P-Dingung zeigte auch hier den héchsten Gehalt an
Gesamtphosphor mit einem Wert von 0,3 %. Dieser Wert war signifikant héher zur
Kontrollvariante, die einen Gehalt von 0,1 % aufwies.

Zur Variante G. intraradices mit einem Wert von 0,1 %, sowie zur Variante G. rosea
war die volle P-Dingung ebenfalls signifikant hoher. Variante G. rosea zeigte mit

einem Gehalt von 0,1 % zugleich den niedrigsten Wert.
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4.2 Mykorrhizierung
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Abb. 22: Mykorrhizierungsgrad von Salbeipflanzen der unterschiedlichen Behandlungen;
unterschiedliche Buchstaben bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den

Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken geben die Standardabweichung
an.

Die Kontrollvariante, die Variante G. rosea sowie die halbe und die volle P-Diingung
Phosphor zeigten keine Mykorrhizierung. Die Variante G. mosseae zeigte den
hochsten Mykorrhizierungsgrad mit 32,5 %, wohingegen die Variante G. intraradices

einen signifikant niedrigeren Unterschied zeigte. Der Wert bei dieser Variante lag bei
23,3 %.
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4.3 Atherischer Olgehalt
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Abb. 23: Gehalt an atherischem Ol von Salbeipflanzen der unterschiedlichen Behandlungen;
Saulen mit gleichen Buchstaben bezeichnen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Fur jede Variante wurde der mittlere Gesamtgehalt an atherischem Ol berechnet. Der
mittlere Gesamtgehalt lag zwischen 1,2 % und 1,3 %. Zwischen den Behandlungen
lieBen sich keine signifikanten Unterschiede erkennen, es konnte also keine

Erhohung des atherischen Oles durch die Mykorrhizierung festgestellt werden.
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4.3.1 Zusammensetzung des atherischen Oles

Insgesamt konnten 30 Komponenten mittels Gaschromatographie identifiziert
werden, zehn Substanzen davon gingen mengenmallig als Hauptkomponenten

hervor.

Identifizierte Komponenten nach Auftreten bzw. Retentionszeit

Tricyclene Alpha-Humulene
alpha-Thujene Caryophyllene oxid
alpha-Pinene Viridiflorol
Camphene Humulene epoxide Il
Sabinene Manool

Beta-Pinene

Myrcene

Alpha-Phellandrene
Alpha-Terpinene
Para-Cymene
Limonene und 1,8-Cineole
Gamma-Terpinene
Sabinene hydrat trans
Terpinolene

Linalool
Alpha-Thujone
Beta-Thujone
Isothujol (iso-3-)
Thujanol

Camphor
Pinocamphone (trans)
Borneol

Terpinen4ol

Bornyl acetate

Beta-Caryophyllene
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4. ERGEBNISSE

Tab. 6: Mittelwert der Flachenanteile der Hauptkomponenten im atherischem Ol; nach

Auftreten bzw. nach Retentionszeit; unterschiedliche Buchstaben bezeichnen

signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05)

G. G. G. halbe P- |volle P-
Kontrolle | Symbivit | mosseae |intraradices [roseae |[Dingung|Dingung

Camphene 3,24 a 3,38a 3,30 a 3,34a| 3,15a 3,42 a 3,28 a
Limonene

und 1,8-

Cineole 8,7l1a| 889al 87l1a 887a| 86lal 946al 917a
Alpha-
Thujone 27,25a| 26,12a| 2543a 25,67 a| 25,06a| 27,07a| 2597a
Beta-
Thujone 9,46 a 9,27 a 9,41 a 949a| 943a 9,38 a 9,28 a
Camphor 19,04ab| 17,70a| 183la 18,48 a| 1942a| 1948a| 1842a
Borneol 1,98 ab| 2,16ab| 2,12 ab 212ab| 217ab| 1,88a| 2,39b
Bornyl
acetate 2,39ab| 2,27ab| 2,47 ab 257ab| 298b| 2,08a| 250ab
Alpha-
Humulene 250a 2,57a 2,57a 263a] 259a 2,36 a 2,35a
Viridiflorol 4,52 a 514 a 521a 498a|l 4,96a 4,44 a 4,99 a
Manool 8,63 a 9,51 a 9,88 a 9,12a| 954 a 8,16 a 9,27 a
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Bei der Messung der Hauptkomponenten konnten bei zwei Komponenten

signifikanten Unterschiede gemessen werden.

Borneol

Die Variante der vollen P-Diingung hatte mit einem Wert von 2,4% Flache einen
signifikant hoheren Wert als die Variante mit der halben P-Dingung. Der Wert dieser
Variante lag bei 1,88 % Flache.

Bornyl Acetate

Die Variante G. rosea zeigte mit einem Wert 3 % Flache einen signifikant héheren

Wert als die Variante der halben P-Dingung. Diese Variante zeigte einen Wert von

2,1 % Flachenanteil.
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Bestimmung der Gesamtphenole

Gesamtphenole in den Blattern
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Abb. 24: Gesamtphenolbestimmung der Blatter von Salbeipflanzen der unterschiedlichen
Behandlungen; Séulen mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken

geben die Standardabweichung an.

Die Variante G. rosea zeigte einen Gehalt von 36 mg/g TM an Gesamtphenolen und
war signifikant niedriger zur Variante der vollen P-Dingung mit einem Wert von 51
mg/g TM.

Ebenso war die Variante G. intraradices mit einem Gesamtphenolgehalt von 39 mg/g

TM signifikant unterschiedlich zur Variante der vollen P-Dingung.
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Gesamtphenole in den Wurzeln
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Abb. 25: Gesamtphenolbestimmung der Wurzeln von Salbeipflanzen der unterschiedlichen
Behandlungen; Saulen mit gleichen Buchstaben bezeichnen keine signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken

geben die Standardabweichung an.

Bei der Messung der Gesamtphenole konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Behandlungen gemessen werden.
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4.3.2 Antioxidative Aktivitat

Antioxidative Aktivitat in den Blattern
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Bestimmung der Antioxidativen Aktivitat (als mg Trolox Aquivalente ausgedriickt) in

den Blattern von Salbeipflanzen der unterschiedlichen Behandlungen; Saulen mit
gleichen Buchstaben bezeichnen keine signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken geben die Standardabweichung
an.

Bei der Bestimmung der Antioxidativen Aktivitdt in den Blattern konnten keine

signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Behandlungen gemessen

werden.

Die Antioxidative Aktivitat lag zwischen 63,2 mg Trolox/g TM und 90,9 mg Trolox/g

T™.
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Antioxidative Aktivitat in den Wurzeln
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Abb. 27:

Bestimmung der Antioxidativen Aktivitat (als mg Trolox Aquivalente ausgedriickt) in
den Wurzeln von Salbeipflanzen der unterschiedlichen Behandlungen; Saulen mit
unterschiedlichen Buchstaben bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken geben die Standardabweichung

an.

Variante G. intraradices zeigte mit 85,9 mg/g Trockenmasse den héchsten Gehalt an

Trolox in den Wurzeln. Dieser Wert war signifikant héher zur Variante der halben P-

Dungung mit einem Gehalt von 65,5 mg/g Trockenmasse. Diese Variante zeigte

gleichzeitig den geringsten Wert.
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4.3.3 Gesamtflavonoide

Gesamtflavonoide Blatter
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Abb. 28: Bestimmung der Gesamtflavonoide (als mg Catechin Aquivalente ausgedriickt) in
den Blattern von Salbeipflanzen der unterschiedlichen Behandlungen; Saulen mit
unterschiedlichen Buchstaben bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05); Fehlerbalken geben die Standardabweichung

an.

Die Variante der vollen P-Dingung zeigte den hochsten Wert an Gesamtflavonoiden
(107 mg/g TM) und war signifikant hoher als die Werte der Behandlung mit G.
intraradices mit einem Wert von 72,6 mg/g TM. Ebenfalls war die Behandlung der
vollen P-Diungung signifikant héher zur Variante der Behandlung mit G. rosea, der
Wert betrug hier 68,6 mg/g TM, welcher zugleich den niedrigsten Wert darstellte.
Variante Symbivit war mit einem Wert von 79,1 mg/g TM signifikant niedriger als die
Variante der vollen P-Dingung.

Die Varianten G. mosseae, die Kontrollvariante sowie die Variante der halben P-

Dingung haben ahnlich hohe Gesamtflavonoidgehalte.
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Gesamtflavonoide Wurzeln
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Abb. 29: Bestimmung der Gesamtflavonoide (als mg Catechin Aquivalente ausgedriickt) in
den Wurzeln von Salbeipflanzen der unterschiedlichen Behandlungen;

Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Zwischen den Varianten konnten keine signifikanten Unterschiede gemessen

werden.
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4.3.4 Rosmarinsauregehalt

Rosmarinsauregehalt Blatter
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Abb. 30: Bestimmung der Rosmarinsaure in den Blattern von Salbeipflanzen der
unterschiedlichen Behandlungen; S&ulen mit unterschiedlichen Buchstaben
bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P<

0,05); Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Die Variante der vollen P-Diingung zeigte den hochsten Gehalt an Rosmarinsaure
mit einem Wert von 1,4 % Extrakteinwaage. Dieser Wert war signifikant héher als bei

allen anderen Varianten.
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Rosmarinsauregehalt Wurzeln
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Abb. 31: Bestimmung der Rosmarinsaure in den Wurzeln von Salbeipflanzen der
unterschiedlichen Behandlungen; Saulen mit gleichen Buchstaben bezeichnen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05);

Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Zwischen den Varianten konnten bei der Messung von Rosmarinsaure in den

Wurzelextrakten keine signifikanten Unterschiede gemessen werden.
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4.3.5 Kaffeesauregehalt

Kaffeesduregehalt Blatter
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Abb. 32: Bestimmung der Kaffeesaure in den Blattern von Salbeipflanzen der

Kaffeesaure % / mg Einwaage

unterschiedlichen Behandlungen; Saulen mit gleichen Buchstaben bezeichnen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P< 0,05);

Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Bei der Messung der Kaffeesaure konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.
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Kaffeesadure Wurzeln
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Abb. 33: Bestimmung der Kaffeesaure in den Wurzeln von Salbeipflanzen der
unterschiedlichen Behandlungen; Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben
bezeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Tukey-Test, P<

0,05); Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Die Kontrollvariante zeigte bei der Messung der Kaffeesaure in den Wurzeln den
hdchsten Gehalt mit 0,2 %. Dieser Wert war signifikant héher zur Variante Symbivit.
Der Wert dieser Variante lag bei 0,07 % und zeigte gleichzeitig den geringsten
Gehalt an Kaffeesaure. Die Variante der halben P-Dingung war mit einem Wert von
0,14 % ebenso signifikant hdher als die Variante mit Symbivit.

Variante G. mosseae war mit einem Wert von 0,1 % signifikant héher als die Variante

Symbivit.
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5. DISKUSSION

Die Variante des AM-Pilzes Gigaspora rosea zeigt keine Mykorrhizierung. Diese
Variante wird daher wie eine Kontrollvariante gesehen.

Die Pilzmischung Symbivit sowie die Einzelpilze Glomus mosseae und Glomus
intraradices zeigten nach Inokulation einen Mykorrhizierungsgrad zwischen 23% und
31%, wobei die Pilzmischung und der AM-Pilz Glomus mosseae einen annahernd
gleichen Wert zeigen. In einer Studie von KHAOSAAD et. al (2007) konnte im
Gegensatz zu unserer Studie, bei inokuliertem Rotklee ein Mykorrhizierungsgrad von
nahezu 80% gemessen werden. Bei Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades kam
es in den Varianten der Kontrolle, der halben und vollen Phosphordiingung wie
erwartet zu keiner Mykorrhizierung der Wurzeln.

Durch die Mykorrhizierung kommt es zu keiner Erhéhung des Gehaltes an
atherischem Ol. Der Gesamtgehalt an &atherischem Ol war im Vergleich zu
KHAOSAAD et al. (2006) sehr niedrig. In dieser Studie wurden an mit Glomus
mosseae inokuliertem Oregano Origanum sp., Gehalte von uUber 1,5 % an
atherischen Ol gemessen. In der vorliegenden Studie liegt der héchste Gehalt an
atherischem Ol bei 1,3%. Weiters konnten zwischen den Varianten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Dies widerspricht einer Studie von
KHAOSAAD et al. (2006), in der der Gehalt an atherischem Ol in drei Oregano
(Origanum sp.) Genotypen untersucht wurde, die mit dem AM-Pilz Glomus mosseae
inokuliert wurden. In dieser Studie wurden sowohl mykorrhizierte als auch nicht
mykorrhizierte Varianten untersucht, wobei in zwei der drei untersuchten
Oreganoarten eine Erhohung des atherischen Olgehaltes festgestellt werden konnte.
Meine Daten stimmen mit der Arbeit von KRAML (2007) Uberein, bei deren Studie
Uber die Auswirkung der Mykorrhizierung auf die Produktion sekundéarer
Pflanzenstoffe bei Ocimum basilikum untersucht wurde. Auch hier konnte keine
signifikante Erhohung der Menge an &atherischnem Ol durch Mykorrhizierung mit
Glomus mosseae gemessen werden.

Eine weitere Studie von FREITAS (2004) besagt jedoch, das durch Inokulierung mit
Acaulospora scrobiculata, einem weiteren AM-Pilz, eine signifikante Erhéhung an

atherischen Ol bei Ackerminze erreicht werden konnte.
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In den Phosphorbehandelten Varianten der vorliegenden Untersuchungen konnte
ebenfalls keine signifikante Erhohung des Gehaltes an &therischem Ol gemessen
werden. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit der Studie von FREITAS MSM,
(2004). Hier nahm der Gehalt an &atherischem Ol in Ackerminze (Mentha arvensis)
durch eine erhdhte Phosphordiingung ebenfalls nicht zu.

Durch Mykorrhizierung mit drei Einzelpilzen sowie der Pilzmischung Symbivit gab es
im Muster von zehn ausgewerteten Hauptkomponenten eine Verédnderung in der
Komponente Borneol. Die Mykorrhizierung nimmt folglich Einfluss auf die
Zusammensetzung des atherischen Oles von Salbei. Dieses Ergebnis stimmt mit
einer Studie von Copetta et al. (2006) mit Ocimum basilicum L., Gberein, wo ebenfalls
eine Veranderung im Muster des atherischen Oles gemessen werden konnte.

Das Sprosstrockengewicht von Salbeipflanzen konnte durch die Inokulation mit
verschiedenen Einzel-AM Pilze nicht erhéht werden. Einzig die Variante mit der
vollen Phosphordiingung bewirkte ein signifikant héheres Spross-Trockengewicht im
Vergleich mit der Variante des AM-Pilzes Gigaspora rosea, die wie eine
Kontrollvariante behandelt wird, da keine Mykorrhizierung stattfand. Dies widerspricht
der Studie von Toussaint et. al, (2008), wo die Inokulation mit dem AM-Pilz Glomus
mosseae das Spross-Trockengewicht signifikant erhdhte. Diese unterschiedlichen
Ergebnisse in Bezug auf das Wachstum weisen darauf hin, dass die
Wachstumsférdernde Wirkung der AM-Pilze pflanzenabhangig ist.

Allein durch Inokulation der Salbeipflanze mit der Pilzmischung Symbivit konnte eine
signifikante Steigerung des Wurzeltrockengewichtes erreicht werden. Eine
Myorrhizierung mit dieser Mischung, fuhrt zu einem verstarkten Wachstum der
Wurzeln in Salbei. Bei der Bestimmung der Gesamtbiomasse des Salbeis fanden
sich keine signifikanten Unterschiede, somit kann eine Erh6hung der Biomasse durch
Mykorrhizierung ausgeschlossen werden. Ebenfalls bewirkt weder die halbe noch die
volle Phosphorkonzentration in der Nahrlosung ein signifikant erhdhtes
Pflanzwachstum.Diese Studie deckt sich mit vorangegangenen Studien mit Ocimum
basilicum wobei zwei verschiedene Arten von nicht mykorrhiziertem Oregano ein
ahnliches Spross-Trockengewicht zeigten mit oder ohne P-Gabe (Khaosaad et al.,
2006).

Interessant ist jedoch, dass mit zunehmender P-Konzentration in der Nahrlésung
auch das Gesamttrockengewicht der nicht-mykorrhizierten Variante zunimmt. Dies

ergab ebenfalls eine Studie an Ocimum basilicum von Toussaint et. al (2006), wo
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untersucht wurde, ob sich der Gehalt an Rosmarinsdure oder Kaffeesaure durch drei
verschiedene Phosphor-Dingestufen verandert.

Bei der Messung des Gesamtphosphorgehaltes zeigt vor allem die Pilzmischung
Symbivit und der Einzelpilz Glomus mosseae der Kontrolle gegenuber signifikant
hohere Werte. Die Inokulation von Salbeipflanzen mit der Mischung aus
unterschiedlichen Einzelpilzen bedeutet somit eine hohere Aufnahme an
pflanzenverfigbarem P. Der Einzelpilz Glomus mosseae fuhrt ebenfalls bei
Inokulation zu einer signifikant erhéhten Phosphoraufnahme aus dem Substrat.
Sowohl eine Dingung mit der halben sowie der vollen P-Dingung zeigen in den
Blattern signifikant hoéhere Werte an Gesamtphosphor gegeniber der
Kontrollvariante. Bei der Messung des Gesamtphosphors in den Wurzeln zeigt nur
die Variante der vollen P-Dingung signifikant hohere Unterschiede zur
Kontrollvariante ohne P-Diingung. Hier zeigen weder die Pilzmischung noch die 3
Einzelpilze signifikante Unterschiede in Bezug auf den Phosphorgehalt in den
Wurzeln. Die volle P-Konzentration in der Nahrlésung erhoéht signifikant das
Wurzelwachstum der Salbeipflanze. Eine Mykorrhizierung mit der Pilzmischung
Symbivit bzw. mit den Einzelpilzen fuhrte jedoch zu keiner signifikanten Erhéhung
des P-gehaltes in den Wurzeln. Hohe Werte an P in den Wurzeln kbnnen auch daran
liegen, dass P zwar in den Wurzeln ist, dieses jedoch eigentlich in den Hyphen der
AM-Pilze eingeschlossen ist. Bei der Bestimmung der Gesamtphenole in den
Blattern konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten
und der Kontrolle gemessen werden. Diese Untersuchung bestatigt die Messungen
von Kraml (2007), wo eine Inokulation mit dem AM-Pilz Glomus mosseae in
Basilikum ebenfalls keine signifikante Erhéhung des Gesamtphenolgehaltes durch
eine Inokulation mit dem AM-Pilz Glomus mosseae erbracht werden konnte.

Weiters konnten bei den Messungen des Gehaltes an phenolischen Verbindungen in
der vorliegenden Studie ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Varianten zur Kontrolle in den Wurzeln von Salbei gemessen werden.

Durch Mykorrhizierung mit unterschiedlichen AM-Pilzen konnte weiters in der
vorliegenden Studie keine Erhohung der Gesamtflavonoide in den Blattern
gemessen werden. Laut der Arbeit von Khaosaad et. al (2007) konnte jedoch im
Spross von Weil3klee, welcher mit dem AM-Pilz Glomus mosseae inokuliert war, eine

Erhohung des Isoflavon-Gehaltes gemessen werden. Eine Erhohung dieses zu den
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Flavonoiden gehoérenden Derivats, konnte ebenfalls in der Phosphorvariante
festgestellt werden.

In den Wurzeln konnten in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Unterschiede
bei der Messung der Gesamtflavonoide aufgrund der Mykorrhizierung mit
Einzelpilzen wie auch durch die Pilzmischung gemessen werden.

In der vorliegenden Studie konnte weder durch Mykorrhizierung mit den
unterschiedlichen Einzelpilzen, noch durch Inokulation mit der Pilzmischung Symbivit
ein positiver Einfluss auf die antioxidative Aktivitat gezeigt werden.

Der Rosmarinsauregehalt in den Blattern konnte sich nur durch volle
Phosphordiingung signifikant zur Kontrollvariante erhéhen. In den Phosphorvarianten
ohne Mykorrhizierung wurde der hochste Anteil an Rosmarinsaure gemessen, was
sich mit einer Studie von Toussaint et al. (2008) deckt. In dieser Studie wurde der
Schutzeffekt von Glomus mosseae gegen Fusarium oxysporum f. sp. basilici in
Basilikum untersucht, der jedoch nicht durch Erhéhung der sekundéren
Pflanzeninhaltsstoffe vermittelt wurde.

In den Wurzeln war der Gehalt an Rosmarinsdure zwischen den Varianten nicht
signifikant unterschiedlich. Im Gegensatz zu der Studie von Toussaint et al. (2008),
wo ein hoherer Gehalt an Rosmarinsaure in den Wurzeln im Gegensatz zu den
Blattern gemessen wurde. In der vorliegenden Studie konnten diese Ergebnisse nicht
erbracht werden. Aulerdem konnten ebenso weder ein erhohter Gehalt an
Rosmarinsaure durch Phosphordiingung noch durch die Inokulation mit Glomus
mosseae festgestellt werden. Bei Messung des Kaffeesauregehaltes in den Blattern
wurde in der vorliegenden Untersuchung keine signifikante Erhéhung der
Kaffeesdaure durch Mykorrhizierung beziehungsweise durch zwei verschiedene
Phosphordingestufen gefunden. Diese Ergebnisse decken sich wiederum mit Kraml,
2007 wo in den Blattern von Basilikum ebenfalls keine signifikanten Erh6hungen des
Kaffeesauregehaltes durch Mykorrhizierung stattgefunden haben.

Ein erhohter Wert an Kaffeesaure konnte auch in den Wurzeln durch Inokulation mit
AM-Pilzen nicht gemessen werden. Insgesamt zeigt eine Inokulation von
unterschiedlichen Einzel-AM Pilzen sowie Inokulation mit der Pilzmischung Symbivit
keine signifikante Erhéhung der antioxidativen Aktivitat. Die Studie von Kraml (2007)
mit Basilikum bestétigt auch diese Erkenntnis meiner Daten.

Grundsatzlich kann gesagt werden, dass die Wurzeln diesbezuglich wenig erforscht

sind, da aus Okonomischer Sicht der Pharmaindustrie vor allem die Blatter
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interessant sind. Da jedoch in meiner Studie auch Antioxidative Aktivitdt in den
Wurzeln gemessen werden konnte, koénnte man auch in Zukunft die
Forschungsarbeit auf die Wurzeln fokusieren. Gerade in der heutigen Zeit ist die
Wirkung von Gewirz- und Arzneipflanzen ein wichtiger Punkt, da Heilungsmethoden
in Richtung natirliche Wirkstoffe ~ zunehmend an Bedeutung gewinnen. Das
wachsende Bewusstsein der Bevolkerung dber mdogliche gesundheitsférdernde,
prophylaktische und heilende Wirkungen der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe von
Salbei fordern eine moglichst biologische sowie regionale Herkunft der Pflanzen. Mit
der Anwendung von Mykorrhizapilzen im Gewirz- und Arzneipflanzenanbau kdénnte
auf kommerzielle Dinger zum Teil verzichtet werden. Dies wirde auch zu einem

nachhaltigerem Anbau flhren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Folgende Fragestellung wurde in dieser Arbeit in Bezug auf Salbei und

symbiontischen Mykorrhizapilzen erarbeitet.

e Verandert die Wurzelkolonisierung durch symbiontische Mykorrhizapilze
in Salbei (Salvia officinalis) die Gehalte an sekundéaren Pflanzenstoffen

und ihre Bioaktivitat ?

Um diese Fragestellungen untersuchen zu kdnnen, wurde eine Versuchsreihe mit
Salbei (Salvia officinalis) angelegt, wobei die Pflanzen in sieben unterschiedlichen

Varianten angebaut und behandelt wurden.

Variante Wiederholungen
Kontrolle mind. 3
Symbivit mind. 3
Glomus mosseae mind. 3
Glomus intraradices mind. 3
Gigaspora rosea mind. 3
halbe Phosphordiingung mind. 3
volle Phosphordiingung mind. 3

Bei der Ernte wurden folgende Daten erhoben:

— Bestimmung von Frischgewicht von Spross und Wurzeln

— Bestimmung des Mykorrhizierungsgrades
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6.ZUSAMMENFASSUNG

Anschlieend wurden aus dem Trockenmaterial folgende chemische Analysen

durchgefihrt:

— Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes mittels spektroskopischer Methode
nach Folin-Ciocalteu

— Messung der antioxidativen Aktivitat mittels DPPH-Methode

— Analyse der atherischen Olkomponenten durch qualitative und
guantifizierende Messmethoden

— Quantifizierung von Rosmarinsaure und Kaffeesaure mittels HPLC Methode

— Bestimmung der Gesamtflavonoide

— Bestimmung des Phosphorgehaltes mittels Ammonium-Vanadat-Molybdat
Methode nach Gericke und Kurmies

Folgende Ergebnisse konnten bei meiner Arbeit festgestellt werden:

Durch Inokulation mit dem AM-Pilz Gigaspora rosea kam es aufgrund der
Fehlerhaftigkeit des Inokulums zu keiner Symbiose mit der Salbeipflanze. Alle
weiteren Behandlungen mit Einzelpilzen bzw. der Pilzmischung Symbivit fihrten zu
einer Symbiosebildung. Insgesamt gab es jedoch nur bei der Messung der
Wurzeltrockenmasse eine signifikante Erhohung durch Mykorrhizierung. Bei der
Gesamttrockenmasse insgesamt konnte keine Erhéhung gemessen werden. Durch
die zwei verschiedenen Phosphordingestufen konnte ebenfalls keine Erhéhung der
Gesamtbiomasse festgestellt werden.

Untersuchungen der Antioxidativen Wirkungen der Gesamitflavonoide, der
Gesamtphenole, der Rosmarinsaure sowie der Kaffeesdure zeigten, dass es
aufgrund von Inokulation mit unterschiedlichen AM-Pilzen beziehungsweise der
Pilzmischung, insgesamt zu keinen signifikanten Erhohungen der Antioxidativen
Aktivitat in der Blattmasse gekommen ist.

In den Wurzeln fand sich der einzige signifikante Unterschied zwischen der halben P-
Dingung und dem Einzelpilz Glomus intraradices wobei die halbe P-Dingung einen
signifikant niedrigeren Wert zeigte. Weiters war der Gehalt an Kaffeesdure bei den
Pflanzen die mit der Pilzmischung Symbivit behandelt waren signifikant niedriger als

die der Kontrollvariante sowie der Behandlung mit der halben Phosphordiingung.
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6.ZUSAMMENFASSUNG

Die Ermittelung des Gesamtphosphorgehaltes in den Bléattern ergab eine signifikante
Erhéhung durch die Pilzmischung Symbivit sowie durch den AM-Pilz Glomus
mosseae zur Kontrollvariante. Durch die volle Phosphordiingung war der P-Gehalt in
den Blattern ebenso signifikant erhoht.

In den Wurzeln ergab nur die Anwendung der vollen P-Dingung eine signifikante
Erhéhung des Gesamtphosphors zur Kontrollvariante. Da durch Inokulation mit dem
AM-Pilz Gigaspora rosea keine Symbiose entstand und in dieser Variante gleichzeitig
der geringste Gehalt an Phosphor gemessen wurde, kann auf die positive Wirkung

der Mykorrhiza in Bezug auf die Phosphoraufnahme geschlossen werden.

Diese Studie ergab somit keine eindeutigen Steigerungen der Gesamtbiomasse in
den Salbeiblattern aufgrund einer Inokulation von AM-Pilze beziehungsweise
unterschiedlichen P-Dingungsstufen.

Gerade bei den Stoffen, die eine Antioxidative Aktivitat zeigen, ware noch einiges an

Forschungsarbeit moglich.
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