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1. Einleitung

Der Kulturapfel ist die bekannteste Art der Gattung Malus aus der groflen Familie der
Rosengewdchse (Rosacea). Er ist das meist produzierte Obst in Deutschland mit einer
Anbauflache von rund 34.000 ha im Jahr 2017 und einem durchschnittlichen Ertrag von rund
950.000 t geernteter Friichte in den letzten 10 Jahren (statistisches Bundesamt, 2018a,b),
wobei die Sorte ,Elstar’ am haufigsten angebaut wird (BLE, 2017). Durch die weltweite
Produktion von Apfeln und ihrer Lagerung iiber mehrere Monate, kdnnen Apfel ganzjahrig im
Handel angeboten werden. Sowohl fiir den Transport als auch fiir die Langzeitlagerung muss
die Apfelfrucht eine gute Haltbarkeit aufweisen, die maligeblich durch die
Fruchtfleischfestigkeit bedingt wird. Die Fruchtfleischfestigkeit ist fiir den Konsumenten zudem
eines der wichtigsten Qualitatsparameter, da feste Friichte generell saftiger, knackiger und
weniger mehlig sind (Johnston et al., 2002a; Toivonen & Brummell, 2008). Jahrelange
Forschung auf zellularer sowie biochemischer und molekularbiologischer Ebene brachte
bereits viele Erkenntnisse Uber die Griinde des Weichwerdens der Apfelfrucht, jedoch ist die
Ursache fiir den Unterschied in der sortenspezifischen Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit
unbekannt. Um dieser Frage nachzugehen, muss das Reifeverhalten verschiedener Sorten
verglichen werden, indem die physiologischen Veranderung der
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme sowie der Einfluss des Reifungshormons Ethylen untersucht

werden.

1.1 Reife

Die Reife wird definiert als eine Summe von physiologischen und biochemischen Prozessen
fleischiger Friichte (Giovannoni, 2004; Gapper et al., 2013). Diese Prozesse zeichnen sich im
Allgemeinen durch Texturverdanderungen, wie einer Reduktion der Fruchtfleischfestigkeit, der
Einleitung des Kohlenhydratkatabolismus und der Ausbildung von Aromasubstanzen und
Farbstoffen aus, die letztlich zur GenieRbarkeit der Frichte fiihren. Friichte, die ihren
Reifebeginn mit einem Anstieg in der Fruchtrespiration und Ethylenproduktion anzeigen,
werden als klimakterische Friichte bezeichnet (Abbildung 1). Die Modellpflanze fiir dieses
Fruchtverhalten ist die Tomate (Solanum lycopersicum L., syn. Lycopersicon esculentum)
(Giovannoni, 2004).

Bei Apfelfriichten unterscheidet man weiterhin zwischen einer Pfliick- und Genussreife
(Abbildung 1). Zur Pfllickreife sind die Friichte zwar physiologisch reif und lassen sich pfliicken,
allerdings sind sie noch nicht genieBbar, d.h. die Friichte enthalten noch viele Gerbstoffe,
haben einen hohen Sauregehalt und wenig Aromastoffe. Die Genussreife erfolgt je nach Sorte

entweder unmittelbar im Anschluss an die Pfllickreife oder zeitlich versetzt wahrend der
1



Lagerung der Friichte (Streif, 2002). Es gibt verschiedene Methoden, um die Reife einer
Apfelfrucht zu messen und damit den optimalen Erntezeitpunkt zu finden, der einen
Kompromiss aus Haltbarkeit und Genussqualitdt darstellt. Die Bestimmung der
Ethylenkonzentration im hohlen Kerngehaduse (engl. ,internal ethylene concentration” (IEC))
beispielsweise ist zwar prazise und gibt wieder, ob die Frucht pre- oder postklimakterisch ist,
aber sie ist aufwendig und benétigt Laborgerdte, wie einen Gaschromatographen (GC).
Dagegen ist der Streif-Index (SI) eine praktikablere und im Feld anwendbare Methode zur
Bestimmung der Reife. Im SI wird die Fruchtfleischfestigkeit zusammen mit dem Gehalt an
I6slicher Trockensubstanz (Refraktometerwert) und dem Starkeabbauwert in folgender Formel

(1) zusammengefasst (Streif, 1996):

Fruchtfleischfestigkeit
§f = fleischfestig (1)

RefraktometerwertxStirkeabbaustufe

Das Ergebnis des SI-Quotienten ist eine dimensionslose Zahl, die lber mehrere Jahre fiir
einzelne Sorten ermittelt wurde. Auf diese Weise konnte fiir mehrere Sorte ein Erntefenster
auf Basis des SI-Wertes benannt werden, das den Erntebeginn und den Ernteschluss definiert.
Aus dieser empirischen Referenztabelle konnen Empfehlungen abgelesen werden, bei
welchem SI-Wert die Frichte einer Sorte fir welche Lagerungsmethode geerntet werden

sollten (KOB, 2017).

- - - - Ethylenproduktion
Fruchtfleischfestigkeit

physiologischer

Reifebeginn

Zeit

Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf der Fruchtfleischfestigkeit und der Ethylenproduktion der Tomate wahrend der
Fruchtreife nach Giovannoni (2004) sowie die Einteilung der drei Phasen (I, II, Ill) der
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme nach Johnston et al. (2002a).

Die Haltbarkeit einer Frucht im Anschluss an die Lagerung (engl. ,shelf life”) gibt wieder, wie

lange diese ohne Qualitdtsverluste bei Raumtemperatur (RT; 2242 °C) gehalten werden kann



(Streif, 2002). Dabei wird ein gutes shelf life mit einer geringen Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit assoziiert (Giovannoni, 2001) und die Fruchtfleischfestigkeitsabnahme
wiederum steht im Zusammenhang mit der Ethylenproduktion (Costa et al., 2005). Als
Fruchtfleischfestigkeit wird hierbei die mechanische Messung des Widerstandes bei
Kompression des Fruchtfleisches verstanden (Ruiz-May & Rose, 2013). Die Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit wahrend des Reifeverlaufs folgt einer sigmoidalen Funktion (Johnston et
al., 2002a), die durch drei Phasen charakterisiert ist (Abbildung 1):

I. Phase: es erfolgt kein oder lediglich ein geringer Festigkeitsabbau;

Il. Phase: es kommt zu einem schnellen und deutlichen Festigkeitsabbau;

lll. Phase: das Endniveau mit einem Verlust von 25-50 % des Festigkeitsabbaus wird

erreicht.

Eine Verlangerung der |. Phase ist moglich durch den Einsatz von 1-Methylcyclopropen
(1-MCP), welches an die Ethylenrezeptoren bindet, ohne dabei jedoch eine Ethylenantwort
auszuldsen, die die Reife vorantreibt (Watkins, 2006). Eine Verklirzung der |. Phase ist durch
die Zugabe von Ethylen moglich, welches die Reife beschleunigt und somit auch die Abnahme
der Fruchtfleischfestigkeit. Apfelsorten kénnen anhand der Lange der I. Phase in die zwei
Festigkeitstypen ,festbleibend mit langer I. Phase” und ,weichwerdend mit kurzer I. Phase”
eingeteilt werden (Johnston et al., 2002a). Eine typischerweise lange festbleibende Sorte ist
,Fuji (Tatsuki et al.,, 2007, Wei et al., 2010; Wang & Xu, 2012), eine typisch schnell
weichwerdende Sorte hingegen ,Golden Delicious’ (Wei et al., 2010; Tan et al., 2013; Sunny et
al., 2016).
Neben einer Einteilung in die Festigkeitstypen, kann eine Einordnung anhand einer Verkiirzung
der I. Phase durch Ethylen- oder Kaltereiz erfolgen. Hierbei werden die drei Kategorien des
Weichwerdens unterschieden (Johnston et al., 2002b; Kittemann, 2012):

1. Kategorie: Kurze |. Phase, unabhangig von der Reizung;

2. Kategorie: Lange I. Phase, die durch die Reizung verkirzt wird;

3. Kategorie: Lange I. Phase, unabhangig von der Reizung.
So sind die Sorten der Kategorien 1 und 3 ethyleninsensitiv und die Sorten der Kategorie 2
ethylensensitiv. Sorten, die der Kategorie 1, 2 und 3 entsprechen, sind ,Golden Delicious’ (Wei
et al., 2010), ,Granny Smith’ (Johnston et al., 2002b) und ,Fuji‘ (Wei et al., 2010).
Da die Pfllickreife beim Apfel durch Ethylen initiiert wird und mit zunehmender Reife ein
Abbau der Fruchtfleischfestigkeit erfolgt, dessen Beginn aber je nach Sorte variiert, muss es
einen Zusammenhang zwischen der Ethylenproduktion sowie der Ethylensensitivitat zur
Fruchtfleischfestigkeit geben. Um diesem Zusammenhang nachgehen zu kénnen, muss zuerst

der Ablauf der fruchteigenen Ethylenproduktion sowie die Reaktion auf Ethylen bekannt sein.



1.2 Ethylen

Ethylen ist ein Phytohormon, das fiir die Entwicklung der Pflanze essentiell ist und als Stress-
oder Reifungshormon vielfdltige physiologische Prozesse steuert. Alle Pflanzen produzieren
Ethylen in der Ethylenbiosynthese und reagieren mit einer Ethylenantwort UGber die
Ethylensignaltransduktion (Zemlyanskaya et al., 2017). Hoheren Pflanzen werden zwei
Ethylensysteme zugeschrieben. Die Produktion von Ethylen im System 1 erfolgt wahrend der
vegetativen Entwicklung sowie bei Stress, im System 2 dagegen wahrend der generativen
Entwicklung und Fruchtreife. Das System 1 arbeitet autoinhibitorisch und inhibiert seine
Synthese, das System 2 arbeitet im Unterschied dazu autokatalytisch und stimuliert die

Synthese (Barry & Giovannoni, 2007).

1.2.1 Ethylenbiosynthese

Die maRgeblichen Enzyme der Ethylenbiosynthese sind die ACC-Synthase (ACS), die
S-Adenosylmethionin (SAM) zu 1-Aminocyclopropancarboxylsdure (ACC) katalysiert, und die
ACC-Oxidase (ACO), die aus ACC Ethylen formt. Das Substrat der ACS stammt urspriinglich von
der Aminosaure Methionin. Die Umsatzrate in der Bildung von Ethylen wird hauptsachlich von
der ACS kontrolliert (Vanderstraeten & Van Der Straeten, 2017). In der Apfelfrucht befindet
sich die ACS vorwiegend im Fruchtfleisch und die ACO eher in der Schale (Lara & Vendrell,
2003; Vilaplana et al., 2007). Apfelsorten weisen ein unterschiedliches Spektrum an der Menge
des produzierten Ethylens auf (Brackmann & Streif, 1994). Dabei ist ,Fuji‘ typischerweise ein
niedriger und ,Golden Delicious’ ein hoher Ethylenproduzent (Brackmann & Streif, 1994;
Wakasa et al., 2006).

Von den entsprechenden Genen der Ethylenbiosynthese-Enzyme besitzt der Apfel 19
unterschiedliche ACS- (Li et al., 2013) und 4 ACO-Gene (Wiersma et al., 2007). Allerdings
stehen von diesen insgesamt 23 Genen nur 3 mit der Fruchtreife im Zusammenhang. Hiervon
werden MdACS1 und MdACOL1 erst zur Pfliickreife exprimiert (Wiersma et al., 2007; Li et al.,
2010; Harb et al., 2012) und MdACS3a bereits bis zu 6 Wochen vorher (Wiersma et al., 2007;
Varanasi et al., 2011; Tan et al., 2013). Angesichts der geringen Anzahl an Studien mit
mehreren Sorten ist eine Einteilung der Genexpression von MdACS3a, MdACS1 und MdACO1
zum Festigkeitstyp nicht zweifelsfrei moglich. Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen lasst
sich nur vermuten, dass die Expression von MdACS3a keinen Bezug zum Festigkeitstyp hat
(Varanasi et al., 2011), aber die Expression von MdACS1 und MdACO1 in weichwerdenden
Sorten hoher ist als in festbleibenden (Tatsuki et al., 2007; Tan et al., 2013).

Aufgrund des unterschiedlichen Zeitpunktes der Expression von MdACS3a und MdACS1, wird
MdACS3a dem Ethylensystem 1 und MdACS1 dem Ethylensystem 2 zugeordnet (Wang et al.,

2009; Li et al., 2013; Tan et al., 2013). Daraus wird geschlossen, dass die Initiierung der Reife
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mit dem Anstieg der Expression von MdACS3a erfolgt und die Reife erst mit dem Erreichen
bzw. Uberschreiten des Maximums beginnt und somit die Expression von MdACS3a den
Ubergang vom Ethylensystem 1 zu 2 steuert.

Die Behandlung reifer Frichte mit 1-MCP wahrend der autokatalytischen Phase
(Ethylensystem 1) fihrt zu einer Hemmung der Genexpression von MdACS1 und MdACO1
(Tatsuki et al., 2007; Yang et al., 2013) und zu einer reduzierten Enzymaktivitat, die vermutlich
aus einer geringeren Menge an translatiertem ACS- und ACO-Protein resultiert (Tian et al.,
2002; Vilaplana et al., 2007). Die Genexpression von MdACS3a dagegen wird nicht durch
1-MCP beeinflusst (Varanasi et al., 2011; Tan et al., 2013). Die Zugabe von exogenem Ethylen
auf reife Friichte fordert die Genexpression von MdACS1 und MdACOL1 (Yang et al., 2013) und
sollte auch deren Enzymaktivitat fordern. Dagegen wird die Genexpression von MdACS3a
durch Ethylen gehemmt (Tan et al., 2013). Bislang unklar ist, ob die 1-MCP-und Ethylen-
Wirkung auf festbleibende und weichbleibende Sorten generell unterschiedlich ist oder in
Abhangigkeit der Hohe der Ethylenproduktion steht und ob sich diese Unterschiede auch im

Bereich der Ethylensignaltransduktion widerspiegeln.

1.2.2 Ethylensignaltransduktion

Die Pflanze reagiert auf Ethylen je nach Entwicklungszustand und Gewebe mit einer
mannigfaltigen Ethylenantwort. Die Ethylenantwort beginnt mit der Bindung des Ethylens an
die Ethylenrezeptoren, die aus drei Elementen aufgebaut sind (Abbildung 2):

1. Die N-terminale transmembrane Domane, die die Ethylen-Bindungsstelle formiert;

2. Die GAF-Domane, die aus den drei Proteinen cGMP-spezifischer Phosphodiesterase,
Adenylylcylase und FhIA besteht und fiir die Bindung zwischen den Ethylenrezeptoren
sorgt;

3. Die C-terminale Kinase, die (iber Phosphorylierung andere Proteine aktiviert und um
eine Empfanger-Domane erganzt sein kann.

Pflanzen besitzen mehrere unterschiedliche Ethylenrezeptoren, die sich anhand der in ihnen
enthaltenden Elemente unterscheiden. Durch diese Unterscheidung werden die
Ethylenrezeptoren in zwei Gruppen eingeteilt (Lacey & Binder, 2014) (Abbildung 2): Bei den
Ethylenrezeptoren der Gruppe | besteht die erste Einheit aus drei transmembranen Schleifen,
die der Gruppe Il besitzen eine Schleife mehr, wobei diese vierte Schleife vermutlich als
Signalsequenz fungiert. Die dritte Einheit, die C-terminale Kinase, ist eine Histidin Kinase, die in
der Gruppe | voll funktionsfahig ist, der aber in der Gruppe Il einige funktionelle Elemente

fehlen (Shakeel et al., 2013).



1. Einheit: 2. Einheit: 3. Einheit:

Allg. Struktur: N-terminale C-terminale
transmembrane Domane Kinase *

Gruppe I: Vollstindige
Histidin-Kinase |*

. . Unvollstindige +
ruppe Il Histidin-Kinase |~

Abbildung 2: Allgemeine Struktur der Ethylenrezeptoren und der spezielle Aufbau der Gruppe I- und II-
Ethylenrezeptoren nach Shakeel et al. (2013); GAF= cGMP-spezifischer Phosphodiesterase,
Adenylylcylase und FhlA; ED = Empfianger-Domane.

Das aktuelle Modell des Ethylensignaltransduktionsweges folgt einem nahezu linearen Ablauf
(Abbildung 3). Die erste Einheit der Ethylenrezptoren befindet sich in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums. Die zweite und dritte Einheit ragen ins Cytosol der Zelle. Um
Ethylen binden zu kdénnen, missen zwei Ethylenrezeptoren mittels Disulfid-Briicken einen
Homodimer bilden. Alle Ethylenrezeptoren sind in der Lage, Ethylen in Anwesenheit von einem
Kupfer-lon zu binden (Lacey & Binder, 2014). Uber die zweite Einheit des Ethylenrezeptors
kénnen sich verschiedene Ethylenrezeptordimere miteinander verbinden und so einen
Komplex bilden, welcher der Signalverstarkung und der Feinabstimmung der Ethylenantwort
dient (Kendrick & Chang, 2008). Weiterhin wurde experimentell festgestellt, dass eine
Reduzierung der Anzahl der Rezeptoren zu einer erhéhten Ethylensensitivitdt und umgekehrt
fihrt (Tieman et al., 2000; Hall & Bleecker, 2003; Kevany et al., 2007). Die Signalweiterleitung
nach der Bindung von Ethylen erfolgt vorrangig tiber die Proteinkinase CONSTITUTIVE TRIPLE
RESPONSE (CTR) 1. CTR1 kann mit allen Ethylenrezeptoren physisch interagieren, jedoch
interagiert CTR1 starker mit den Rezeptoren der Gruppe |, die eine voll funktionsfahige dritte
Einheit besitzen. Auch die Empfanger-Doméne scheint eine wichtige Rolle in der Modulation
der Ethylenantwort zu spielen (Shakeel et al., 2013). Solange Ethylen nicht gebunden ist, ist
der Ethylenrezeptor inaktiv und CTR1 aktiv. Erst mit der Bindung von Ethylen geht im
Ethylenrezeptor eine Konformitatsveranderung vor und inaktiviert somit CTR1. Dadurch wird
eine Signalkaskade ausgelost, die dazu flihrt, dass die Expression der ETHYLENE RESPONSE
FACTOR (ERF)-Gene im Zellkern beginnt (Ju & Chang, 2015). Das Translationsprodukt der ERF-
Gene sind Transkriptionsfaktoren, die die Regulierung der ethylenresponsiven Gene steuern.
Dies sind in der reifen Frucht beispielsweise Gene, die die Ethylenproduktion, die
Texturveranderung oder die Aromabildung regulieren. Mit der Aktivierung der ERF-Gene endet

der Ethylensignaltransduktionsweg (Liu et al., 2015).
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Abbildung 3: Vereinfachtes Schema der Entstehung der Ethylenantwort nach Shakeel et al. (2013) und Ju & Chang
(2015). Sobald Ethylen (C,H;) an den Ethylenrezeptor bindet, dessen Bindungsstelle sich in der
Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) befindet, wird die Proteinkinase CONSTITUTIVE
TRIPLE RESPONSE 1 (CTR1) aktiviert und 16st eine Signalkaskade aus, die im Zellkern die Expression
der ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERF)-Gene startet. Deren Produkt, die ERF-
Transkriptionsfaktoren, I6sen die Expression der diversen Gene der Ethylenantwort aus.

Beim Apfel sind 9 Ethylenrezeptor-Gene bekannt. Hierbei gehéren Md-ETHYLENE RESISTANT (ETR)
1, MdETR1b, MdETR101, Md-ETHYLENE RESPONSE SENSOR (ERS) 1 und MdERS2 zur Gruppe | und
MdETR2, MdETR102, MdETR5 und MdETR105 zur Gruppe Il (Ireland et al., 2012). Allerdings
werden in den meisten Studien lediglich MdERT1, MdETR2 sowie MdERS1 und MAERS2
betrachtet. Die Mehrheit der Studien belegt keine Veranderung im Reifeverlauf in der
Expression von MdETR1 (Wiersma et al., 2007; Tatsuki et al., 2007, 2009; Li et al., 2010; Harb
et al., 2012; Varanasi et al., 2013; Yang et al., 2013) oder von MdCTR1 (Dal Cin et al., 2006; Li
et al., 2010; Harb et al., 2012; Yang et al., 2013). Dagegen steigt die Expression von MdETR2
(Wiersma et al., 2007; Li et al., 2010; Varanasi et al., 2013; Yang et al., 2013) und MdERS2 im
Verlauf der Reife an (Tatsuki et al., 2009; Li et al., 2010; Varanasi et al., 2013; Yang et al.,
2013). Uber die Expression von MdERS1 wahrend der Reife existieren sowohl fiir dieselbe
Sorte (Dal Cin et al., 2006; Wiersma et al., 2007; Li et al., 2010; Varanasi et al., 2013; Yang et
al., 2013), als auch fir verschiedene Sorten unterschiedliche Beobachtungen (Wiersma et al.,
2007; Harb et al., 2012), die von einem konstanten Verlauf bis hin zu einem Anstieg wahrend
der Reife fihren. Die Genexpression des Transkriptionsfaktors MAERF1 nimmt je nach Sorte zu
(Wang et al., 2007; Harb et al., 2012; Yang et al., 2013) oder bleibt konstant niedrig (Wang et
al., 2007; Harb et al., 2012). Aufgrund der Existenz nur weniger sortenvergleichender Studien

ist eine Einteilung der Genexpression zu den Festigkeitstypen nicht eindeutig, trotzdem ist eine
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Tendenz dahingehend zu erkennen, dass die Genexpression von MdETR1 (Tatsuki et al., 2007)
und MdCTR1 (Li et al., 2010) nicht mit den Festigkeitstypen in Zusammenhang steht, aber die
Genexpression von MAETR2 (Li et al., 2010) und MAERF1 (Wang et al., 2007) in
weichwerdenden Sorten hoher ist als in festbleibenden. Weiterhin zeigt sich eine Tendenz in
Genexpression von MdERS1 (Tatsuki et al., 2009; Harb et al., 2012) und MdERS2 (Tatsuki et al.,
2007, 2009) mit hoheren Werten bei festbleibenden Sorten als bei weichwerdenden.
Unabhangig von der Sorte ist belegt, dass die Genexpression von MdETR2, MdERS1, MdERS2
(Dal Cin et al., 2006; Tatsuki et al., 2007; Varanasi et al., 2013; Yang et al., 2013) und MdERF1
(Wang et al., 2007; Yang et al., 2013) durch 1-MCP reduziert wird. Die Wirkung von 1-MCP auf
MdETR1 und MdACTR1 ist nicht eindeutig. Einige Studien deuten hingegen weder auf eine
Veranderung in der Genexpression von MdETR1 (Tatsuki et al., 2009; Varanasi et al., 2013)
bzw. MdCTR1 (Dal Cin et al., 2006) noch auf eine Abnahme mit zunehmender Reife bei
MdETR1 (Dal Cin et al., 2006; Yang et al., 2013) bzw. bei MdCTR1 (Yang et al., 2013) hin.
Wahrend des Shelf lifes fordert die Zugabe von exogenem Ethylen die Expression von MdETR1,
MdETR2, MdERS1, MdERS2 und MdERF1, wobei die Erhohung der Expression von MdETR1
deutlich geringer ist als bei den anderen Rezeptoren (Yang et al., 2013).

Die Unterschiede im Festigkeitstyp ergeben sich demzufolge bereits durch eine differenzierte
Ethylenbiosynthese als auch Ethylenantwort. In welcher Weise sich diese auf die Verdanderung
der Fruchtfleischfestigkeit auswirken, muss durch Aufklarung der Zellwandverdanderung

untersucht werden.

1.3 Zellwand

Man nimmt an, dass die Fruchtfleischfestigkeit hauptsachlich durch die Zellarchitektur und den
Zellturgor der Parenchymzellen des Kortex fleischiger Friichte bestimmt wird. Dabei beschreibt
die Zellarchitektur die Zusammensetzung der Zellwand sowie die Form und GrofRe der Zellen
und Interzellularen (Harker et al., 1997; Johnston et al., 2002a; Ruiz-May & Rose, 2013). Bei
Apfelfriichten tendieren Sorten mit groRReren Zellen (Johnston et al., 2002a; Allan-Wojtas et al.,
2003; Dong & Song, 2004) oder Interzellularen zu einer geringeren Fruchtfleischfestigkeit
(Allan-Wojtas et al., 2003; Dong & Song, 2004; McAtee et al., 2009; Ng et al., 2013). Die
Zusammensetzung der Zellwand variiert je nach Entwicklungsstand des Gewebes und wird in
Abhdngigkeit von biotischen und abiotischen Faktoren durch zellwandmodifizierende Proteine
auf-, um- oder abgebaut (Caffall & Mohnen, 2009; Ruiz-May & Rose, 2013). Daher ist es
notwendig, neben dem Zellwandaufbau auch die fir die Fruchtreife relevanten

zellwandmodifizierenden Proteine ndher zu betrachten.



1.3.1 Aufbau und Zusammensetzung der Zellwand

Die Zellwand besteht aus den Zellwandkomponenten Pektin, Hemizellulose und Zellulose,
sowie Strukturproteinen (Caffall & Mohnen, 2009; Ruiz-May & Rose, 2013). Die pflanzliche
Zellwand bildet sich nach erfolgreicher Mitose wahrend der Cytokinese aus der Zellplatte
heraus (Abbildung 4). Die Zellplatte besteht zundchst aus einer Ansammlung von
Strukturproteinen und Golgi-Vesikeln, die pektin- und hemizellosehaltiges Material enthalten.
Durch die Verschmelzung der Golgi-Vesikel wachst die Zellplatte weiter aus und wird im Zuge
der Reifung durch Zellulose verstarkt. Sobald die so gereifte Zellplatte die Zellwand der
Mutterzelle erreicht hat, ist eine neue Zellwand entstanden, die nun die Tochterzellen

separiert (Drakakaki, 2015).

Zellulose
° e °
° LR ™ °
° ° ° :
Zellplatte e ® ° d
{} ., & R
® ° o Y ° o [ )
™ ° ° ° °
° ° ° °
|
Golgi-Vesikel

Abbildung 4: Schema der Bildung einer Zellwand wahrend der Cytokinese nach Smertenko et al. (2017). Durch die
Verschmelzung der pektin- und hemizellulosehaltigen Golgi-Vesikel wachst die Zellplatte aus, bis
diese die Zellwand der Mutterzelle erreicht. Im Zuge der Reifung wird die Zellplate durch Zellulose
stabilisiert.

Die so neu entstandene Zellwand besteht bei Friichten aus zwei Schichten, der Mittellamelle,
die benachbarte Zellen verbindet, und der ihr innen anliegenden Primarwand. Die Grenzen
dieser zwei Schichten gehen dabei ineinander Uber. Pektin ist Hauptbestandteil der
Mittellamelle und Hemizellulose sowie Zellulose der Primarwand. Die einzelnen
Zellwandkomponenten sind komplexe Polymere, die vielfaltig miteinander verbunden sind

(Caffall & Mohnen, 2009; Ruiz-May & Rose, 2013).

Pektin

Pektin besteht aus mehreren Gruppen von Polysacchariden, denen ein Gerist aus
Galakturonsauremonomeren gemein ist. Bei Friichten werden 4 Gruppen unterschieden, von

denen lediglich zwei eine tragende Rolle wahrend der reifebedingten

9



Fruchtfleischfestigkeitsabnahme spielen (Ruiz-May & Rose, 2013). Dies ist zum einen
Homogalakturonan (HG), welches ein lineares Polymer aus bis zu 100
Galakturonsauremonomeren ist, die verschieden stark mit Methylestern und Acetylresten
versehen sind, und zum anderen Rhamnogalakturonan (RG) I, welches ein heterogenes
Polymer ist, das alternierend aus Galakturonsdaure und Rhamnose besteht. Die
Rhamnoseeinheit kann Seitenketten aus Zuckern, wie Galaktose oder Arabinose, tragen
(Caffall & Mohnen, 2009).
Je nach der Zusammensetzung der Pektinpolymere bildet sich ein mehr oder weniger
hydratisiertes Gel aus, welches die Porositat der Zellwand bestimmt und im Gegenzug Einfluss
auf die Festigkeit und Stabilitat der Zellwand nimmt. Die Porositat bestimmt daneben auch den
Austausch von Zellflissigkeit und enthaltener Molekiile zwischen Apoplast und Protoplast. Je
hydratisierter das Gel ist, desto pordser und flexibler ist die Zellwand, aber desto geringer ist
die Festigkeit und Stabilitdt der Zellwand (Bidhendi & Geitmann, 2016). Obwohl noch vieles
Uber die Funktion und Bindung der einzelnen Pektinpolymere unbekannt ist, so konnten
folgende Auswirkungen der Bindung der Pektinpolymere auf die Zellwand gezeigt werden:
HG-Quantitat:
Die Menge an HG beeinflusst die Flexibilitat der Pektinpolymere. Je weniger HG in der
Zellwand vorkommt, desto flexibler ist die Zellwand (Levesque-Tremblay et al., 2015).
Grad der Methylierung (engl. ,, degree of methylation” (DM)) des HGs:
HGs werden mit einem hohen DM im Golgi synthetisiert und erst in der Zellwand wird der
DM enzymatisch reduziert (Bidhendi & Geitmann, 2016). Je héher der DM ist, desto
hydratisierter ist das Pektingel (Levesque-Tremblay et al., 2015). Infolge enzymatischer
Entfernung der Methylgruppen entstehen an den HG-Strangen negativ geladene Carboxyl-
Gruppen, die sich gegenseitig abstofen und damit die Porositdt erhohen. An diesen
negativ geladenen Gruppen bilden sich bei ausreichender Kalziumversorgung der Pflanze
Gber Kalziumionen die sogenannten Eierkarton- (engl. , egg box“) Strukturen aus. Diese
ionische Bindung der HG-Strdnge sorgt fiir einen starken Zusammenhalt der
Pektinpolymere und erhéht damit die Festigkeit der Zellwand (Hocking et al., 2016).
Seitenketten des RG I:
Die Seitenketten am RG | wirken wie Anker, die die Pektinpolymere in der Zellwand
befestigen (Caffall & Mohnen, 2009; Paniagua et al., 2014; Bidhendi & Geitmann, 2016)
und so zur Flexibilitat der Zellwand beitragen. Gleichzeitig sorgt die Kettenlange fiir eine
Stabilitdt dieser Ankerwirkung, die mit abnehmender Kettenldnge nachlasst (Brummell,
2006). Welcher Zucker als Seitenkette des RG | angehangt ist, beeinflusst die Gelierung

des Pektins. So erhoht galaktanreiches RG | im Vergleich zu arabinanreichem RG | die
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Festigkeit der Zellwand, arabinanreiches RG | dagegen erhoht die Porositat der Zellwand
(Bidhendi & Geitmann, 2016).
Die Zusammensetzung der Pektinpolymere bestimmt somit wie porés und flexibel die
Pektinmatrix ist und damit positiv den Flissigkeitsaustausch zwischen Apo- und Protoplast.
Allerdings stehen diese Porositdat und Flexibilitdt im negativen Kontrast zur Festigkeit und

Stabilitat der Zellwand.

Hemizellulose

Hemizellulosen umfassen eine strukturell heterogene Gruppe von Polysacchariden, die wenig
oder nicht verzweigt sind, wie beispielsweise Xyloglukane, Xylane oder Mannane.
Hemizellulosen werden wie Pektinpolymere im Golgi synthetisiert und via Vesikel zum
Apoplasten transportiert. Hemizellulosen umbhillen (Gber Wasserstoffbriicken die
Zellulosemikrofibrillen. Dies flihrt zwar zu einer Schwachung der Zugfestigkeit des
Zellulosenetzwerks, gleichzeitig wird aber die Flexibilitdit des Zellulosenetzwerks erhoht.
Hemizellulosen binden ebenso an Pektinpolymere und sorgen damit fiir eine Einbettung des
Zellulosenetzwerkes in die Pektinmatrix (Caffall & Mohnen, 2009). Xyloglukan ist das haufigste
Hemizellulose-Polysaccharid in der Zellwand von Dikotylen. Xyloglukan besteht aus einem
Glukosegerist, an das Xyloseeinheiten gekniipft sind. An diese Xyloseeinheiten koénnen

weitere Zucker wie Galaktose angehangt werden (Park & Cosgrove, 2015).

Zellulose

Zellulose besteht aus langen Ketten von Glukoseeinheiten und wird von
Zellulosesynthasekomplexen synthetisiert, die sich in dem Plasmalemma befinden. Die
Glukoseketten vereinen sich zu Mikrofibrillen, die sich netzartig anordnen. Die Mikrofibrillen
sorgen fiir die hohe Zugkraft der Zellwand, die sie sehr stabil, aber auch unflexibel macht (Ruiz-
May & Rose, 2013; Bidhendi & Geitmann, 2016). Die Zellulosemikrofibrillen sind durch ihre

Anordnung relativ resistent gegenliber enzymatischem Abbau (Bonnin & Lahaye, 2013).

Strukturptoteine

Strukturproteine kommen zu einem geringen Anteil in der Zellwand vor und bestehen aus
einer Gruppe von Glykosiden, die einen mehr oder weniger proteinhaltigem Charakter haben.
Ihnen wird eine tragende Rolle in der Zellwandverstarkung zugesprochen (Caffall & Mohnen,

2009; Ruiz-May & Rose, 2013).

Der Verbund aus Pektinpolymeren, Hemizellulosen, Zellulose und Strukturproteinen sorgen so

gleichermalien fir Elastizitat und Flexibilitat als auch fiir Stabilitat und Festigkeit der Zellwand.
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Damit die Frucht wahrend des Wachstums und der Reife an abiotischen und biotischen

Faktoren anpassen kann, unterliegt die Zellwand zahlreichen Veranderungen.

1.3.2 Verdnderung der Zellwand wahrend der Fruchtreife
Wahrend des Wachstums benétigt die Frucht vorrangig flexible Zellwandverbindungen und in
der ausgewachsenen Frucht dann eher stabile Verbindungen (Caffall & Mohnen, 2009). Die
zunehmende Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit wahrend der Fruchtreife der
ausgewachsenen Frucht diente urspriinglich vermutlich der Steigerung der Attraktivitat der
Frucht fiir Tiere, damit diese zur Samenvermehrung beitragen (Giovannoni, 2004). Diese
Abnahme wird hervorgerufen durch einen Verlust des Zell-Zell-Zusammenhalts und
Veranderung der mechanischen Eigenschaften der Zellwand, die wiederum verursacht werden
durch die Depolymerisation der Zellwandkomponenten und ihrer Solubilisierung durch
zellwandmodifizierende Proteine (Johnston et al., 2002a; Paniagua et al., 2014). Dabei ist die
pektinreiche Mittellamelle, welche die Zell-Zell-Verbindung herstellt, der magebliche Ort fiir
die Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit. Wesentliche Veranderungen in der Pektinmatrix
erfolgen durch enzymatischen Ab- und Umbau (Ruiz-May & Rose, 2013; Paniagua et al., 2014).
Den folgenden zellwandmodifizierenden Proteinen werden dabei die wichtigsten
reifebedingten Verdanderungen der pektinhaltigen Zellwandbestandteile in der Frucht
zugesprochen (Abbildung 5):
Polygalakturonase:
Polygalakturonasen (PG) sind Enzyme, die durch Hydrolyse die glykosidische Bindung der
Galakturonsaureeinheiten im HG-Gerilst auflosen. Dabei katalysierten endo-PGs diese
Reaktion zwischen den Galakturonsaureeinheiten, wobei kiirzere HGs produziert werden,
und exo-PGs agieren von der terminalen Position des HG-Gerilstes, wobei
Galakturonsauremonomere entstehen (Senechal et al., 2014). Essenziell fur die PG-Aktivitat
ist ein niedriger DM des HG-Geristes (Senechal et al., 2014; Levesque-Tremblay et al.,
2015). Dabei konnte fir den Apfel nachgewiesen werden, dass das Gen MdPG1 eine
tragende Rolle im Zusammenhang mit der Fruchtfleischfestigkeit hat (Atkinson et al., 2012).
Pektatlyase:
Pektatlyasen (PL) sind Enzyme, deren Substrat ebenfalls HGs mit einem niedrigem DM sind,
allerdings spalten PLs die Galakturonsaureeinheiten mittels B-Elimination, so dass kiirzere
HGs entstehen (Bonnin et al., 2014; Senechal et al., 2014). Uber die Anzahl der PL-Gene im
Apfel ist nichts bekannt. Bei der Tomate sind 22 Gene bekannt, von denen lediglich eines in

der reifen Frucht exprimiert wird (Yang et al., 2017)
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B-Galaktosidase:
B-Galaktosidasen (GAL) sind Enzyme, die vom nicht reduzierten Ende der Galaktankette die
Galaktosyleinheiten hydrolysieren, so dass Galaktosemonomere entstehen und die
Galaktankette sich verkirzt. Beim Apfel sind mehrere Gene bekannt, von denen die
Expression von MdGAL1 zur Reife am starksten ansteigt (Yang et al., 2018).

a-L-Arabinofuranosidase:
o-L-Arabinofuranosidasen (AF) sind Enzyme, welche die Arabinofuranosyleinheiten vom
nicht-reduzierenden Ende der Arabinankette hydrolysieren, so dass Arabinosemonomere
frei werden und sich die Arabinankette verkiirzt (Tateishi, 2008). In der Apfelfrucht werden
drei Gene exprimiert, von denen MdAF1 und MdAF3 wahrend der Reife ansteigen (Nobile
etal., 2011; Storch et al., 2015).

Pektinmethylesterase:
Pektinmethylesterasen (PME) sind Enzyme, welche die Methylester unter Freiwerdung
eines Protons und Methanols am HG-Gerist entfernen, wobei an der
Galacturonsaureeinheit eine negativ geladene Carboxigruppe entsteht (Levesque-Tremblay
et al., 2015). In der reifen Apfelfrucht konnten bisher drei Gene identifiziert werden, von

denen MdPME1 am starksten exprimiert wird (Gwanpua et al., 2016b).

RGI

O GalA 4 Methylgruppe O Rha OGaI D Ara

Abbildung 5: Homogalakturonan (HG) und Rhamnogalakturonan (RG I) sowie der Schnittstelle fiir das jeweilige
zellwandmodifizierenden Proteine nach Wang et al., (2018). GalA = Galakturonsiure; Rha =
Rhamnose; Gal = Galaktose; Ara = Arabinose; PME = Pektinmethylesterase; PG = Polygalakturonase;
PL = Pektatlyase; GAL = B-Galaktosidase; AF = a-L-Arabinofuranosidase.

Da auch die anderen Zellwandkomponenten ihren Teil zur Zellwandstabilitdt und damit zur
Fruchtfleischfestigkeit beitragen, ist nicht nur die Pektindepolymerisation relevant fir die

Fruchtfleischfestigkeitsabnahme, sondern auch die Verdanderung des Verbundes aus
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Hemizellulose, Zellulose und Strukturproteinen (Payasi et al., 2009). Die hierbei maRgeblichen

zellwandmodifizierenden Proteine in der reifen Frucht sind (Abbildung 6):

a-Expansin:

a-Expansine (EXPA) sind im Gegensatz zu den bisher genannten zellwandmodifizierenden
Proteinen keine Enzyme, sondern gehéren zu den Strukturproteinen. EXPAs trennen pH-
gesteuert die Bindung zwischen Zellulose und Hemizellulose und erhéhen somit die
Porositdt der Zellwand ohne Reduzierung der Stabilitdt und Festigkeit (Cosgrove, 2015,
2016; Marowa et al., 2016). Von den 34 bekannten EXPA-Genen im Apfel (Zhang et al.,
2014) spielen lediglich die Expression von MdEXP2 und MdEXP3 in der reifen Frucht eine
Rolle (Trujillo et al., 2012). Dabei ist die Expression von MdEXP3 lediglich zur Pfllickreife
erhoht (Goulao et al., 2008; Trujillo et al., 2012).

Xyloglukan-Endotransglykosylase/ -hydrolase:

Xyloglukan-Endotransglykosylasen/ -hydrolasen (XTH) sind Enzyme, welche die interne
Bindung der Glukankette des Xyloglukans spalten. Dabei wird das abgeschnittene
Xyloglukan entweder an ein weiteres Xyloglucanpolymer (Transglykosylase) geknupft, das
zum Umbau der Hemizellulosematrix fiihrt, oder mit Wasser (Hydrolase) gebunden wird,
womit die Xyloglukankette irreversibel verkiirzt und damit die Zellwandporositat erhoht
wird (Brummell & Harpster, 2001; Rose et al., 2002; Ekl6f & Brumer, 2010). Im Apfel sind 11
Gene bekannt, von denen MdXTH2 und MdXTH10 besonders hoch in reifen Friichten

exprimiert werden (Atkinson et al., 2009).

B-Xylosidase:

B-Xylosidasen (XYL) sind Enzyme, welche die Xyloseeinheiten vom nicht-reduzierden Ende
der Xylooligosachharide spalten, so dass Xylosemonomere entstehen und die Xylosekette
verkiirzt wird (Cleemput et al., 1997). Uber die Anzahl an XYL-Genen oder deren Expression
beim Apfel ist nichts bekannt, dagegen sind bei der Tomate zwei XYL-Gene bekannt, von

denen lediglich die Expression von LeXYL1 nach der Reife ansteigt (Itai et al., 2003).

Endo-Glukanase oder Zellulase:
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Endo-Glukanasen oder Zellulasen (EGase) sind Enzyme, welche die interne Bindung der
Glukoseeinheiten der Zellulose als auch der Hemizellulose hydrolysieren, so dass diese
Ketten kiirzer werden (Levy et al., 2002). Beim Apfel ist lediglich ein EGase-Gen bekannt (Li
et al., 2010), dessen Expressionsverlauf mit zunehmender Reife je nach Sorte

unterschiedlich verlauft (Li et al., 2010; Li & Yuan, 2008).
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Abbildung 6: Verkniipfung der Pektinmatrix mit dem Zellulosenetzwerk tiber Hemizellulosestrukturen und die
Schnittstellen der jeweiligen zellwandmodifizierenden Proteine nach Fry (1994), Bonnin & Lahaye
(2013) und Park & Cosgrove (2015). EXPA = a-Expansin; EGase = Endo-Glukanase; XYL = B-
Xylosidase; XTH = Xyloglukan-Endotransglykosylase/ -hydrolase.

All diese zellwandmodifizerenden Proteine sorgen vermutlich synergistisch fir die
Depolymerisation und Solubilisierung der Zellwand, indem die Porositat der Zellwand zunimmt
und damit auch die Substratverfliigbarkeit der Zellwandkomponenten fiir ihre jeweiligen
modifizierenden Proteine (Payasi & Sanwal, 2010; Paniagua et al., 2014; Bidhendi & Geitmann,
2016; Hocking et al., 2016). Die Fruchtfleischfestigkeit von reifen Apfelfriichten wird somit erst
einmal durch die Zusammensetzung der Zellwandpolymere und anschlieffend durch deren
Degradation bestimmt. Die Zellwandbeschaffenheit bestimmt Uber die direkte Festigkeit der
Zellwand hinaus auch die Form und GroRe der Zelle, die iber ihren Verbund weiteren Einfluss
auf die Fruchtfleischfestigkeit ausiibt. Daher ist anzunehmen, dass die Unterschiede im
Festigkeitstyp von Apfelsorten sowohl durch eine unterschiedliche Zusammensetzung der
Zellwand sowie der Zellform als auch durch eine unterschiedliche Regulation der
zellwandmodifizierenden Proteinen bestehen. Da die Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit
zeitlich mit der Reife und damit der Ethylenproduktion von Apfeln einhergeht, ist anzunehmen,
dass bei ethylensensitiven Sorten eine Beeinflussung der Friichte durch 1-MCP oder Ethylen
eine Auswirkung auf die Degradation der Zellwand sowie Zellform als auch der Regulation der

zellwandmodifizierenden Proteine hat.
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2. Ziel dieser Arbeit

Nach wie vor ist unklar, worin die sortentypische Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit im
Reifeverlauf von Apfelfriichten besteht. Um diese zu ergriinden werden Apfelsorten
verwendet, die sich in ihrem Festigkeitsverlauf und ihrer Ethylenproduktion in der Nach-Ernte-
Phase unterscheiden. Dabei gelten ,Elstar’ und ,Golden Delicious’ als weichwerdende und
,Pinova‘ als festbleibende Sorte. Weiterhin zdhlen ,Elstar’ und ,Pinova‘ zu den geringen und
,Golden Delicious’ zu den hohen Ethylenproduzenten. Weiterhin werden mittels des
Reifeinhibitors 1-Methylcyclopropen (1-MCP) sowie des Reifeférderers Ethylen die
Ethylensensitivitdt dieser Sorten geprift und der Einfluss dieser Behandlungen auf einige
reiferelevanten Parameter betrachtet. Neben der Bestimmung der Fruchtfleischfestigkeit, hier
als zentrales Merkmal der reiferelevanten Parameter, werden neben der fruchteigenen
Ethylenproduktion, die Genexpression sowie Aktivitat der Ethylenbiosynthese-Enzyme als auch
die Genexpression einiger Ethylenrezeptoren sowie Singalproteine als Parameter des
Ethylenreaktionsweges gemessen. Da die Fruchtfleischfestigkeit hauptsachlich durch den
Aufbau der Zellwand bedingt ist, werden als weitere reiferelevante Parameter die Aktivitat und
Genexpression einiger zellwandmodifizierender Proteine gemessen sowie anhand
histologischer Schnitte der zellulare Zustand nach Beendigung der Lagerung betrachtet. Die
Bestimmung dieser reiferelevanten Parameter wird herangezogen, um zum einen die
Unterschiede zwischen weichenwerdenden und festbleiben Sorten zu erfassen und zum
anderen die Abhéangigkeit zum Reifungshormon Ethylen festzustellen. Dabei sollen folgende
Arbeitshypothesen Uberprift werden, die detailliert in Tabelle 1 fir die einzelnen Parameter
wiedergegeben sind:
e Die reiferelevanten Parameter verandern sich in den weichwerdenden Apfelsorten friiher
bzw. starker als in festbleibenden Sorten, weil jene ethylensensitiv sind.
e Die Unterbrechung der reifebedingten Prozesse in der Apfelfrucht durch 1-MCP erfolgt bis
zu 7 Tage nach der Ernte und ist abhangig von der Ethylensensitivitat der Apfelsorte.
* Die Zugabe von exogenem Ethylen bewirkt bei ethylensensitiven Sorten unmittelbar nach
der Behandlung eine drastische Veranderung der reiferelevanten Parameter und verkirzt

die reifehemmende Wirkung durch 1-MCP unabhangig von der Ethylensensitivitat.
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Tabelle

1: Erwartetes Verhalten der reiferelevanten Parameter Fruchtfleischfestigkeit,
Ethylenproduktion, Enzymaktivitdt und Genexpression einer Apfelfrucht im zeitlichen
Verlauf nach der Ernte, im Unterschied zwischen weichwerdenden (weich) und
festbleibenden (fest) Apfelsorten sowie der Vergleich einer Behandlung mit
1-Methylcyclopropen (1-MCP) oder Ethylen zu einer Nichtbehandlung. { = nimmt ab/ist
geringer; = steigt an/ ist h6her; —= ist unverindert/besteht kein Unterschied.

. Zeitl. Sorte Behandlung
Reiferelevante Parameter i
Verlauf weich fest 1-MCP Ethylen
Fruchtfleisch-
festigkeit v v T T v
Ethylen-
Aktivitt der yien- 0 r J 0
Ethvlenbi th £ _ produktion
ylenbiosynthese-Enzyme: , - N 2 ¢ ¢ 2
ACO T ™ N2 N ™
Genexpression der ACO1 T T v v T
Eth Ienbiospnthese—Enz me: AGSL T T v v T
Y y YME Acs3 \’ $ o 0 -
ETR1 — — — —
Genexpression der ETR2 T NZ N% T
Ethylenrezeptoren: ERS1 N J ™ J ™
ERS2 N2 ™ N2 ™
Genexpression der CTR1 — — — —
Ethylensignalproteine: ERF1 J ™ N2 N2 ™
Aktivitat pektin- PME T T N% N2 —
modifizierender Enzyme:  GAL N ™ J J ™
PG T T N2 N2 T
Genexpression PL T T N2 NY T
pektinmodifizierender =~ GAL ™ ™ NY N2 T
Proteine: AF1 ™ T N% N% T
PME T T N2 N2 T
. _ EXP2 ™ ™ N2 N2 T
X e'neﬁplressmn | XTH2 ~ 2 ¢ ¢ 2
emizelllose-und S S
zellulosemodifizierender
Proteine: XYL T ™ N N2 T
EGase ™ ™ NY N2 T
Anzahl ) ™
d — —
. . Cortexzellen
Histologie: Anzahl
T N2 N2 T

Interzellularen
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsstandort und Pflanzmaterial

Die Versuche zur sortenspezifischen Fruchtfleischfestigkeitsabnahme beim Apfel (Malus
domestica x BorkH) wurden am Kompetenzzentrum Obstbau Bodensee (KOB) bei Ravensburg,
Deutschland, unter kommerziellen Anbaubedingungen in den Jahren 2012 bis 2014
durchgefihrt. Als Versuchssorten dienten im Versuchsjahr 2012/13 die Sorten ,Elstar’
(Mutante Red Elstar) und ,Pinova‘ und im Versuchsjahr 2013/14 zusatzlich die Sorte ,Golden
Delicious’ (Mutante Reinders). Alle Sorten waren auf der Unterlage M9 veredelt, wurden als
Schlanke Spindel erzogen und zwischen 2002 und 2003 gepflanzt. Die Sorten wurden so
gewahlt, dass unterschiedliche Festigkeitstypen und Ethylenproduzenten verglichen werden
kénnen (Kittemann, 2012): ,Elstar’ und ,Golden Delicious’ gelten als weichwerdende Sorten
und ,Pinova’ als festbleibende Sorte sowie ,Elstar’ und ,Pinova’ als niedrige
Ethylenproduzenten und ,Golden Delicious’ als hoher Ethylenproduzent. Aufgrund dieser
Sorteneigenschaften wurde vermutet, dass jede dieser Sorten einer Kategorie des
Weichwerdens entspricht: ,Golden Delicious’ der Kategorie 1, ,Elstar’ der Kategorie 2 und

,Pinova’ der Kategorie 3.

3.2 Versuchsaufbau

Ernte

Zur Festlegung des Erntezeitpunktes der Friichte wurde den Empfehlungen des
Beratungsservices am KOB gefolgt. Fir die Versuche wurden die Friichte in beiden
Versuchsjahren zu zwei Zeitpunkten geerntet, um unterschiedliche Reifegrade und somit
unterschiedliche Abnahmeraten in der Fruchtfleischfestigkeit zu erfassen. Das empfohlene
Erntefenster fur ,Elstar’ liegt bei einem Streif-Index (SI)-Wert von 0,30 bis 0,15, fiir ,Pinova‘ von
0,16 bis 0,08 und fiir ,Golden Delicious’ von 0,10 bis 0,05. Im Versuchsjahr 2012/13 wurde der
Beginn des Erntefensters der jeweiligen Sorte als friher Erntetermin gewahlt. Der spate
Erntetermin wurde auf 14 Tage nach dem ersten Termin festgelegt. Im Versuchsjahr 2013/14
wurde der mittlere Bereich des Erntefensters der jeweiligen Sorte als mittlerer Erntetermin
gewahlt. Der spate Erntetermin wurde auf 7 Tage nach dem ersten Termin gesetzt (Tabelle 2).
Zu jedem Erntezeitpunkt wurden so viele Baume einer Sorte verwendet, bis die bendtigte
Anzahl an Friichten erreicht war. Dies waren je Sorte und Erntezeitpunkt inklusive 10 %
Reservefriichte fir das Versuchsjahr 2012/13 1815 und fiir das Versuchsjahr 2013/14 726

Friichte. Dabei wurden die Friichte nach den Vorgaben der Handelsklasse 1 geerntet.
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Tabelle 2: Ubersicht des Erntezeitpunktes und des zugehorigen Streif-Index (SI) der Versuchsjahre
2012/13 und 2013/14 fiir die Sorten ,Elstar’, ,Pinova’ und ,Golden Delicious’.

Versuchsjahr 2012/13 Versuchsjahr 2013/14

t
Sorte Tag der Ernte Sl Tag der Ernte SI
] 03.09.2012 0,27 16.09.2013 0,34
,Elstar 17.09.2012 0,12 23.09.2013 0,31
) ) 19.09.2012 0,19 01.10.2013 0,19
,Pinova 02.10.2012 0,08 09.10.2013 0,09

- - 08.10.2013 0,07

,Golden Delicious i i 15.10.2013 0,07

Lagerung

Im Anschluss an die Ernte wurden die Friichte in einen Kithlraum mit Mantelkiihlung gebracht,
der 12 gasdichte Versuchszellen (0,574 m®) enthalt. Jede der Versuchszellen verfigt tiber eine
regelbare Gaszufuhr und wurde permanent mit Frischluft (975 +25 ml*min™) gespilt, um die
Fruchtethylenanreicherung innerhalb der Versuchszelle zu unterbinden. Die zur Spilung der
Versuchszellen verwendete Luft wurde auRerhalb des Kiihlraums in die Atmosphéare entlassen.
Die Frichte wurden bei Normalatmosphdre und 10 °C gelagert, um den Reifeverlauf im
Vergleich zu einer kommerziellen Kuahllagerung (1+0,5°C) oder einer Lagerung bei
Raumtemperatur (RT; 2212 °C) moderat zu hemmen. Als zusatzliche Kontrolle der Temperatur
des Kiihlraums wurde die Fruchttemperatur mit einem Flissigkeitsglasthermometer (Jumo,
Deutschland) erfasst. Die Lagerdauer betrug im Versuchsjahr 2012/13 drei Monate und wurde
im Versuchsjahr 2013/14 auf 4 Monate verlangert, weil die zuerst gewahlte Lagerdauer nicht
ausreichte, um den Beginn der Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit bzw. Ethylenproduktion

der Sorten zu erfassen.

Behandlung

Die Behandlung mit dem Reifeinhibitor 1-Methylcyclopropen (1-MCP) (1-Methylcyclopropen
fir die Forschung (AF*RD 0,014% Mischung mit D-Glucose 99,4-99,8%; a-Cyclodextrin 0,19-
0,59%), AgroFesh, Deutschland) erfolgte in einer Versuchszelle, deren Frischluftzufuhr fiir 24 h
unterbrochen und deren Luftzugang und —ausgang verschlossen wurden. Die in dieser
Versuchszelle gelagerten Friichte wurden mit 870 ppm 1-MCP behandelt. Im Versuchsjahr
2012/13 wurden zwei einmalige Behandlungen mit 7 Tagen Unterschied durchgefiihrt, um
einen fortgeschrittenen Reifevorgang unterbrechen zu kénnen. Im Versuchsjahr 2013/14
erfolgte aufgrund der Ergebnisse des Vorjahres nur eine einmalige Behandlung der Friichte
(Tabelle 3, Abbildung 7).

Die Behandlung mit dem Reifepromotor Ethylen (Lenogan®96, Sauerstoffwerk Friedrichshafen,

Deutschland) erfolgte tber die Frischluftzufuhr der Versuchszelle. Dazu wurde der Frischluft
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Ethylen beigemengt, so dass eine Ethylenkonzentration von 175 £25 ppm in der Versuchszelle
gewahrleistet war, um eine physiologisch wirksame Ethylendosis mit Sicherheit zu erreichen
(Johnston et al., 2009). Dabei wurde die permanente Ethylenzufuhr des Versuchsjahres
2012/13 im Versuchsjahr 2013/14 in eine Ethylenzufuhr in Intervallen von jeweils 48 h

gewandelt, um die Reife immer wieder zu stimulieren (Tabelle 3, Abbildung 7).

Tabelle 3: Varianten der Behandlung der Versuchsjahre 2012/13 und 2013/14 mit den Zeitpunkten der
1-Methylcyclopropen (1-MCP)- und Ethylen-Behandlung.

Versuchs- Zeitpunkt der Zeitpunkte der
hr Behandlung Bezeichnung  1-MCP-Behandlung Ethylen-Behandlung
) [Tag der Lagerdauer] [Tag der Lagerdauer]
Unbehandelte
K - -
Kontrolle
1-MCP MO 0 -
1-MCP M7 7 -
2012/13 1-MCP + MO+EQ 0 9-88
Ethylen
LM + M7+E9 7 9-88
Ethylen
Ethylen E9 - 9-88
Unbehandelte
K - -
Kontrolle
3,7,14,21, 28,35,42,
1Et'\k/llclz: M1+E3 1 49, 56, 63, 70, 77, 84,
2013/14 y 91, 98 fiir jeweils 48 h
3,7,14,21, 28,35,42,
Ethylen E3 - 49, 56, 63, 70, 77, 84,
91, 98 fiir jeweils 48 h
Probennahmen

Fir die Entnahme von Fruchtproben wurden die Versuchszellen nacheinander geodffnet, die
bendtigte Anzahl an Friichte enthnommen und die Versuchszellen wieder verschlossen. Dabei
wurden die zusatzlich mit Ethylen durchspilten Versuchszellen zuletzt gedffnet, damit die
nicht mit Ethylen versetzten Friichte keine Ethylenkontamination erhielten. Im Versuchsjahr
2012/13 wurden alle Friichte vor der Analyse an die Raumtemperatur (RT; 2242 °C) Gber 7 h
(1) akklimatisiert. Die erste Probennahme (1. PN) erfolgte am Tag des Lagerbeginns, die
nachsten 4 Probennahmen unmittelbar vor und zwei Tage nach einer Behandlung (2.-5. PN),
sowie 6 weitere ab dem 18. Tag der Lagerdauer in 14-tdgigem Abstand (6.-11. PN). Im
Versuchsjahr 2013/14 wurden die Friichte vor der Analyse nicht akklimatisiert, um eine
Erwdarmung der Frucht und damit einen Anschub der enzymatischen Aktivitat zu verhindern.

Die erste Probennahme erfolgte am Tag des Lagerbeginns (1. PN), die nachsten 4 ab dem 7.
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Tag der Lagerdauer in 7-tdgigem Abstand (2.-5. PN) und sechs weitere ab dem 28. Tag der
Lagerdauer in 14-tagigem Abstand (6.-11. PN) (Abbildung 7).

1. 4,
PN 2.PN 3.PNPN 5.PN 6.PN 7.PN 8PN 9.PN 10.PN 11.PN
v ¥ v v oV v ¥ v v v
Versuchs- * S ®
S A o _|_ ........ _‘_ ........ _‘_ ........ _‘_ ........ _‘
) FTrTrrrrrrrrerrrrrrrnl
2012/13 ¢ 5 10 15 32 46 60 74 88
1.PN 2.PN 3.PN 4.PN 5.PN 6. PN
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Abbildung 7: Darstellung der Zeitpunkte einer Fruchtprobennahme (PN) und einer 1-Methylcyclopropen (1-MCP)-
Behandlung (%) sowie der Beginn und die Dauer der Ethylenbehandlung (—e) in den
Versuchsjahren 2012/13 und 2013/14.

3.3. Fruchtfleischfestigkeit

Die Messung der Fruchtfleischfestigkeit erfolgte in beiden Versuchsjahren zu allen
Probennahmen (1.-11. PN). Dazu wurden im Versuchsjahr 2012/13 in 3 Wiederholung je 8
Frichte und im Versuchsjahr 2013/14 in 3 Wiederholung je 7 Friichte verwendet. Die
Fruchtfleischfestigkeit wurde nach Entfernung der Schale mit einem halbautomatischen
Penetrometer (Fruit Texture Analyzer, Fa. Guss, Siidafrika) am Ubergang zwischen Schatten-
und Sonnenseite gemessen. Dazu wurde die Kraft [N] gemessen, die notwendig ist um den
Stempel (@ 11 mm?) des Penetrometers 8 mm tief ins Fruchtfleisch zu fiihren. Im Anschluss an
diese Messung wurden die Friichte zur weiteren Probenmaterialgewinnung verwendet

(Abbildung 8, Tabelle 4).
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Abbildung 8: Ablauf der Gewinnung des Probenmaterials von einer Frucht. Im ersten Schritt wurde die
Fruchtfleischfestigkeit in der Aquatorialebene beim Ubergang von Sonnen- zu Schattenseite mit
einem Penetrometer gemessen nach Entfernung der Schale (@). Im zweiten Schritt wurde die
Schale um die Aquatorialebene fiir die Bestimmung der ACO-Aktivitit und der Genexpression
verwendet. Im dritten Schritt wurde die Aquatorialebene herausgeschnitten und das Fruchtfleisch
der Sonnen- und Schattenseite fiir die Bestimmung der ACS- und GAL-Aktivitdt sowie ebenfalls zur
Genexpression benutzt. Gegeniiber der Messstelle der Fruchtfleischfestigkeit wurde ein Stiick
Fruchtfleisch fiir die Histologie herausgeschnitten (H).

Tabelle 4: Ubersicht der Parameter, deren Probenmaterial an derselben Fruchtanzahl einer Wiederholung
gewonnen wurde, und die Zeitpunkte einer Probennahme (PN), zu dem die Messung stattgefunden

hat.
Parameter Messung an Probenmaterial PN 2012/13 PN 2013/14
Fruchtfleischfestigkeit  Einzelfrucht Frucht 1-11 1-11
ACO-Aktivitat Mischprobe Schale 1-11 1-11
ACS-Aktivitat Mischprobe Fruchtfleisch 1,5,8,11 1-11
PME-Aktivitat Mischprobe Fruchtfleisch 1-11 -
GAL-Aktivitat Mischprobe Fruchtfleisch - 1-11
Histologie Einzelfrucht Fruchtfleisch 11 -
Genexpression Mischprobe  Fruchtfleisch+Schale - 1,4,6

3.4 Ethylenbiosynthese

Ethylenproduktion

Die Messung der Ethylenproduktion fand in beiden Versuchsjahren zu jeder Probennahme
statt (1.-11. PN). Fir die Messung wurden jeweils 3 Friichte (Gesamtgewicht von 475+25g) in 3
Wiederholungen pro Behandlungsvariante in einem gasdichten 3| Gefdll eingeschlossen,
damit sich das Fruchtethylen akkumulieren konnte. Im Versuchsjahr 2012/13 wurden fir jede
Messung neue Friichte verwendet, wihrend im Versuchsjahr 2013/14 die Frichte markiert
und bei jeder Messung dieselben Friichte verwendet wurden. Nach einer Akkumulierungszeit
von 2 h bei 20 °C im Versuchsjahr 2012/13 und von 4 h bei 10 °C im Versuchsjahr 2013/14
wurde eine Probe aus dem Gasraum des GefdBes entnommen und 1ml davon im

Gaschromatographen(GC) (Fractovap Series 2150, Carlo Erba, Italien;
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Flammenionisationsdetektor (175 °C); Edelstahlsdule, 0,9 m x 1/8 Zoll (100 °C); Fillung:
aktiviertes Aluminiumoxid, 60 mesh; Tragergas: Stickstoff) quantifiziert. Die Berechnung der
Ethylenproduktion erfolgte mit Hilfe eines definierten Standards einer bekannten
Ethylenkonzentration nach der Formel 3:

Ethylenproduktion [ul C,H, x kg™t xh™1] =

Apfeldichte [kTg

Einwaage [kglxAkkumulierungszeit [h]

(Messgeféﬁ [1]- <M)>*Ethylenkonzentration [ppm]
]

) (2)

ACO-Aktivitdt

Die Messung der ACC-Oxidase (ACO)-Aktivitdt wurde in beiden Versuchsjahren zu allen
Probennahmen (1.-11. PN) vorgenommen (Tabelle 4). Zur Durchfiihrung wurde die Methode
nach Bufler (1986) verwendet. Das Probenmaterial bestand aus einer Mischprobe der
Fruchtschalen aus der Aquatorialzone von 8 (Versuchsjahr 2012/13) bzw. 7 (Versuchsjahr
2013/14) Frichten jeder Behandlungsvariante in dreifacher Wiederholung (Abbildung 8). Aus
den Schalen wurden gleich groRe Stiicke mit einem Gesamtgewicht von 3 g ausgestanzt. Die
Stiicke wurden mit der Schalenoberseite in eine zu gleichen Teilen aus Puffer (10 mM 2-(N-
Morpholino)ethansulfonsaure (MES) pH 6) und Substrat (0,1 mM
1-Aminocyclopropancarboxylsdure (ACC)) bestehenden Losung getaucht und fir 30 min bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurden die Stiicke trocken getupft und in ein mit einem Septum-
verschlossenes 50 ml GefaR mit 2 % CO, fiir 3545 min bei RT nochmals inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit wurde eine 1 ml-Gasprobe aus dem Gasraum des InkubationsgefalRes gezogen
und die enthaltene Menge an Ethylen im GC quantifiziert. Die Berechnung der ACO-Aktivitat
erfolgte mit Hilfe eines definierten Standards einer bekannten Ethylenkonzentration nach der
Formel 4:

ACO — Aktivitat [nl C,Hy * g7+ h™1] =

Einwaage [g]

<1nkubatwnsgefaf§ [ml]_<Apfeldichte 2]

>>*Ethylenkonzentration [ppm]

Einwaage [g]*Reaktionszeit [h]
ACS-Aktivitdit

Die Messung der ACC-Synthase (ACS)-Aktivitdt wurde im Versuchsjahr 2012/13 zu den
Probennahmen 1, 5, 8 und 11 durchgefiihrt, um einen Uberblick der ACS-Aktivitat im Verlauf
der Lagerdauer zu erhalten. Im Versuchsjahr 2013/14 wurde die ACS-Aktivitdt zu allen
Probennahmen (1.-11. PN) gemessen (Tabelle 4). Hierflir wurde die Methode nach Bulens et
al. (2011) verwendet. Das Probenmaterial bestand aus einer Mischprobe des Fruchtfleisches

aus der Aquatorialebene von 8 (Versuchsjahr 2012/13) bzw. 7 (Versuchsjahr 2013/14)
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Frichten jeder Behandlungsvariante in dreifacher Wiederholung (Abbildung8). Das
Fruchtfleisch wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -20 °C
gelagert. Die Proben wurden in fliissigem Stickstoff gemahlen und von dieser homogenisierten
Probe 3 g mit 15 mg Polyvinylpyrrolidon (PVP) und 3 ml kalter Extraktionslésung gemischt. Die
Extraktionslosung wurde taglich aus 150 ul 2 mM Pyrodoxal-L-Phosphat (PLP) + 115,5 mg
Dithiotreithol (DTT) + 75 ml 200 mM Tricin pH 8,5 angesetzt. Nach der Homogenisation
wurden die Proben zentrifugiert (20 min, 4 °C, 24,414 g), der Uberstand abgenommen, gefiltert
(Miracloth, VWR, USA) und in Eis aufbewahrt. Bei 4 °C wurden Sephadexsdulen G-25
(Disposable PD 10 Desalting Columns, GE Healthcare, Deutschland) mit 10 ml kalter
Sdulenldsung equilibriert, die taglich aus 405 pl 2 mM PLP + 62,6 mg DTT + 405 ml 5 mM Tricin
pH 8,0 angesetzt wurde. Fir die Aufreinigung der Probe wurden 2,5 ml des Probeniiberstandes
auf eine Sephadexsdule gegeben und der Durchfluss verworfen. Die Proteinfraktion wurden
dann mit 3,5 ml Sdulenlosung eluiert und zwei 1,5 ml Aliqoute bei -80 °C gelagert. Zur weiteren
Aufbereitung wurden die Proben aufgetaut und mit Substratlésung (150 pl 200 mM Tricin pH
8,5 und 150 ul 1,2 mM S-(5'-Adenosyl)-L-Methionin-Chlorid (SAM)) versetzt und flir 2 h im
Wasserbad unter Rotation bei 25 °C inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch die Zugabe von
200 pl 100 mM HgCl, je Probe gestoppt und die Proben auf Eis gestellt oder fiir eine spatere
Messung bei -80 °C gelagert.

Die Bestimmung der ACS-Aktivitat beruht auf der Quantifizierung von Ethylen im GC, welches
durch die chemische Umsetzung von ACC durch eine Natriumhydroxyd-Natriumhypochlorit-
haltige Reaktionslosung entsteht. Die gemessene Ethylenkonzentration einer Probe mit
unbekannter und bekannter ACC-Konzentration wird dann mit der Formel 5 verrechnet. Die
Proben wurden nach gestoppter Enzymaktivitat in zwei 950 ul Aliquote geteilt und mit jeweils
850 ul dest. Wasser gemischt. Eines der beiden Aliquote jeder Probe wurde zudem als
Positivprobe mit 20 ul 50 UM ACC versetzt. Zusatzlich wurde eine Positivkontrolle (900 ul dest.
Wasser + 100 pl 100 mM HgCl,) in dreifacher Wiederholung hergestellt, die analog mit 850 pl
dest. Wasser und 20 ul 50 uM ACC gemischt wurde. Alle Proben wurden in 20 ml
Schnappdeckelglaser angesetzt und mit einer Membran verschlossen. Jeder Proben wurde
nacheinander mit einer 1 ml Spritze 200 pl kalte Reaktionslosung (5% NaOCI-6 M NaOH-
Mischung (2:1, v/v); taglich hergestellt) injiziert und die Probe auf Eis inkubiert. Nach 4 min
wurde die Probe fiir 5 s geschiittelt, um alles Ethylen in den Gasraum des Schnappdeckelglases
zu entlassen. Unmittelbar danach wurde eine 1 ml-Probe aus diesem Gasraum entnommen

und im GC quantifiziert.
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. - - Nprobe [MOI*Vexirakt [M3]*Dssute *DMessung*10°
ACS — Aktivitat [mol x kgFW 1 xs71] = E 4
[ g ] Eff*Vinkubation [m3]*w [g]+t [h]*3,6 ( )

wobei die Verdinnungsfaktoren Dssiye UNd Dyessung Mit 1,4 bzw. 1,33 wiedergeben
werden, w flr die Einwaage, t fir die Inkubationszeit und Ve fr das Volumen des
Extraktes nach der Zentrifugation sowie Vyuwation flir das eingesetzte Volumen des
gereinigten Extraktes fiir die Inkubation steht. Die Umsatzrate nppe Wird mit der Formel

5.1 und die Reaktionseffizienz Eff mit der Formel 5.2 berechnet:

Ethprope [ppm]*10~%+p; [Pal*Vprope [M3] (4 1 )
R [J*mol~1xK~1]«T [K] ’ o

Nprove[mol] =
wobei Ethp,pe flir die gemessene Ethylenkonzentration der Probe, p; fir den Luftdruck
mit 10132 Pa, Vppe flir das Volumen des Messgefdlles weniger der Messlosung der
Probe, R fiir die universelle Gaskonstante mit 8,314 J * mol™t * K~1 und T fiir die

Temperatur mit 273 K steht.

NPpositivprobe [MOl]=Nprope [Mol]
Eff = b , (4.2)
NPositivkontrolle [MOl]

wobei Npositivprobe UN Npositivkontrolle NACh den Formeln 5.3 und 5.4 berechnet werden:

_ Ethpositivrobe [PPM]*10~6+p; [Pal*Vpositivrobe [M?]

Npositivprobe [mOI] = B R []*mol‘l*K—Ll]*T K] o ’ (4.3)
wobei Ethpesitvprobe fUr die gemessene Ethylenkonzentration der Positivprobe und
Vpositivprobe fUr das Volumen des Messgefalles weniger der Messlésung der Positivprobe

steht.

__ Ethpositivkontrolle [ppm]*lo_s*pi [Pal*V positivkontrolle [m3]
Npositivkontrolle [mOI] - R [J*mol=1+K—1]+T [K] i (4-4)
wobei Ethpgsitivkontrole flir die gemessene Ethylenkonzentration der Positivkontrolle und
Vpositivkontrolle TUI das Volumen des MessgefalRes weniger Messlosung der Positivkontrolle

steht.

3.5. Histologie

Die Bestimmung der Anzahl der Cortexzellen und Interzellularen je Flacheneinheit wurde im
Versuchsjahr 2012/13 zur 11. Probennahme durchgefiihrt (Tabelle 4). Das Probenmaterial
bestand aus Fruchtfleischstiicken (1 cm?) aus der Aquatorialebene von 8 Einzelfriichte je

Behandlungsvariante in dreifacher Wiederholung (Abbildung 8).

Fixierung

Zur Fixierung der Proben wurden diese mit einem Tropfen Tween 80 in die Fixierldsung (50 ml
0,2 M Phosphat-Puffer pH 7,2 + 20 ml 10 % Paraformaldehyd +2 ml 50 % Glutaraldehyd + 28 ml|
dest. Wasser + 1 g Coffein) gelegt. AnschlieRend wurden die Proben fiir 30 min bei RT unter
Vakuum gesetzt, damit die Fixierlosung in die luftgefillten Rdume der Fruchtfleischproben

eindringen konnte. Die Proben lagerten daraufhin fiir 48 h bei 5+1 °C. Danach wurde die
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Fixierlosung entfernt, die Proben fiir 1 h in 50 % Ethanol (EtOH) gelegt und anschlieRBend in
70% EtOH bei 5+1°C gelagert. Die nachfolgenden Arbeiten wurden am Plate-forme
d’Histocytologie et d’Imagerie Cellulaire végétale (PHIV) in Montpellier, Frankreich,

durchgefihrt.

Einbettung

Fiir die Einbettung in Harz wurden je 3 Probenstilicke einer Wiederholung verwendet, von
denen jeweils 3 technischen Wiederholungen angefertigt wurden. Die Probenstiicke wurden
fir die Einbettung in einem Mikrowellenherd zur Verarbeitung von histologischen
Gewebeproben (Histos 5, Milestone, Italien) automatisch vorbereitet, indem die Proben in
einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 % EtOH fiir 5 min, 90 % EtOH fiir 7 min, 100 % EtOH fir
7 min) erst entwdssert wurden, um anschlieBend das Harz iber ein Gemisch mit Butanol
(100 % EtOH/Butanol (1:1) fur 7 min, Butanol fir 12 min, Butanol/Harz (1:1) fir 17 min, Harz
fiir 90 min) in das Gewebe infiltrieren zu kdnnen. Im Anschluss an die Harz-Infiltration folgte
die Einbettung in Harz manuell (Technovit 7100, Fa. Heraeus Kulzer Technik, Deutschland). Die
Proben wurden am Mikrotom (RM 2255, Leica Biosystems, Deutschland) in 5 um dicke Schnitte

geschnitten und auf Objekttrager gebracht.

Férbung und Dokumentation

Die Schnitte wurden mit Periodsdure Schiff'sche Reagenz (PAS) gefarbt. Dafiir wurden die
Objekttrager fir 5 min bei Raumtemperatur in 1 %-Periodsaure gelegt. AnschlieBend wurden
sie mit dest. Wasser gewaschen und getrocknet. Danach wurden die Objekttrager im Dunkeln
flir 10 min in Schiff’'sche Reagenz gelegt. Im Anschluss wurden die Proben mit dest. Wasser
gewaschen, bis das Wasser klar blieb. Danach wurden die Proben getrocknet und mit
Deckglaschen und Eindeckmittel (Isomount, VWR, USA) konserviert. Die gefarbten Schnitte
wurden unter einem Lichtmikroskop (DM4500B, Leica Biosystems, Deutschland) bei 5-facher
VergrofRerungen mit einer Kamera (Retiga 2000R, Qlmaging, Kanada) fotografiert und der

Software Volocity 6.0 bearbeitet.

Auswertung

Fiir die Bestimmung der Anzahl der Zellen und Interzellularraume wurde mit der OpenSource
Software Imagel (Version 1.47v) der Malstab in das Bild eingetragen, anhand des MalRstabes
ein Quadrat mit der Fliche 1 mm? entworfen und tber das Bild gelegt. Die in dem enthaltenen
Quadrat gelegenen Zellen und Interzellularraume wurden manuell gezahlt und so die Anzahl

Zellen bzw. Interzellularrdume je mm? erfasst.
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3.6. Aktivitat zellwandmodifizierender Enzyme

Die Bestimmung der Aktivitdt der zellwandmodifizierenden Enzyme Pektinmethyleesterase
(PME) erfolgte im Versuchsjahr 2012/13 und B-Galaktosidase (GAL) im Versuchsjahr 2013/14
zu jeder Probennahme (1.-11. PN) (Tabelle 4). Das Probenmaterial bestand aus einer
Mischprobe des Fruchtfleisches aus der Aquatorialebene von 8 (Versuchsjahr 2012/13) bzw. 7
(Versuchsjahr 2013/14) Friichten jeder Behandlungsvariante in dreifacher Wiederholung
(Abbildung 8). Das Probenmaterial wurde gefriergetrocknet und gemahlen. Zur Durchfiihrung
wurden die Methoden nach Kittemann (2012) mit den nachfolgenden Anpassungen

durchgefihrt.

PME-Aktivitdt

100 mg pulverisiertes Probenmaterial wurde mit 1000 ul kaltem Extraktionspuffer (2 ml 1M
Tris-HCl pH 7,0 + 4 ml 0,5 M Cystein-HCl + 4 ml 0,5 M Ethylendiamintetraacetat (EDTA) + 50 pl
Tween 80 in 100 ml dest. Wasser) gemischt und kurz homogenisiert. Zur Verbesserung der
Enzymextraktion wurden die Probe flir 20 min auf Eis geschittelt, anschlielend zentrifugiert
(10 min, 4 °C, 13000 rpm) (Heraeus Biofuge fresco, Thermo Fisher Scientific, USA) und der
Uberstand, der den Enzymextrakt darstellt, aufbewahrt. Das Pellet wurde noch zweimal mit
Extraktionsldsung versetzt, auf Eis geschiittelt, zentrifugiert und die Uberstinde vereint. Ein
1 ml Aliqguot des Enzymextraktes wurde bei 4 °C lber eine Sephadexsdule G-25 gereinigt.
Hierzu wurde die Séule zuvor mit 20 ml Sdulenpuffer (200mM Tris-HCI pH 7,0) equilibriert.
Dann wurde das Probenaliquot aufgetragen und der Durchfluss verworfen. Zur
Probeneluierung wurde die Saule zweimal mit 2 ml Sdulenpuffer versetzt. Der erste Durchfluss
wurde verworfen und der zweite Durchfluss, in dem das Enzym enthalten ist, aufgefangen.

Die photometrische Bestimmung der PME-Aktivitat beruht auf der Abnahme des pH-Wertes
mit einhergehendem Farbumschlag einer Indikatorldsung infolge der enzymatischen
Abspaltung der Methylgruppen vom Homogalakturonan (HG) der Substratlésung. Fir die
Messung wurden 200 ul Indikatorlésung (5 mg Bromthymolblau (BTB) + 290 mg NaCl + 100 pl
1 M Tris-HCl pH 7,5 in 50 ml dest. Wasser) mit 800 ul Substratlosung (0,5 % (w/v) Apfel-Pektin
pH 7,5) in einer Klvette (Halbmikro 1,5ml PMMA, Brand, Deutschland) gemischt und
anschlieRend 100 ul Enzymextrakt zugegeben. In der Negativkontrolle wurde der Enzymextrakt
durch Saulenpuffer ersetzt. Die Proben wurden bei 28 °C fiir 5 h schiittelnd inkubiert. Die
Messung erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von 620 nm (U2001, Scientific
Instruments, Deutschland), wobei die Werte der Enzymextrakte in Relation zum Wert der
Negativkontrolle gemessen und das Ergebnis als A Absorbanz*100 mg™ Trockensubstanz*h™
angegeben wurde. Bei wiederholter Messung der Proben nach 0, 20 und 40 min zeigten sich

jedes Mal andere Messwerte der Negativkontrolle sowie der Enzymextrakte. Bei einer
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Langzeitmessung der Negativkontrolle zeigte sich die Veranderung der Absorbanz deutlich
(Abbildung 9), was bedeutete, dass die Messlosung nicht stabil geblieben und somit die
Verlasslichkeit der Messung nicht sichergestellt war. Der Verlauf der Absorbanzmessung
deutet daraufhin, dass sich die Substratlosung im basischen Milieu zersetzt (Krall & McFeeters,
1998) und dies die pH-Wertverdnderung verursacht, die durch die Indikatorlésung am
Photometer messbar ist. Nachfolgend wurde in mehreren Ansatzen (Tabelle 5) im Rahmen
einer Bachelor-Arbeit versucht, die einzelnen Schritte der Messung der PME-Aktivitat zu
optimieren. Hierflir musste zunachst eine stabile, parallel zur Zeitachse verlaufende Linie der
Absorbanzwerte der Negativkontrolle erhalten werden (1.), anschlieBend musste eine
geeignete Positivkontrolle etabliert werden (2.) und zuletzt ein Extraktionsverfahren

entwickelt werden, um ausreichend natives Enzym aus dem Probenmaterial zu gewinnen (3.).
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Abbildung 9: Photometrische Messung der Negativkontrolle der PME-Aktivitdt nach Kittemann (2012) bei einer
Absorbanz von 620 nm.

Die urspriinglich auf Hagerman & Austin (1986) zuriickgehende Methode wurde seither mit
Variationen bei verschiedenen Kulturpflanzen zur photometrischen PME-Messung angewendet
(Alonso et al., 1997; Lohani et al., 2004; Vicente et al., 2005; Goulao et al., 2007; Hyodo et al.,
2013). Die Variationen bestanden hauptsachlich in der Art der Gewebeextraktion, da diese sich
hinsichtlich der Fruchtmorphologie und verschiedener Inhaltsstoffe, wie Phenol- und
Zuckergehalt, unterschieden. Weitere Variationen lagen in der pH-Werteinstellung der
Komponenten der Messlosung, die grundlegend aus Pektin, BTB, Wasser und Enzymextrakt
bestand. Entsprechend wurden zur Prifung der Verlasslichkeit der photometrischen Messung
der PME-Aktivitat diejenigen Variationen zwischen den Protokollen Gibernommen, die den pH-
Wert betreffen. Des Weiteren wurde die von Hagerman & Austin (1986) empfohlene
Verwendung des Farbindikators Bromkresolgriin (BKG) und das Enzym Pectinesterase
(Sigma-Aldrich, USA) als Positivkontrolle gepriift. Dabei wurde die gefriergetrocknete
Pectinesterase als wassrige Stammlosung angesetzt. BKG wurde als alternativer Indikator

verwendet, dessen Farbumschlag im niedrigeren pH-Bereich (3,8 bis 5,4) als BTB (5,8 bis 7,6)
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liegt. So wurde jeder Ansatz einmal im basischen Bereich mit BTB und einmal im sauren

Bereich mit BGK als Farbindikator durchgefiihrt.

Tabelle 5: Ubersicht der verschiedenen Ansitze, um die Verlisslichkeit der photometrischen Messung der PME-

Aktivitat zu validieren.

Variante der untersuchten

Schritt Ansatz  Untersuchte Variable . Quelle
Variablen
Konzentration der
1.1 Indikatoren 0,01;0,05;0,1 %
123 Kompon.entenlosung Substrat Lohani et al.,
1 pH-eingestellt 2004
Negativ- 1.2b Indikator + Probe Vicente et al,
2005
kontrolle
Komponenten in
1.3a Puffer gelost Substrat Hagerman &
1.3b Substrat + Indikator Austin, 1986
1.3c Probe
2.1 Verdduer;n::zgs:ssung dest. Wasser; Puffer
2. Positiv- y Hagerman &
kontrolle 25 Konzentration des 0,01;0,05; 0,1: 0.5; 1; 2 U Austin, 1986
: Enzyms
Lohani et al.,
. . 2004;
3.1 Zustand des Materials gefroren; gefriergetrocknet .
Kittemann,
2012
3.2a Extraktionslosung 10 M NaCl, 10 g** pypp  Vicenteetal,
3 2005
3.2b 20 mM Cystein-HCI, 20 mM Lthr(])lo? al.
EDTA, 0,05 % Tween 80
3.3 Mehrfach Extraktion 3*0,5ml; 1*1,5 ml .
Kittemann,
34 Aufreinigung des mit/ ohne Sephadexsiule 2012

Extraktes

G-25

“Im Original wurde Triton X-100 verwendet

Um die verschiedenen Variationen miteinander vergleichen zu konnen,

wurden die

Komponenten zur Messung unabhdngig von den Originalprotokollen folgendermalien
standardisiert: Die Substratlosung wurde fiir alle Messungen mit einer Konzentration von 0,5 %
(w/v) Apfel-Pektin hergestellt. Fir den Ansatz 1.1 der Einstellung der Konzentration der
Indikatoren (Tabelle 5) wurden ein 200 mM Natriumphosphat-Puffer (NPP) fir die
Kombination mit BTB mit dem pH-Bereich von 5,7 bis 7,7 und fiir die Kombination mit BKG ein
200 mM Essigsdure-Natriumacetat-Puffer (ENAP) mit dem pH-Bereich von 3,7 bis 5,5

verwendet, um den Absorbanzwert bei den jeweiligen Umschlagpunkten der Indikatoren (BTB:

5,8/ 6,7/ 7,6; BKG: 3,8/ 4,6/ 5,4) zu ermitteln. Fir den Ansatz 1.3 der Losung einzelner
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Komponenten in Puffer (Tabelle 5) wurde NPP pH 7,6 und ein ENAP pH 5,5 gewahlt. In
Anlehnung an die Puffer der Extraktion wurde fiir den Ansatz 1.3c ebenfalls ein 200 mM Tris-
HCI-Puffer pH 7 fiir die Kombination mit BTB und ein 200 mM MES-Puffer pH 5,8 fir die
Kombination mit BKG genutzt. Diese Puffer wurden auch fir den Ansatz 2.1 (Tabelle 5) als
Verdiinnungsldésung der Enzymstammlésung verwendet. Die Indikatoren BTB und BKG wurden
trotz der besseren Loslichkeit in Ethanol in dest. Wasser oder Pufferlosung angesetzt, um eine
Beeinflussung der Enzymaktivitat durch Ethanol zu vermeiden. Die pH-Wert-Einstellung einer
Losung erfolgte mit 0,1 M NaOH. Die Messung erfolgte zur Vermeidung von Zeitunterschieden
bei Einzelmessungen auf 96-Mikrotiterplatten, die mit 170 ul Substrat- und Indikatorlésung
(4:1) und 40 ul Probe (Positivkontrolle, Negativkontrolle oder Enzymextrakt) befiillt wurden.
Die Inkubationstemperatur betrug RT.

Das Probenmaterial fiir die Extraktionen der Ansatze 3.2 und 3.3. (Tabelle 5) bestand aus dem
Fruchtfleisch eines reifen im Supermarkt erworbenen Apfel. Das Fruchtfleisch wurde gefroren
und ein Teil gefriergetrocknet. Zusatzlich wurde noch das Fruchtfleisch eines unreifen Apfels
eingefroren. Das gefrorene Fruchtfleisch wurde in fllissigem Stickstoff pulverisiert und das
gefriergetrocknete gemahlen. Die Extraktionen der Ansdtze 3.2 bis 3.4 wurden nach dem
Protokoll der jeweiligen Quelle (Tabelle 5) durchgefiihrt. Die Mikrotiterplatte wurde im
Photometer (iEMS Reader MF, Labsystems, Finnland) bei 620 nm Uber eine Zeit bis zu 240 min
in 2 oder 5 min-Intervallen gemessen, wobei vor jeder Messung eine Homogenisation

stattgefunden hatte.

GAL-Aktivitdt

100 mg pulverisiertes Probenmaterial wurde mit 1000 ul kaltem Extraktionspuffer (50 mM
Natrium-Acetat-Puffer pH 4,5 + 1 M NaCl + 1 % Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)) gemischt und
homogenisiert. Zur besseren Pelletierung wurden die Proben 3-mal abzentrifugiert (5 min,
4°C, 17000 g), wobei die Proben zwischen jeder Zentrifugation homogenisiert wurden.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und aufgeteilt. Eine Teilprobe wurde bei
100 °C fir 10 min erhitzt, um das Enzym zu inaktivieren, so dass eine Negativkontrolle zur
jeweiligen Probe vorhanden ist. Eine 96-Mikrotiterplatte wurde in Triplikaten mit jeweils 30 pl
Probe oder Kalibrierlosung befiillt. Die Kalibrierlosung bestand aus 1,2 mM p-Nitrophenol
(PNP) + 1 M NaCl in 50 mM Natrium-Acetat-Puffer pH 4,5, welche in einer aufsteigenden
Konzentrationsreihe von 0 — 0,6 mM verwendet wurde. In jede Vertiefung wurde weiterhin
30 ul Substratlosung (4 mM p-Nitrophenyl-a-D-galaktopyranosid (PNP-GAL)) hinzugefiigt,
wovon sich bei Enzymaktivitdt PNP abspaltet. Die Mikrotiterplatte wurde bei 40 °C fiir 60 min
unter Rotation inkubiert (iEMS Incubator/ Shaker HT, Labsystems, Finnland). Um die

Enzymreaktion zu stoppen und die Gelbfarbung von PNP im basischen Milieu, die abhdngig von
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der Konzentration ist, einzuleiten, wurde nach der Inkubationszeit 150 pl Stopplésung (0,4 M
Na,COs;) in jede Vertiefung gegeben und im Photometer (iEMS Reader MF, Labsystems,
Finnland) mit vorheriger Homogenisation bei 410 nm gemessen. Die Berechnung der GAL-

Aktivitat in [uM PNP = 100mg TS™! « h™1] erfolgte anhand der Kalibriergeraden.

3.7. Genexpression

Die Bestimmung der Genexpression der Ethylenbiosyntheseenzyme (MdACS3a, MdACS],
MdACO1), der Ethylenrezeptoren (MdETR1, MdETR2, MAdERS1, MdERS2) und
Ethylensignaltransduktionsproteinen (MdCTR1, MdERF1) sowie der zellwandmodifizierenden
Proteine (MdPG, MdPL, MdGAL, MdAF1, MdPME, MdXYL, MdGLU, MdXTH2, MdXTH10,
MJEXP2) erfolgte im Versuchsjahr 2013/14 zu den Probennahmen 1, 4 und 6 der Sorten
,Elstar’ und ,Pinova‘ (Tabelle 4) und wurden am Max-Planck-Institut far Molekulare
Pflanzenphysiologie in Potsdam durchgefiihrt.

Das Probenmaterial bestand aus einer Mischprobe des Fruchtfleisches und der Schale (1:1) der
Aquatorialebene von 7 Friichten je Behandlungsvariante in dreifacher Wiederholung
(Abbildung 8). Das Probengemisch wurde in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C
gelagert. Die RNA-Extraktion wurde nach Harb et al. (2012) durchgefiihrt. Dazu wurde 8 g des
Probenmaterials in flissigem Stickstoff gemahlen, mit 20 ml vorgewarmten (65 °C)
Extraktionspuffer (100 mM Tris—HCl pH 8.0 + 25mM EDTA + 2M NaCl + 2%
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) + 2% PVP 40 + 2 % B-Mercaptoethanol) vermengt
und bei 65 °C fir 10 min inkubiert. Anschlielend wurden die Proben zentrifugiert (10 min, RT,
7740g). Der Uberstand der zentrifugierten Probe wurde mit dem gleichen Volumen
Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) versetzt, homogenisiert und zentrifugiert (10 min, RT,
7740 g). Die wassrige Phase wurde wiederaufgenommen und der Schritt wiederholt. Die
abermals aufgenommene und nun gereinigte wassrige Phase wurde durch Zugabe von LiCl bei
einer finalen Konzentration von 2,5 M U(iber Nacht bei 4 °C gefallt. AnschlieBend wurden die
Proben zentrifugiert (60 min, 4° C, 7740 g), der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal in
einem Volumen 70 % EtOH gewaschen (1 min, 4°C, 7740 g) und getrocknet. Das Pellet wurde in
Ribonuklease (RNAse)-freiem Wasser durch Erhitzen auf 65 °C fiir 5 min resuspendiert.
Unlosliche Partikel wurden durch Zentrifugation (10 min, 4 °C, 15800 g) pelletiert und der
Uberstand mit RNeasy® MinElute® Cleanup Kit (Qiagen, USA) weiter aufgereinigt. Im Anschluss
folgte eine Desoxyribonuklease (DNAse)-Behandlung mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen,
USA). Die Qualitat und Quantitat der extrahierten Ribonukleinsaure (engl. ,ribonucleid acid”
(RNA) wurde spektrophotometrisch und elektrophoretisch gepriift. Die RNA wurde mit dem
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Deutschland) in komplementare

Desoxyribonukleinsdure  (engl. ,complementary  deoxyribonucleic acid“ (cDNA))
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umgeschrieben und nachfolgend wurde eine Quantitative Echt-Zeit-Kettenreaktion (engl.
»quantitative real time reverse transcription polymerase chain reaction” (qPCR)) nach Harb et
al. (2015) durchgefiihrt. Verwendet wurden die Primersequenzen fiir die Gene der
Ethylenbiosynthese- und -signaltransduktion aus Harb et al. (2012) und fir die Gene der
zellwandmodifizierenden Proteine aus Kittemann (2012) (Tabelle 6). Die gPCR wurde mit dem
Power SYBR Green PCR Master Mix Kit (Applied biosystems, UK) nach den Herstellerangaben

durchgefiihrt. Die so erhaltenen Zyklusschwellenwerte (engl. ,cycle threshold” (ct)) wurden

nach der Act-Methode (Karlen et al., 2007) mit den Formeln 6 und 6.1 ausgewertet:

Act = CtZielgen - CtReferenzgen ’ (5)
wobei als Referenzgen Ubiquitin verwendet wurde.
relative Expression = 27Act (5.1)

Tabelle 6: Liste der verwendeten Primer fiir die Bestimmung der Expression der Gene der Ethylenbiosynthese,
Ethylenrezeptoren und Ethylensignaltransduktionsproteinen nach Harb et al., (2012) sowie der
zellwandmodifizierenden Proteine nach Kittemann (2012).

Gruppe Gen Vorwarts Rickwarts
MJACO1l  TCTACAACCCAGGCAACGACTC AGCTTCAAATCTTGGCTCCTTG
. AT GC
Ethylenbiosynthese- ) 1\cs1  TAGGTCCAACACCTTTGAAGCC —CAACCAGGTTCCGTGCAATGAC
Enzyme
GA AA
MJACS3  AATTTGCCATTGCCTTTCTG TGAGTCAAGCAACCCATCTG
MJETRL  TATCGCATACACAGAACGAGG  ATTGCACAAGGGTACACCGAG
CGT ACT
Ethylenrezeptoren MAETR2 ~ GCACAATAGCAAGGTCTGAGC — CTCGGAGACAACTTAACCAAAG
und Ethylensignal- MdJERS1 ~ ACCAGGTCCAGATTGCCACCTA CAATCCCTAAAGGCGGGTTTGT
transduktions- AA GT
proteine MJERS2  CTCGTTGGATGCAAACCATC  TCCCAGGTTGAGCTAATGTCT
MACTRL  ACAAGATTTTCATGCCGAAC  TATGGACAAGTTTGGAGGCT
MJERF1  ATGACCTGGTGGCATATCAG  CACCGTAGCAAACAACACAC
MdPG GGAATTGATCAGGCCAAGAA  GCTCCACTGGAAGAACAAGC
MdPL ACCTCGCTTTGTTTCTCTGAGG ~ GTCAACACTTCAACACTTGTCTT
cT cTC
MJAF1  GAATCGAGCGATGTCATCAGG  CGACTGACCACATACTACATGC
ACT CA
MJGAL  TCAACTCTGCCACTCTCTCTCTG TCCCTTGCTTCTGAAACGCTCA
T
Zellwand- MJPME  TAAATGTCGAGGTCGGGAAG  TAAACCCATCACCAACAGCA
modifizierenden ~ MdEXP2 ~ AGCACTTTGATTTGGCTGAGCC TCCCTTCTTCACACACGAAACCC
Proteine TG T
MdJXTH10 CAATCCCCAAGAAGCTGAAAG — TCTGCTCCGGTGGTGATGCTT
ACTG
MdXTH2 ~ TCAGGCACTTCCCGTTGTCCTT — GCCCTGTGGAATCGAGTGACT
GA
MdXYL  TGCTGATGTTCTATTCGGCACT  ACACAACTGGGCCCTTGTAAAA
ACA TCT
MdEGase ATGTCCTCTATGGCGAGGTG  CTTGTAAGCCTGGCGGTTAG
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3.8. Statistik

Die statistische Datenauswertung wurde mit der OpenSource Software R (Version 3.4.4.)
durchgefihrt. Die Varianzanalyse erfolgte mit dem R-Paket nmle und der R-Funktion Ime, da
aufgrund der Datenstruktur die Anwendung von linearen und nichtlinearen gemischten
Modellen notwendig war. Fir die Berechnung der paarweisen Mittelwertvergleiche nach
signifikanter Varianzanalyse (p <0,05) wurde das R-Paket Ismeans und mit der R-Funktion
Ismeans mit dem Argument c/d verwendet, welches die Vergleiche nach der Tukey-Methode
mit a=5% durchfiihrt. Faktoren, die zu keinem signifikanten Unterschied einer Variablen
fihrten, wurden zusammengefasst. Die Einteilung der drei Phasen der
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme wurde folgendermaRen festgelegt:

I. Phase: alle Zeitpunkte vom Lagerbeginn ausgehend, die keine signifikante Abnahme

aufweisen.

Il. Phase: Zeitpunkte im Anschluss an die I. Phase, die eine signifikante Abnahme
zeigen.

lll. Phase: Zeitpunkte im Anschluss an die Il. Phase, die keine signifikante Abnahme
aufweisen.

Zur Prufung des sigmoidalen Verlaufs der Fruchtfleischfestigkeit wurden die Graphen mittels
OriginPro 2017 (OriginLab, USA) an die Boltzmann-Funktion, die in Formel 7 wiedergegeben
ist, angepasst. Der Wert 0,7 des korrigierten BestimmtheitsmaBes r* der Kurve wurde als

Schwellenwert gesetzt, so dass bei einem r* > 0,7 der Verlauf als sigmoidal gilt.

Al1—-A2
y=A4A2+ %, (6)

1+e dx

wobei Al fiir den Anfangswert, A2 fiir den Endwert, e fiir die eulersche Zahl, x0 fir den

Wendepunkt und dx fir den Grad des Gefélles stehen.
Die Berechnung der Korrelation erfolgte mit der Pearson’s Produkt-Moment-Korrelation aus
dem R-Paket stats wund der R-Funktion cor.test. Fiur die Berechnung der
Hauptkomponentenanalyse (engl. ,Principal Component Analysis“) wurden fehlende Werte
einer Wiederholung wurden interpoliert, indem die Werte der restlichen Wiederholung
gemittelt wurden. Die Durchfiihrung der Hauptkomponentenanalyse erfolgte mit der
R-Funktion prcomp aus dem R-Pakte stats. Die Daten fiir die Hauptkomponentenanalyse
wurden mit der z-Transformation standardisiert. Fiir die graphische Darstellung des Biplots
wurden die R-Pakete ggplot2, ggfortify und ggrepel bendétigt und die R-Funktion autoplot

verwendet.
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4. Ergebnis

4.1. Fruchtfleischfestigkeit

4.1.1 Versuchsjahr 2012/13

Im Versuchsjahr 2012/13 zeigte der Faktor Erntetermin lediglich geringe Unterschiede in der
Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit und die Ethylen-Behandlung der ES-Variante (Tabelle 3)
flihrte beim spaten Erntetermin (Abbildung A. 1) zu keinem signifikanten Unterschied zur
unbehandelten Kontrolle (K-Variante), so dass in diesem Teil der friihe Erntetermin

beschrieben wird.

Unbehandelte Kontrolle

Der Anfangswert der Sorte ,Elstar’ (Abbildung 10A) lag bei 65N und der Sorte ,Pinova’
(Abbildung 10B)  bei 80 N. Der sigmoidale  Verlauf der  K-Variante der
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme war bei ,Elstar’ mit r’ = 0,98 gegeben, bei ,Pinova’ mit =
0,59 nicht, so dass nur bei ,Elstar’ die drei Phasen der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme
ersichtlich wurden.

Bei ,Elstar’ ging die I. Phase der K-Variante bis 18 Tagen Lagerdauer und bei ,Pinova‘ bis zum
Ende des Versuchszeitraumes an. Die Il. Phase bei ,Elstar’ dauerte 11 Tage, da die lll. Phase
nach 29 Tagen Lagerdauer begann. Damit wies ,Pinova‘ durchgehend signifikant hohere Werte
der Fruchtfleischfestigkeit gegentliber ,Elstar’ auf.

In der K-Variante wies ,Pinova‘ durchgehend signifikant hohere Werte als ,Elstar’ auf (Tabelle

8).

Tabelle 7: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der Lagerdauer
der Fruchtfleischfestigkeit des Versuchsjahres 2012/13 wihrend einer Lagerung bei 10 °C und normaler
Atmosphidre zwischen den Sorten ,Elstar’ und ,Pinova‘. Der Erntetermin war jeweils der Anfang des
sortentypischen Erntefensters. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind durch verschiedene
Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Lagerdauer [Tage]
0 2 7 9 11 18 31 45 57 73 87
,Elstar’ b b b b b b b b b b b
,Pinova’ a a a a a a a a

Sorte

1-MCP-Behandlung

Bei der Sorte ,Elstar’ wiesen die 1-Methylcyclopropen (1-MCP)-Behandlungen der MO- und
M7-Variante (Tabelle 3) keine signifikanten Unterschiede zueinander auf, so dass diese zu
einer Mg,-Variante zusammengefasst wurden. Bei der Sorte ,Pinova‘ wies keine der 1-MCP-
Varianten einen signifikanten Unterschied auf, so dass die M0-, M7-, MO+E9- und M7+E9-

Variante (Tabelle 3) zu einer Mg 7 .ro-Variante zusammengefasst wurden.
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Die I. Phase der My ;-Variante bei ,Elstar’ ging bis zum 57. Tag der Lagerdauer und der Mg 7 .es-
Variante bei ,Pinova‘ bis zum Ende des Versuchszeitraumes. Die Il. Phase der M,-Variante bei

,Elstar’ verlief dann bis zum Ende des Versuchszeitraumes.

Ethylen-Behandlung

Bei der Sorte ,Elstar’ wiesen die Ethylen-Behandlungen der MO+E9- und M7+E9-Varianten
(Tabelle 3) keine signifikanten Unterschiede zueinander auf, so dass diese zu einer Mg;+E9-
Variante zusammengefasst wurden.

Bei ,Elstar’ ging die I. Phase der Mg,+E9-Variante bis 45 und der E9-Variante bis 11 Tage
Lagerdauer. Bei ,Pinova’ verlief die |I. Phase der E9-Variante bis zum 63. Tag der Lagerdauer
und die Il. Phase dauerte bis zum Ende des Versuchszeitraumes an. Die Il. Phase bei ,Elstar’
dauerte in der M ;+E9-Variante ebenfalls bis zum Ende des Versuchszeitraumes an und der E9-

Variante fiir 19 Tage, da die Ill. Phase am Tag 30 der Lagerdauer erreicht wurde.

,Elstar’ ,Pinova‘’
K e My,
~0E9 O My,+E9 @K@ Myge O E9

Boltzmann-Funktion

Boltzmann-Funktion

120{A | Il {8
i
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[N]

40{x, o430 B<iBig g < x 6225

r’=098 ‘ ‘ ‘ r*=0,59 ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 O 20 40 60 80
Lagerdauer [Tage] Lagerdauer [Tage]

Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der Fruchtfleischfestigkeit [N] der Sorten ,Elstar‘ (A) und ,Pinova‘ (B) tiber eine 3-
monatige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphére im Jahr 2012/13. Der Erntetermin war
jeweils der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Der statistische Vergleich (p <0,05) der
Probennahmezeitpunkte im zeitlichen Verlauf einer Behandlung fiihrte zur Einteilung der drei Phase
(nichtsignifikante Abnahme (I), signifikante Abnahme (Il), nichtsignifikante Veranderung (lil)) der
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme. Der sigmoidale Verlauf der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme der K-
Variante wurde mit der Boltzmann-Funktion (schwarze durchgehende Linie) beschrieben (r2 =
adjustierte Korrelationskoeffizient; x, = Wendepunkt der Funktion). Jeder Datenpunkt reprasentiert
den Mittelwert mit Standardabweichung, wobei nichtsignifikante Behandlungsvarianten
zusammengefasst wurden. K = unbehandelte Kontrolle (n = 24); M, ; = 1-MCP-Behandlung am Tag 0
sowie am Tag 7 der Lagerdauer (n = 48); Mg 7.¢9 = 1-MCP-Behandlung am Tag 0 sowie am Tag 7 der
Lagerdauer und 1-MCP-Behandlung am Tag 0 sowie 7 der Lagerdauer mit permanenter
Ethylenzufuhr ab 9 Tage Lagerdauer (n = 96); E9 = Behandlung mit permanenter Ethylenzufuhr ab 9
Tagen Lagerdauer (n = 24); My ;+E9 = 1-MCP-Behandlung am Tag 0 mit permanenter Ethylenzufuhr
ab 9 Tagen Lagerdauer und 1-MCP-Behandlung am Tag 7 mit permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen
Lagerdauer (n = 48).
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4.1.2 Versuchsjahr 2013/14

Im Versuchsjahr 2013/14 zeigte der Faktor Erntetermin lediglich zu einzelnen Zeitpunkten
signifikante Unterschiede in der Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit. AuRerdem wies die E9-
Variante bei der Sorte ,Golden Delicious’ beim spaten Erntetermin keinen signifikanten
Unterschied zur K-Variante auf (Abbildung A. 2), so dass der mittlere Erntetermin beschrieben

wird.

Unbehandelte Kontrolle

Der Anfangswert der Sorte ,Elstar’ (Abbildung 11A) lag bei 70N, der Sorte ,Pinova’
(Abbildung 11B) bei 83 N und der Sorte ,Golden Delicious’ (Abbildung 11C) bei 73 N. Der
sigmoidale Verlauf der K-Variante der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme war bei allen drei
Sorten mit r* = 0,98, r* = 0,95 bzw. r* = 0,97 gegeben. Trotzdem konnte eine Einteilung der drei
Phasen der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme bei ,Pinova’ nicht durchgefiihrt werden, da der
Wendepunkt mit x, = 112,11 nach dem Versuchszeitraum lag.

Die I. Phase der K-Varianten verlief bei ,Elstar’ bis 14 Tage, bei ,Pinova‘ bis 70 Tage und bei
,Golden Delicious’ bis 8 Tage Lagerdauer. Die Il. Phase dauerte bei ,Elstar’ 42 Tage, bei ,Pinova’
bis zum Ende des Versuchszeitraumes an und bei ,Golden Delicious’ 21 Tage. Die lll. Phase
wurde von ,Elstar’ am 56. Tag und von ,Golden Delicious’ am 29. Tag der Lagerdauer erreicht.
Damit wies ,Pinova‘ durchgehend signifikant hohere Werte als ,Elstar’ und ,Golden Delicious’
auf. ,Golden Delicious’ wies im Zeitraum von 14 bis 42 Tagen Lagerdauer, was groRtenteils die
Il. Phase von ,Golden Delicious’ eindeckt, signifikant niedrigere Werte als ,Elstar’ auf.

In der K-Variante wies ,Pinova‘ durchgehend signifikant héhere Werte als ,Elstar’ und ,Golden
Delicious’ auf. Im Zeitraum 14 bis 56 Tage Lagerdauer wies auBerdem ,Elstar’ signifikant

héhere Werte als ,Golden Delicious’ auf (Tabelle 8).

Tabelle 8: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der Lagerdauer
der Fruchtfleischfestigkeit des Versuchsjahres 2013/14 wihrend einer Lagerung bei 10 °C und normaler
Atmosphire zwischen den Sorten ,Elstar’, ,Pinova‘ und ,Golden Delicious’. Der Erntetermin war jeweils
der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Signifikante Unterschiede (p <0,05) sind durch
verschiedene Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Sorte Lagerdauer [Tage]
0 7 14 21 28 42 56 70 84 98 112
,Elstar’ b b b b b b b b b b b
,Pinova’ a a a a a a a a a a
,Golden Delicious’ b b c c c c c b b b b

1-MCP-Behandlung

Die I. Phase der M1+E3-Variante bei ,Elstar’ verlief bis 42 Tage, bei ,Pinova’ bis zum Ende des

Versuchszeitraumes und bei ,Golden Delicious’ bis 43 Tage der Lagerdauer. Die Il. Phase
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dauerte sowohl bei ,Elstar’ als auch bei ,Golden Delicious’ bis zum Ende des

Versuchszeitraumes an.

Ethylen-Behandlung

Die I. Phase der E9-Varianten verlief bei ,Elstar’ bis 7 Tage, bei ,Pinova‘ bis 56 Tage und bei
,Golden Delicious’ lediglich bis zum Tag der Einlagerung. Die Il. Phase dauerte bei ,Elstar’ 49
Tage, bei ,Pinova’ bis zum Ende des Versuchszeitraumes an und bei ,Golden Delicious’ 27 Tage.
Die Ill. Phase wurde von ,Elstar’ am 56. Tag und von ,Golden Delicious’ am 29. Tag der

Lagerdauer erreicht.
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Abbildung 11: Zeitlicher Verlauf der Fruchtfleischfestigkeit [N] der Sorten ,Elstar’ (A), ,Pinova‘ (B) und ,Golden
Delicious’ (C) Uber eine 4-monatige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphare im Jahr
2013/14. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils die Mitte des sortentypischen Erntefensters. K =
unbehandelte Kontrolle; M1+E3 = Behandlung mit 1-MCP am Tag 1 der Lagerdauer und Ethylen in
Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer in 7-
tagigen Abstinden; E3 = Behandlung mit Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der
Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer in 7-tidgigen Abstinden. Jeder Datenpunkt
reprasentiert den Mittelwert (n = 21) mit Standardabweichung. Der statistische Vergleich (p < 0,05)
einzelner der Probennahmezeitpunkte im zeitlichen Verlauf einer Behandlung fiihrte zur Einteilung
der drei Phase der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme (nichtsignifikante Abnahme (l), signifikante
Abnahme (ll), nichtsignifikante  Veradnderung (lll)). Der sigmoidale Verlauf der
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme der K-Variante wurde mit der Boltzmann-Funktion (schwarze
durchgehende Linie) beschrieben (r2 = adjustierte Korrelationskoeffizient; x, = Wendepunkt der
Funktion).

4.2 Ethylenbiosynthese
Die statistische Auswertung der Daten der ACC-Synthase (ACS)- und ACC-Oxidase (ACO)-
Aktivitdt sowie der Ethylenproduktion wurde anhand von Wourzel-transformierten Daten

durchgefiihrt. Die graphische Darstellung erfolgte mit den Mittelwerten der Originaldaten.

4.2.1 Versuchsjahr 2012/13

Im Versuchsjahr 2012/13 zeigte der Faktor Erntetermin zwar einen signifikanten Unterschied
in der ACO-Aktivitdt und der Ethylenproduktion, der sich in unterschiedlichen Absolutwerten
zum gleichen Zeitpunkt und bei ,Elstar’ in einem friiheren Anstieg in der ACO-Aktivitat und der
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Ethylenproduktion duRerte (Abbildung A. 3), trotzdem wird in Anlehnung an die Darstellung
der Ergebnisse der Fruchtfleischfestigkeit hier ebenfalls der friihere Erntetermin beschrieben.
Der Faktor Erntetermin erwies sich bei der ACS-Aktivitat als nichtsignifikant und wurde daher

zusammengefasst.

Unbehandelte Kontrolle

Zum Lagerbeginn wies die Ethylenproduktion der K-Variante der Sorte ,Elstar’
0,5 ul C2H4*kg'1*h'1 und der Sorte ,Pinova‘ 0,1 ul C2H4*kg'1*h'1 auf, die ACO-Aktivitat betrug bei
,Elstar’ 10 nl C2H4*g'1*h'1 und bei ,Pinova‘ 3 nl C2H4*g'1*h'1 und die ACS-Aktivitat war bei beiden
Sorten nicht messbar (Abbildung 12).

Der signifikante Anstieg gegeniliber dem Lagerbeginn erfolgte in der Ethylenproduktion bei
,Elstar am Tag 31 und bei ,Pinova‘ am Tag 34 der Lagerdauer, in der ACO-Aktivitat am Tag 31
bzw. am Tag 7 der Lagerdauer und in der ACS-Aktivitdt am Tag 87 bzw. Tag 48 der Lagerdauer.
Das Maximum der Ethylenproduktion wurde von ,Elstar’ am Tag 45 mit 43 ul C,H,*kg™*h™ und
von ,Pinova‘ am Tag 48 mit 51 pl C,H,*kg™*h™, der ACO-Aktivitit am Tag 45 mit
195 pl CH,*kg™*h™ bzw. am Tag 62 mit 197 pl CH,*kg™*h™ und der ACS-Aktivitat jeweils am
Tag des Maximums mit 0,24 nmol ACC*kg™*s™ bzw. 0,19 nmol ACC*kg™*s™ erreicht.

Der Sortenvergleich der K-Variante (Tabelle 9) zeigte in der Ethylenproduktion von ,Pinova‘ am
Tag 7 der Lagerdauer signifikant hohere Werte auf als ,Elstar’ und am Tag 31 der Lagerdauer
wies ,Elstar’ signifikant hohere Werte als ,Pinova‘ auf. In der ACO-Aktivitdt zeigte die K-
Variante von ,Pinova’ signifikant héhere Werte im Zeitraum von 7 bis 11 Tage Lagerdauer als
,Elstar’ auf. In der ACS-Aktivitat wies die K-Variante von ,Pinova‘ am Tag 44 signifikant hdhere
Werte als ,Elstar’ und am Tag 86 der Lagerdauer wies ,Elstar’ signifikant héhere Werte als

,Pinova‘ auf.

Tabelle 9: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der Lagerdauer
der Ethylenproduktion, ACO- und ACS-Aktivitit des Versuchsjahres 2012/13 wihrend einer Lagerung bei
10 °C und normaler Atmosphare zwischen den Sorten ,Elstar’ und ,Pinova‘. Der Erntetermin war jeweils
der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Signifikante Unterschiede (p <0,05) sind durch
verschiedene Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Lagerdauer [Tage]
2 7 9 11 18 31 45 57 73 87

Parameter Sorte

Ethylen- ,Elstar’ b a
. ) ns ns ns ns ns ns ns ns ns
produktion ,Pinova‘ a b
ACO- ,Elstar’ b b b
o . , ns ns ns ns ns ns ns ns
Aktivitat ,Pinova a a a
ACS- ,Elstar’ b a
o . ns - - - ns - - - -
Aktivitat ,Pinova’ a b
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1-MCP-Behandlung

Die 1-MCP-Behandlungsvarianten erwiesen sich bei der ACS-Aktivitat als nichtsignifikant und
wurden daher zu einer 1-MCP-Behandlung (Mg 7 +e9) zZusammengefasst.

Der signifikante Anstieg in der Ethylenproduktion der MO- bzw. M7-Variante bei ,Elstar’
erfolgte bei beiden Variante am Tag 73 und bei ,Pinova‘ am Tag 62 der Lagerdauer, in der ACO-
Aktivitat bei ,Elstar’ geschah am Tag 57 bzw. 73 der Lagerdauer und bei ,Pinova‘ am Tag 48
bzw. 9 der Lagerdauer. Der signifikante Anstieg gegeniliber dem Lagerbeginn in der ACS-
Aktivitdt der My .eo-Variante bei ,Elstar’ erfolgte am Tag 87, der ebenfalls der Zeitpunkt des
Maximums mit 0,10 nmol ACC*kg'l*s'1 war, und bei ,Pinova‘ kam es zu keinem signifikanten
Anstieg.

Das Maximum in der Ethylenproduktion der MO- bzw. M7-Variante bei ,Elstar’ wurde von
beiden Varianten am Tag 87 der Lagerdauer mit 22 bzw. 14 nl C2H4*g'1*h'1 und bei ,Pinova‘ von
beiden Varianten am Tag 86 der Lagerdauer mit 23 bzw. 25 nl C;H,*g™*h™ sowie in der ACO-
Aktivitat bei ,Elstar’ von beiden Variante ebenfalls am Tag 87 mit 170 bzw. 164 nl C2H4*g'1*h'1

und bei ,Pinova‘ am Tag 76 bzw. 86 der Lagerdauer mit 93 bzw. 112 nl C,H,*g**h™ erreicht.

Ethylen-Behandlung

Der signifikante Anstieg gegeniber dem Lagerbeginn erfolgte bei der E9-Variante in der
Ethylenproduktion bei ,Elstar’ am Tag 11 und bei ,Pinova‘ am Tag 19 der Lagerdauer, in der
ACO-Aktivitat bei ,Elstar’ am Tag 18 und bei ,Pinova‘ am Tag 12 der Lagerdauer und in der ACS-
Aktivitat bei ,Elstar’ am Tag 87 und bei ,Pinova‘’ am Tag 48 der Lagerdauer. Das Maximum
wurde in der Ethylenproduktion bei ,Elstar’ am Tag 87 und bei ,Pinova‘ am Tag 48 mit jeweils
43 pl C,H *kg ™ *h™, in der ACO-Aktivitat bei ,Elstar’ am Tag 31 mit 225 pl C;H,*kg™*h™ und bei
,Pinova‘ am Tag 76 mit 223 pl C;H,*kg™*h™ und in der ACS-Aktivitit am Tag 87 mit
0,28 nmol ACC*kg**s™* und bei ,Pinova‘ am Tag 48 mit 0,32 nmol ACC*kg**s™ erreicht.

Der signifikante Anstieg in der Ethylenproduktion der MO+E9- bzw. M7+E9-Variante bei ,Elstar’
erfolgte bei beiden Variante am Tag 57 und bei ,Pinova‘ am Tag 62 der Lagerdauer, in der ACO-
Aktivitat bei ,Elstar’ geschah am Tag 45 bzw. 57 der Lagerdauer und bei ,Pinova‘ am Tag 12
bzw. 34 der Lagerdauer. Das Maximum in der Ethylenproduktion wurde bei ,Elstar’ von beiden
Varianten am Tag 87 der Lagerdauer mit 30 bzw. 29 nl C,H,*g ™ *h™* und bei ,Pinova‘ von beiden
Varianten am Tag 86 der Lagerdauer mit 30 bzw. 25 nl C,H,*g*h™ sowie in der ACO-Aktivitat
bei ,Elstar’ am Tag 73 bzw. 87 mit 218 bzw. 210 nl C2H4*g'1*h'1 und bei ,Pinova‘ von beiden

Variante am Tag 76der Lagerdauer mit 177 bzw. 162 nl C,H,*g™*h™ erreicht.
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Abbildung 12: Zeitlicher Verlauf der Ethylenproduktion [l C2H4*kg'1*h'1] (A, B), ACO-Aktivitat [nl C2H4*g'1*h'1] (C,
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D) und ACS-Aktivitdt [nmol ACC*kg'l*s'I] (E, F) der Sorten ,Elstar’ (A, C, E) und ,Pinova‘ (B, D, F)
iiber eine 3-monatige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphire im Jahr 2012/13. Der
Erntetermin dieser Sorten war fiir die ACO-Aktivitit sowie die Ethylenproduktion jeweils der
Anfang des sortentypischen Erntefensters und fiir die ACS-Aktivitdt aufgrund von Nichtsignifikanz
der Mittelwert aus Anfang und Ende des sortentypischen Erntefensters. Die Friichte erhielten vor
der Analyse eine Akklimatisierung an RT und die Probennahme fiir die Messung der
Ethylenproduktion fand bei 20 °C nach 2 h statt. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert
der Originaldaten mit Standardabweichung, wobei nichtsignifikante Behandlungsvarianten
zusammengefasst wurden. (A, B) K = unbehandelte Kontrolle (n = 6); M = Mittelwert der 1-MCP-
Behandlung am Tag 0 und 7 der Lagerdauer sowie der 1-MCP-Behandlung am Tag 0 und 7 der
Lagerdauer mit permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tage Lagerdauer (n = 24); E9 = Behandlung mit
permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer. (C, D, E, F) K = unbehandelte Kontrolle (n = 3);
MO = Behandlung mit 1-MCP am Tag 0 der Lagerdauer (n = 3); M7 = Behandlung mit 1-MCP am Tag
7 der Lagerdauer (n = 3); E9 = Behandlung mit permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer
(n = 3); MO+E9 = Behandlung mit 1-MCP am Tag 0 der Lagerdauer und permanenter Ethylenzufuhr
ab 9 Tagen Lagerdauer (n =3); M7+E9 = Behandlung mit 1-MCP am Tag 7 der Lagerdauer und
permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer (n=3). Die sternférmigen Datenpunkte
verweisen auf den Beginn einer signifikant (p<0,05) erh6hten Enzymaktivitit bzw.
Ethylenproduktion in der jeweiligen Behandlung im Vergleich zum Ausgangswert des
Lagerbeginns, dabei beruhen die Berechnungen auf Wurzel-transformierten Daten.



4.2.2 Versuchsjahr 2013/14

Im Versuchsjahr 2013/14 zeigte der Faktor Erntetermin einen signifikanten Unterschied in der
ACO-Aktivitat und der Ethylenproduktion, der sich lediglich beim spateren Erntetermin in
einem friiheren Anstieg oder hdheren Absolutwerten zum gleichen Zeitpunkt duflert im
Vergleich zum optimalen Erntetermin (Abbildung A. 4). Daher wird in Anlehnung an das

Versuchsjahr 2012/13 ebenfalls der friihere Erntetermin beschrieben.

Unbehandelte Kontrolle

Zum Lagerbeginn wies die K-Variante sowohl in der Ethylenproduktion als auch der ACO-
Aktivitdat der Sorte ,Elstar’ keinen messbaren Wert auf. Bei der Sorte ,Pinova‘ zeigte die
Ethylenproduktion der K-Variante 2 plC,H,*kg'*h™ und der Sorte ,Golden Delicious’
4 pl CHy*kg ™ *h™ und die ACO-Aktivitdt 5 bzw. 6 nl CH,*g ™ *h™ . Der signifikante Anstieg in der
Ethylenproduktion bzw. der ACO-Aktivitat erfolgte bei ,Elstar’ und ,Pinova‘ am Tag 21 bzw. 7
und bei ,Golden Delicious’ jeweils am Tag 8 der Lagerdauer. Das Maximum der
Ethylenproduktion bzw. der ACO-Aktivitat wurde bei ,Elstar’ am Tag 70 bzw. 42 der Lagerdauer
mit 29 pl CH,*kg™ *h™ bzw. 326 nl C,H,*g *h™, bei ,Pinova‘ jeweils am Tag 42 der Lagerdauer
mit 30 pl C,H,*kg *h™ bzw. 275 nl C,H,*g ™ *h™ und bei ,Golden Delicious’ am Tag 43 bzw. 29
der Lagerdauer mit 95 ul C2H4*kg'1*h'1 bzw. 443 nl C2H4*g'1*h'1 erreicht.

Die ACS-Aktivitat der K-Variante zeigte sowohl bei ,Elstar’ als auch bei ,Pinova‘ Uber die
gesamte Lagerdauer keine messbaren Werte auf. ,Golden Delicious’ dagegen wies zum
Lagerbeginn zwar ebenfalls keinen messbaren Wert auf, aber der signifikante Anstieg
gegeniber dem Lagerbeginn erfolgte am Tag 8 der Lagerdauer und das Maximum wurde am
Tag 99 mit 1,5 nmol ACC*kg™**s™ erreicht.

Aufgrund fehlender Werte wurde der Sortenvergleich der K-Variante in der Ethylenproduktion
sowie in der ACO-Aktivitat lediglich fiir den Zeitraum 0 bis einschlielich 70 Tage Lagerdauer
durchgefihrt (Tabelle 10). In diesem Zeitraum zeigte ,Golden Delicious’ signifikant héhere
Werte als ,Elstar’ bzw. ,Pinova‘ in der Ethylenproduktion von 7 bis 70 Tagen Lagerdauer sowie
in der ACO-Aktivitdt von 7 bis 42 Tagen Lagerdauer. Die K-Variante von ,Golden Delicious’
zeigte wahrend Uber den gesamten Versuchszeitraum signifikant hohere Werte der ACS-

Aktivitat als ,Elstar’ und ,Pinova‘.
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Tabelle 10: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der Lagerdauer
der Ethylenproduktion, ACO- und ACS-Aktivitit des Versuchsjahres 2013/14 wihrend einer Lagerung bei
10 °C und normaler Atmosphare zwischen den Sorten ,Elstar’, ,Pinova‘ und ,Golden Delicious‘. Der
Erntetermin war jeweils der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) sind durch verschiedene Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Lagerdauer [Tage]
Parameter Sorte 0 7 14 21 28 42 56 70 84 98 112
,Elstar’ b C C c c c b c
Ethyler.1— ,Pinova’ a b b b b b - - -
produktion o
,Golden Delicious’ a a a a a a a a
ACO- ,Elstar’ c c c b b ab
Aktivitat ,Pinova’ a b b b b C b ns - - -
,Golden Delicious’ a a a a a a
ACS- ,Elstar’
Aktivitat ,Pinova’ ns a a a a a a a a a a
,Golden Delicious’ b b b b b b b b b b

1-MCP-Behandlung

Der signifikante Anstieg der M1+E3-Variante erfolgte in der Ethylenproduktion bei ,Elstar’,
,Pinova‘ und ,Golden Delicious’ am Tag 28 der Lagerdauer, in der ACO-Aktivitdt bei ,Elstar’ am
Tag 21, bei ,Pinova‘ am Tag 7 und bei ,Golden Delicious’ am Tag 28 der Lagerdauer und in der
ACS-Aktivitat bei ,Pinova’ am Tag 112 und bei ,Golden Delicious’ am Tag 57 der Lagerdauer.
Das Maximum in der Ethylenproduktion wurde von ,Elstar’ am Tag 84 mit 26 pl C,H,*kg™*h™,
von ,Pinova‘’ am Tag 70 mit 14 pl C2H4*kg'1*h'1 und von ,Golden Delicious’ am Tag 70 mit
70 ul C2H4*kg'1*h'1, in der ACO-Aktivitdt von ,Elstar’ am Tag 70 mit 224 nl C2H4*g'1*h'1, von
,Pinova‘ am Tag 112 mit 141 nl C,H,*g™*h™ und von ,Golden Delicious’ am Tag 57 mit
356 nl C,H,*g *h™" sowie in der ACS-Aktivitat von ,Golden Delicious’ am Tag 99 mit

1,2 nmol ACC*kg™*s™ erreicht.

Ethylen-Behandlung

Der signifikante Anstieg der E3-Variante erfolgte in der Ethylenproduktion bei ,Elstar’ am Tag
14, bei ,Pinova‘ am Tag 21 und bei ,Golden Delicious’ am Tag 8 der Lagerdauer, in der ACO-
Aktivitat bei ,Elstar’ und ,Pinova‘ am Tag 7 und bei ,Golden Delicious am Tag 8 der Lagerdauer
und in der ACS-Aktivitat bei ,Golden Delicious’ am Tag 15 der Lagerdauer. Das Maximum in der
Ethylenproduktion wurde von ,Elstar’ am Tag 70 mit 22 pl C,H,*kg™*h™, von ,Pinova‘ am Tag
42 mit 27 pl C,H,*kg™*h™ und von ,Golden Delicious’ am Tag 29 mit 137 pl C,H,*kg™*h™, in der
ACO-Aktivitit von ,Elstar’ und ,Pinova‘ am Tag 42 mit 308 nl GH,*g *h™  bzw.
275 nl CH,*g ™ *h™" und von ,Golden Delicious* am Tag 22 mit 489 nl C,H,*g™*h™ sowie in der

ACS-Aktivitit von ,Golden Delicious’ am Tag 28 mit 1,0 nmol ACC*kg*s™ erreicht.
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Abbildung 13: Zeitlicher Verlauf der Ethylenproduktion [ul*kg™*h™] (A, B, C), ACO-Aktivitit [nl C,H,*g *h™] (D, E,
F) und ACS-Aktivitit [nmol ACC*kg™*s™] (G, H, 1) der Sorten ,Elstar’ (A, D, G), ,Pinova‘ (B, E, H) und
,Golden Delicious’ (C, F, 1) Giber eine 4-monatige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphére im
Jahr 2013/14. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils die Mitte des sortentypischen
Erntefensters. K = unbehandelte Kontrolle; M1+E3 = Behandlung mit 1-MCP einen Tag nach der
Ernte und Ethylen periodisch fiir 48 h am dritten Tag nach der Ernte sowie ab 7 Tage nach der Ernte
in 7-tagigen Abstidnden; E3 = Behandlung mit Ethylen periodisch fiir 48 h am dritten Tag nach der
Ernte sowie ab 7 Tage nach der Ernte in 7-tagigen Abstanden. Jeder Datenpunkt reprasentiert den
Mittelwert (n =3) mit Standardabweichung. Die sternférmigen Datenpunkte verweisen auf den
Beginn einer signifikant (p < 0,05) erhohten Enzymaktivitat bzw. Ethylenproduktion in der jeweiligen
Behandlung im Vergleich zum Ausgangswert des Lagerbeginns, dabei beruhen die Berechnungen auf
Wurzel-transformierten Daten. Fehlende Datenpunkte innerhalb der Zeitreihe beruhen auf einem
defekten Gaschromatographen zu diesen Zeitpunkten.
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4.3 Genexpression der Ethylenbiosynthese-Enzyme und

Ethylensignaltransduktionsproteine
Die Messung der relativen Genexpression der Ethylenbiosynthese-Enzyme und der
Ethylensignaltransduktionsproteine wurde im Versuchsjahr 2013/14 durchgefiihrt. Die
graphische Darstellung erfolgte mit den Mittelwerten der Originaldaten. Zur Erfillung der
Varianzhomogenitdt und Normalverteilung wurden signifikante Unterschiede in der relativen
Genexpression von MdACO1, MdETR2 und MdACS1 bei ,Elstar’ an log-transformierten Daten

und von MdACS3 bei ,Pinova‘’ an Wurzel-transformierten Daten berechnet.
4.3.1 Ethylenbiosynthese-Enzyme

Unbehandelte Kontrolle

Die relative Genexpression von MdACO1 zeigte bei ,Elstar’ und ,Pinova’ ab 21 Tagen
(Abbildung 14A, B) und von MdACS1 bei ,Elstar’ ab 21 Tagen und bei ,Pinova‘ ab 42 Tagen
Lagerdauer der K-Variante signifikant hohere Werte gegenliber dem Lagerbeginn
(Abbildung 14C, D). Die relative Genexpression von MdACS3 der K-Variante wies bei beiden
Sorten keine zeitliche Verdnderung auf (Abbildung 14E, F).

In der K-Variante hatte ,Elstar’ in der relativen Genexpression von MdACO1 am Tag des
Lagerbeginns und von MdACS1 am Tag 42 der Lagerdauer signifikant hohere Werte als
,Pinova’. ,Pinova‘ wies am Tag des Lagerbeginns in der relativen Genexpression von MdACS3

signifikant héhere Werte als ,Elstar’ auf (Tabelle 11).

Tabelle 11: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der Lagerdauer
der Genexpression von MdACO1, MdACS1 und MJACS3 des Versuchsjahres 2013/14 wiahrend einer
Lagerung bei 10°C und normaler Atmosphdre zwischen den Sorten ,Elstar’ und ,Pinova‘. Der
Erntetermin war jeweils der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) sind durch verschiedene Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Lagerdauer [Tage]

Parameter Sorte
0 21 42

,Elstar’ a
MdACO1 ) , hs ns
,Pinova
,Elstar’ b
MdACS1 . , ns ns
,Pinova a
,Elstar’ b
MdACS3 ) , ns ns
,Pinova a

1-MCP-Behandlung

Die relative Genexpression von MdACO1 wies bei beiden Sorten durchgehend (Abbildung 14A,
B) und von MdACS1 bei beiden Sorten Tag 42 der Lagerdauer der M1+E3-Variante signifikant

niedrigere Werte auf als die K-Variante (Abbildung 14C, D). Die relative Genexpression von
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MdACS3 zeigte bei ,Pinova’ am Tag 42 der Lagerdauer der M1+E3-Variante signifikant héhere

Werte als die K-Variante (Abbildung 14F).

Ethylen-Behandlung

Die relative Genexpression von MdACS1 bei ,Elstar’ war am Tag 21 der Lagerdauer signifikant

erhoht im Vergleich zur K-Variante (Abbildung 14C).
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Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der relativen Genexpression der Ethylenbiosynthese-Enzyme MdACO1 (A, B),

MdACS1 (C, D) und MdACS3 (E, F) zum Referenzgen Ubiquitin der Sorten ,Elstar’ (A, C, E) und
,Pinova‘ (B, D, F) iiber eine 6-wochige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphdre im Jahr
2013/14. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils die Mitte des sortentypischen Erntefensters. K =
unbehandelte Kontrolle; M1+E3 = Behandlung mit 1-MCP einen Tag nach der Ernte und Ethylen
periodisch fiir 48 h am dritten Tag nach der Ernte sowie ab 7 Tage nach der Ernte in 7-tdgigen
Abstdnden; E3 = Behandlung mit Ethylen periodisch fiir 48 h am dritten Tag nach der Ernte sowie ab
7 Tage nach der Ernte in 7-tagigen Abstanden. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert (n = 3) mit
Standardabweichung. Signifikant unterschiedliche Mittelwerte (p <0,05) der K-Variante im
zeitlichen Verlauf sind mit verschiedenen Kleinbuchstaben und der M1+E3- und E3-Variante zur K-
Variante sind mit einem Stern iiber der eckigen Klammer versehen, die mit dem Post-hoc Test nach
der Tukey-Methode berechnet worden sind. Die Berechnungen fiir die Genexpression von MdACO1
und MdACS1 bei ,Elstar’ beruhen auf log-transformierten Daten und von MdACS3 bei ,Pinova‘ auf
Wourzel-transformierten Daten.

4.3.2 Ethylensignaltransduktionsproteine

Unbehandelte Kontrolle

Die relative Genexpression von Md-ETHYLENE RESPONSE SENSOR (ERS) 1 wies bei ,Elstar’ ab Tag 42

und bei ,Pinova‘ ab 21 Tagen (Abbildung 15E, F) und von Md-ETHYLENE RESPONSE FACTOR
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(ERF) 1 bei ,Elstar ab 21 und bei ,Pinova‘ ab 42 Tagen der Lagerdauer der K-Variante signifikant
hohere Werte gegeniiber dem Lagerbeginn auf (Abbildung 15K, L). Die relative Genexpression
von Md-ETHYLENE RESISTANT (ETR 2 war bei ,Pinova‘’ ab 21 Tagen (Abbildung 15D) und von
MdERS2 bei ,Pinova‘ ab 42 Tagen Lagerdauer signifikant niedriger gegeniiber dem Lagerbeginn
(Abbildung 15H). Die relative Genexpression von MdETR1 und Md-CONSTITUTIVE TRIPLE
RESPONSE (CTR) 1 beider Sorten (Abbildung 15A, B, |, J) sowie von MdETR2 und MdERS2 bei
,Elstar’ zeigte keine Veranderung im zeitlichen Verlauf (Abbildung 15C, G).

In der K-Variante wies ,Elstar’ der relativen Genexpression von MdETR1 am Tag 21 der
Lagerdauer signifikant héhere Werte auf als ,Pinova‘. Die relative Genexpression von MdETR2,
MdERS1, MDERS2, MdCTR1 und MdERF1 wies zu keinem Zeitpunkt einen Sortenunterschied in
der K-Variante auf (Tabelle 12).

Tabelle 12: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der der
Genexpression von MJETR1, MdETR2, MdERS1, MdERS2, MdCTR1 und MJERF1 des Versuchsjahres
2013/14 wihrend einer Lagerung bei 10 °C und normaler Atmosphire zwischen den Sorten ,Elstar’ und
,Pinova‘. Der Erntetermin war jeweils der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Signifikante
Unterschiede (p < 0,05) sind durch verschiedene Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Lagerdauer [Tage]

Parameter Sorte
0 21 42

,Elstar’ a
MJETR1 ) ns ns
,Pinova‘ b
,Elstar’
MdETR2 ) , ns ns ns
,Pinova
Elstar
MdERS1 seistar ., ns ns ns
,Pinova
,Elstar’
MdERS2 ) , ns ns ns
,Pinova
Elstar
MdCTR1 seistar ., ns ns ns
,Pinova
,Elstar’
MdERF1 ) , ns ns ns
,Pinova

1-MCP-Behandlung

Die relative Genexpression von MdETR2 zeigte bei beiden Sorten am Tag 21 (Abbildung 15C,
D), von MdERS1 bei beiden Sorten am Tag 42 (Abbildung 15E, F) und von MdERS2 bei ,Elstar”
der M1+E3-Variante signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur K-Variante auf

(Abbildung 15G).
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Ethylen-Behandlung

Die relative Genexpression von MdERS1 wies bei ,Elstar’ am Tag 21 (Abbildung 15E) und von
MdERF1 bei ,Elstar’ am Tag 42 und ,Pinova’ am Tag 21 der Lagerdauer der E3-Variante
signifikant héhere Werte im Vergleich zur K-Variante auf (Abbildung 15K, L).
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Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf der relativen Genexpression der Ethylenrezeptoren MdETR1 (A, B), MdETR2 (C,
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D), MJERS1 (E, F) und MJERS2 (G, H) sowie des Signalproteins MdCTR1 (I, J) und des
Transkriptionsfaktors MdERF1 (K, L) zum Referenzgen Ubiquitin der Sorten ,Elstar’ (A, C, E, G, |, K)
und ,Pinova‘ (B, D, F, H, J, L) liber eine 6-wd6chige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphére im
Jahr 2013/14. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils die Mitte des sortentypischen
Erntefensters. K = unbehandelte Kontrolle; M1+E3 = Behandlung mit 1-MCP einen Tag nach der
Ernte und Ethylen periodisch fiir 48 h am dritten Tag nach der Ernte sowie ab 7 Tage nach der Ernte
in 7-tdgigen Abstidnden; E3 = Behandlung mit Ethylen periodisch fiir 48 h am dritten Tag nach der
Ernte sowie ab 7 Tage nach der Ernte in 7-tdgigen Abstidnden. Jeder Balken reprasentiert den
Mittelwert (n = 3) mit Standardabweichung. Signifikant unterschiedliche Mittelwerte (p < 0,05) der



K-Variante im zeitlichen Verlauf sind mit verschiedenen Kleinbuchstaben und der M1+E3- und E3-
Variante zur K-Variante sind mit einem Stern iliber der eckigen Klammer versehen, die mit dem Post-
hoc Test nach der Tukey-Methode berechnet worden sind. Die Berechnungen fiir die Genexpression
von MdETR2 beruhen auf log-transformierten Daten.

4.4. Histologie

Die Messung der Anzahl der Cortexzellen und Interzellularen je mm™ wurde im Versuchsjahr
2012/13 durchgefuhrt. Da der Faktor Erntetermin zum letzten Probennahmezeitpunkt bei
,Elstar’ keinen signifikanten Unterschiede in der Fruchtfleischfestigkeit aufwies und der spate
Erntetermin bei ,Pinova‘ aufgrund eines technischen Defektes des Lagers ausfiel, wurden
lediglich die Proben des friihen Erntetermin verwendet. Da die Ethylen-Varianten der 1-MCP-
Behandlungen bei ,Pinova‘’ keinen signifikanten Unterschied in der Fruchtfleischfestigkeit
aufwiesen, wurden lediglich die MO0-Variante und E9-Variante neben der K-Variante
ausgewertet, die auferdem die groRten Unterschiede in der Fruchtfleischfestigkeit zur
jeweiligen K-Variante aufwiesen.

Die Anzahl der Cortexzellen je mm™ (Abbildung 16A) wiesen innerhalb der Sorte keinen
Behandlungsunterschied auf, aber die Anzahl der Cortexzellen der K-Variante von ,Pinova‘ war
signifikant hoher als von ,Elstar’. Die Anzahl der Interzellularen je mm™ (Abbildung 16B) zeigten
bei ,Elstar’ keinen Unterschied der Behandlungen zueinander, aber bei ,Pinova‘ wies die E9-
Variante signifikant niedrigere Werte als die K- und MO-Variante auf. Die Anzahl der
Interzellularen der K-Variante von ,Pinova‘ wies wiederum signifikant hohere Werte als ,Elstar’
auf. Die Betrachtung der Horizontalschnitte der Cortexzellen aus dem Parenchym der
Apfelfrucht spiegelte diese Ergebnisse wieder. Dabei waren bei ,Elstar’ groRere Interzellularen

als bei ,Pinova‘ zu erkennen bei etwa gleich groRen Cortexzellen (Abbildung A. 5:A-F).
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Abbildung 16: Anzahl der Cortexzellen (A) und Interzellularen (B) je mm2 der Sorten ,Elstar’ und ,Pinova‘ aus dem
Versuchsjahr 2012/13 nach einer Lagerdauer von 3 Monaten bei 10 °C und normaler Atmosphére.
Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils der Anfang des sortentypischen Erntefensters. K =
unbehandelte Kontrolle; MO = 1-MCP-Behandlung am Tag 0 der Lagerdauer; E9 = Behandlung mit
permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert
(n=3) mit Standardabweichung. Signifikant unterschiedliche Mittelwerte (p<0,05) der
Behandlungen innerhalb einer Sorte sind mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben versehen und
zwischen der K-Variante der Sorten mit einem Stern iiber der Klammer.

49



4.5 Aktivitat zellwandmodifizierender Enzyme

4.5.1 PME-Aktivitat

Die Messung der Pektinmethylesterase (PME)-Aktivitat, die auf der photometrischen Messung
von Hagerman & Austin (1986) basiert, zeigte eine Unstimmigkeit im Verlauf der
Negativkontrolle. Die Idee dieser photometrischen Messung beruht auf einer pH-Wert-
Absenkung infolge der PME, die mittels eines Indikators sichtbar gemacht wird.
Dementsprechend sollte der Verlauf der Messung ohne enzymatische Aktivitdt parallel zur
Zeitachse erfolgen, da sich der pH-Wert nicht andert und damit die Farblosung konstant bleibt.
Mit enzymatischer Aktivitat sollte eine abnehmende Kurve mit abflachendem Ende angezeigt
werden, deren Abnahme umso steiler ist je hoher die Enzymaktivitat ist. Um diese Verlaufe zu
erhalten, wurde im ersten Schritt (Tabelle 5) der Methodenetablierung im Ansatz 1.1 zunachst
geprift, welche Konzentration der Indikatoren Bromthymolblau (BTB), dessen erster
Farbumschlag im basischen Bereich liegt, und Bromkresolgrin (BKG), dessen erster
Farbumschlag im sauren Bereich liegt, benétigt wurde, um im nahezu linearen Messbereich
der Absorbanz von 0 bis 1 zu bleiben. Dabei stellte sich heraus, dass eine
Indikatorkonzentration von 0,1 % fiir BTB und 0,01 % fir BKG erforderlich war. AnschlielRend
wurde in den Ansatzen 1.2 und 1.3 gepriift, ob ein stabiler Verlauf der Negativkontrolle zu
erreichen ist, wenn einzelne Komponenten entweder eine pH-Einstellung erhielten oder in
einer gepufferten Losung angesetzt wurden. Dabei zeigte die pH-eingestellte (Ansatz 1.2a)
bzw. in Puffer gel6ste Substratlosung (Ansatz 1.3a) mit dem Indikator BKG den geforderten
parallelen Verlauf und mit dem Indikator BTB eine leichte Steigung bzw. abflachende Kurve
(Abbildung 17). Die Ansdtze 1.2b sowie 1.3b und 1.3c zeigten &ahnliche Verlaufe (nicht
dargestellt).

Im zweiten Schritt (Tabelle 5) wurde der Verlauf der Positivkontrolle gepriift, indem zum einen
zwei verschiedene Verdlnnungslésungen (Ansatz 2.1) und zum anderen unterschiedliche
Konzentrationen (Ansatz 2.2) getestet wurden. Dabei zeigte sich, dass die Abnahme der in
Puffer verdiinnten Positivkontrolle mit dem Indikator BTB steiler war als der in der dest.
Wasser verdiinnten Positivkontrolle (Abbildung 17A). Gegenteilig verhielt es sich bei der
Positivkontrolle mit dem Indikator BKG (Abbildung 17B). Da die in Puffer verdiinnte
Positivkontrolle mit dem Indikator BKG keinen deutlichen Unterschied zur Negativkontrolle
aufwies, wurde fiir den Ansatz 2.2 die Positivkontrolle nur mit dest. Wasser verdiinnt gepriift.
Dabei erwies sich, dass bei der Verwendung mit dem Indikator BTB bereits eine Konzentration
von 0,5 U ausreichte, um eine steile Abnahme der Kurve zu sehen (Abbildung 17A). Fir eine
dhnlich steile Abnahme wurde mit dem Indikator BKG die doppelte bis vierfache Konzentration

benotigt (Abbildung 17B).
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Im dritten Schritt (Tabelle 5) wurde ein geeignetes Extraktionsverfahren gepriift, indem zwei
unterschiedliche  Zustande des Probenmaterials (Ansatz  3.1), verschiedene
Extraktionslosungen (Ansatz 3.2) sowie mehrmaliges Extrahieren (Ansatz 3.3) und Aufreinigen
des Extraktes (Ansatz 3.4) getestet wurden. Aus keinem dieser Ansitze gelang es natives

Enzym aus Apfelfruchtfleisch zu extrahieren.

O Negativkontrollep, e, O Negativkontrollep, e,
<& Positivkontrollep, ., (0,5 U) <& Positivkontrollep, ., (0,5 U)
0 Negativkontrolleeg, wasser 0 Negativkontrolleeg, wasser
A Positivkontrolleyeg wasser (0,1 U) A Positivkontrolle oy, wasser (0,5 U)
*  Positivkontrollegeg wasser (0,5 U) % Positivkontrolleyeg; wasser (1,0 U)
0 87% Positivkontrolle e wasser (1,0 U) @ Positivkontrolle geg; wasser (2,0 U)
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Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der photometrischen Messung zur PME-Aktivitat bei einer Absorbanz von 620 nm
der Negativkontrolle sowie der Positivkontrolle, die sowohl in dest. Wasser als auch in Puffer gel6st
sind, in Verbindung mit dem Indikator Bromthymolblau (A), dessen Farbumschlagspunkte bei pH 7,6
und 5,8 liegen, und dem Indikator Bromkresolgriin (B), dessen Farbumschlagspunkte bei pH 5,4 und
3,8 liegen.

4.5.2 GAL-Aktivitat

Die Messung der pB-Galaktosidase (GAL)-Aktivitit wurde im Versuchsjahr 2013/14
durchgefiihrt. Die graphische Darstellung erfolgte mit den Mittelwerten der Originaldaten. Zur
Erfillung der Varianzhomogenitat und Normalverteilung wurden signifikante Unterschiede an

Wourzel-transformierten Daten berechnet.

Unbehandelte Kontrolle

Die GAL-Aktivitat der K-Variante betrug zu Lagerbeginn bei ,Elstar’ 5 pmol PNP*100 mg TS **h™
(Abbildung 18A), bei ,Golden Delicious‘ 106 pmol PNP*100 mg TS *h™ (Abbildung 18C) und bei
,Pinova’ war diese nicht messbar (Abbildung 18B). Der signifikante Anstieg gegeniiber dem
Lagerbeginn erfolgte bei ,Elstar’ am Tag 7, bei ,Pinova’ am Tag 28 der Lagerdauer und bei
,Golden Delicious’ erfolgte lber die gesamte Lagerdauer kein signifikanter Anstieg. Das
Maximum der GAL-Aktivitat wurde bei ,Elstar’ am Tag 21 mit 293 pmol PNP*100 mg TS™*h™,
bei ,Pinova‘ am Tag 70 mit 122 umol PNP*100 mg TS™*h™ und bei ,Golden Delicious’ am Tag
43 mit 149 umol PNP*100 mg TS™*h™.
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Sortenunterschiede der K-Variante traten zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der
Lagerung auf (Tabelle 13). Im ersten Drittel wies ,Pinova‘ durchgehend signifikant niedrigere
Werte als ,Golden Delicious’ und am Tag 7 der Lagerdauer signifikant niedrigere Werte als
,Elstar’ auf. ,Elstar’ wies im selben Zeitraum zu Beginn der Lagerdauer signifikant niedrigere
Werte und an den Tagen 14 und 21 der Lagerdauer signifikant hohere Werte als ,Golden
Delicious’. Im zweiten Drittel gab es lediglich am Tag 42 der Lagerdauer einen
Sortenunterschied mit signifikant niedrigeren Werten von ,Pinova‘ gegeniiber ,Elstar’ und
,Golden Delicious’. Im letzten Drittel der Lagerdauer wies ,Elstar’ signifikant hohere Werte als

,Pinova‘ auf.

Tabelle 13: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der Lagerdauer
der GAL-Aktivitit des Versuchsjahres 2013/14 wihrend einer Lagerung bei 10°C und normaler
Atmosphare zwischen den Sorten ,Elstar’, ,Pinova‘ und ,Golden Delicious’. Der Erntetermin war jeweils
der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Signifikante Unterschiede (p <0,05) sind durch
verschiedene Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Sorte Lagerdauer [Tage]
0 7 14 21 28 42 56 70 84 98 112
,Elstar’ b b a a a a a
,Pinova‘ b a b b ns b ns ns ns b b
,Golden Delicious’ a b b ab ab

1-MCP-Behandlung

Die GAL-Aktivitat der M1+E3-Variante zeigte den signifikanten Anstieg gegeniber dem
Lagerbeginn bei ,Elstar’ am Tag 70 (Abbildung 18A), bei ,Pinova‘ am 28 der Lagerdauer
(Abbildung 18B) und bei ,Golden Delicious’ erfolgte Uber die gesamte Lagerdauer kein
signifikanter Anstieg (Abbildung 18C). Das Maximum der GAL-Aktivitat wurde bei ,Elstar’ am
Tag 84 mit 148 umol PNP*100 mg TS**h™, bei ,Pinova® am Tag 112 mit
124 pumol PNP*100 mg TS™*h™ und bei ,Golden Delicious’ am Tag 70 mit
156 umol PNP*100 mg TS™*h™.

Ethylen-Behandlung

Die GAL-Aktivitat der E3-Variante zeigte den signifikanten Anstieg gegeniiber dem Lagerbeginn
bei ,Elstar am Tag 7 (Abbildung 18A), bei ,Pinova‘ am 83 der Lagerdauer (Abbildung 18B) und
bei ,Golden Delicious’ erfolgte (iber die gesamte Lagerdauer kein signifikanter Anstieg
(Abbildung 18C). Das Maximum der GAL-Aktivitdit wurde bei ,Elstar’ am Tag 14 mit
376 umol PNP*100 mg TS™*h™, bei ,Pinova‘ am Tag 83 mit 93 pmol PNP*100 mg TS *h™ und
bei ,Golden Delicious’ am Tag 29 mit 146 pmol PNP*100 mg TS **h™.
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der GAL-Aktivitat [umol PNP*100 mg TS'l*h'l] der Sorten ,Elstar’ (A), ,Pinova’‘ (B)
und ,Golden Delicious’ (C) iiber eine 4-monatige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphdre im
Jahr 2013/14. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils die Mitte des sortentypischen
Erntefensters. K = unbehandelte Kontrolle; M1+E3 = Behandlung mit 1-MCP am Tag 1 der
Lagerdauer und Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem
7. Tag der Lagerdauer in 7-tdgigen Abstanden; E3 = Behandlung mit Ethylen in Intervallen von
jeweils 48 h am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer in 7-tdgigen
Abstdnden. Jeder Datenpunkt reprdsentiert den Mittelwert (n =3) mit Standardabweichung der
Originaldaten. Die sternférmigen Datenpunkte verweisen auf signifikant (p <0,05) erhohte
Enzymaktivitdt in der jeweiligen Behandlung im Vergleich zum Wert des Lagerbeginns, dabei
beruhen die Berechnungen auf Wurzel-transformierten Daten.

4.6 Genexpression der zellwandmodifizierenden Proteine

Die Messung der relativen Genexpression der zellwandmodifizierenden Proteine wurde im
Versuchsjahr 2013/14 durchgefiihrt. Die graphische Darstellung erfolgte mit den Mittelwerten
der Originaldaten. Zur Erflllung der Varianzhomogenitdt und Normalverteilung wurden
signifikante Unterschiede in der relativen Genexpression von MdGAL sowie von Md-
Polygalakturonase (PG), Md-Pektatlyase (PL), Md-Endo-Glukanase (EGase) und Md-Xyloglukan-
Endotransglykosylasen/ -hydrolasen (XTH) 2 bei ,Elstar’ an log-transformierten Daten und von

MAdXTH2 bei ,Pinova‘ an Wurzel-transformierten Daten berechnet.
4.6.1 Pektinmodifizierende Enzyme

Unbehandelte Kontrolle

Die relative Genexpression der K-Variante von MdPG zeigte bei ,Elstar’ ab 21und bei ,Pinova’
ab 42 Tagen (Abbildung 19A, B), von MdGAL bei ,Elstar ab 42 und bei ,Pinova‘ ab 21 Tagen
(Abbildung 19E, F) und von Md-a-L-Arabinofuranosidase (AF) 1 bei ,Elstar’ und ,Pinova‘ ab 42
Tagen Lagerdauer (Abbildung 19G, H) einen signifikanten Anstieg gegenliber dem Lagerbeginn.
Die relative Genexpression von MdPME wies bei beiden Sorten keine Verdnderung im
zeitlichen Verlauf der K-Variante auf (Abbildung 191, J). Die relative Genexpression von MdPL
zeigte in der K-Variante bei ,Pinova‘ ab 42 (Abbildung 19D) Tagen Lagerdauer eine signifikante

Abnahme gegeniber dem Lagerbeginn und bei ,Elstar’ (Abbildung 19C) erfolgte erst eine
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signifikante Abnahme gegeniliber dem Lagerbeginn am Tag 21 und darauf wieder eine
Zunahme, die nicht signifikant verschieden gegeniliber dem Lagerbeginn war.

,Elstar’ wies in der K-Variante in der relativen Genexpression von MdPG und MdAF1 ab 21
Tagen und von MdPL und MdGAL ab 42 Tagen Lagerdauer signifikant hohere Werte auf als die
K-Variante von ,Pinova‘. Die relative Genexpression von MdPME wies zu keinem Zeitpunkt

einen Unterschied zwischen ,Elstar’ und ,Pinova‘ in der K-Variante auf (Tabelle 14).

Tabelle 14: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der Lagerdauer
der Genexpression von MdPG, MdPL, MdGAL, MdAF und MdPME des Versuchsjahres 2013/14 wihrend
einer Lagerung bei 10 °C und normaler Atmosphare zwischen den Sorten ,Elstar’ und ,Pinova‘. Der
Erntetermin war jeweils der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) sind durch verschiedene Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Lagerdauer [Tage]
0 21 42

Parameter Sorte

,Elstar’ a a
MdPG ) , hs
,Pinova
,Elstar’ a
MdPL ) , ns ns
,Pinova
Elstar’
MdGAL eistar ., ns ns e
,Pinova b
,Elstar’ a a
MdAF1 ) , ns
,Pinova
,Elstar’
MdPME . , ns ns ns
,Pinova

1-MCP-Behandlung

Die relative Genexpression der M1+E3-Variante von MdPG fiihrte bei ,Elstar’ am Tag 21 und
bei MdPL am Tag 42 zu signifikant niedrigeren Werten im Vergleich zur K-Variante
(Abbildung 19A, C). Die relative Genexpression von MdPL bei ,Pinova‘’ der M1+E3-Variante wies

durchgehend signifikant hohere Werte im Vergleich zur K-Variante auf (Abbildung 19D).

Ethylen-Behandlung

Die relative Genexpression von MdPL war bei ,Elstar’ am Tag 21 und von MdGAL durchgehend

bei ,Elstar’ signifikant hoher im Vergleich zur K-Variante (Abbildung 19C, E).
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Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf der relativen Genexpression der pektinmodifizierenden Enzyme MdPG (A, B),
MdPL (C, D), MdGAL (E, F), MdAF1 (G, H) und MdPME (I, J) zum Referenzgen Ubiquitin der Sorten
,Elstar’ (A, C, E, G, 1) und ,Pinova‘ (B, D, F, H, J) liber eine 6-wéchige Lagerdauer bei 10 °C und
normaler Atmosphire im Versuchsjahr 2013/14. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils die
Mitte des sortentypischen Erntefensters. K = unbehandelte Kontrolle; M1+E3 = Behandlung mit
1-MCP am Tag 1 der Lagerdauer und Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der
Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer in 7-tagigen Abstianden; E3 = Behandlung mit
Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der
Lagerdauer in 7-tdgigen Abstinden. Jeder Balken reprdsentiert den Mittelwert (n=3) mit
Standardabweichung. Signifikant unterschiedliche Mittelwerte (p <0,05) der K-Variante im
zeitlichen Verlauf sind mit verschiedenen Kleinbuchstaben und der M1+E3- und E3-Variante zur K-
Variante sind mit einem Stern (iber der eckigen Klammer versehen, die mit dem Post-hoc Test nach
der Tukey-Methode berechnet worden sind. Die Berechnungen fiir die Genexpression von MdGAL
sowie MdPG und MdPL bei ,Elstar’ beruhen auf log-transformierten Daten.
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4.6.2 Hemizellulose- und zellulosemodifizierende Proteine

Unbehandelte Kontrolle

Die relative Genexpression der K-Variante von Md-Expansin (EXP) 2 zeigte bei ,Elstar’ ab 42
Tagen (Abbildung 20A), von Md-Xylosidase (XYL) bei ,Elstar’ ab 21 Tagen und bei ,Pinova‘ ab 42
Tagen (Abbildung 20G, H) sowie von MdEGase bei ,Elstar’ ab 42 Tagen Lagerdauer
(Abbildung 201) signifikant hohere Werte gegeniiber dem Lagerbeginn. Die relative
Genexpression von MdEXP2 und von MdXTH10 wies bei ,Pinova‘ ab 42 Tagen (Abbildung 20B,
F) und von MdXTH2 bei ,Elstar’ ab 42 Tagen (Abbildung 20C) signifikant niedrigere Werte
gegeniber dem Lagerbeginn auf. Die relative Genexpression von MdXTH10 bei ,Elstar’
(Abbildung 20E) und von MdEGase bei ,Pinova’ (Abbildung 20J) wiesen keine zeitliche
Veranderung der K-Variante auf. Die relative Genexpression von MdXTH2 bei ,Pinova’ zeigte
am Tag 21 der Lagerdauer eine signifikante Abnahme gegenliber dem Lagerbeginn und stieg
am Tag 42 wieder auf das Niveau von Lagerbeginn an (Abbildung 20D).

In der K-Variante wies ,Elstar’ der relativen Genexpression von MdEXP2 am 42. Tag, von
MdXTH2 bis 21 Tage, von MdXTH10 am 21. Tag, von MdEGase am 42. Tag der Lagerdauer und
von MdXYL durchgehend signifikant hohere Werte als ,Pinova‘ auf. ,Pinova‘ hatte am Tag 42
der Lagerdauer signifikant héhere Werte in der relativen Genexpression von MdXTH2 als

,Elstar (Tabelle 15).

Tabelle 15: Ergebnis der Varianzanalyse der unbehandelten Kontrolle (K-Variante) zum selben Tag der Lagerdauer
der Genexpression von MdEXP2, MdXTH2, MdXTH10, MdXYL und MdEGase des Versuchsjahres 2013/14
wihrend einer Lagerung bei 10 °C und normaler Atmosphare zwischen den Sorten ,Elstar’ und ,Pinova‘.
Der Erntetermin war jeweils der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) sind durch verschiedene Kleinbuchstaben kenntlich gemacht.

Lagerdauer [Tage]
0 21 42

Parameter Sorte

,Elstar’ a
MdEXP2 ) , hs ns
,Pinova
,Elstar’ a a
MdXTH?2 ,Pinova’ b b a
,Elstar’
MAXTHIO  ~o  ns 2 s
,Pinova b
,Elstar’ a a a
MdX¥L ,Pinova’ b b b
,Elstar’ a
MdEGase . , ns ns
,Pinova
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1-MCP-Behandlung

Die relative Genexpression von MdEXP2 wies bei ,Elstar’ am Tag 42 der Lagerdauer und von
MdEGase bei ,Elstar’ durchgehend der M1+E3-Variante signifikant niedrigere Werte im
Vergleich zur K-Variante auf (Abbildung 20A, 1). Die relative Genexpression von MdXTH2 der
M1+E3-Variante zeigte bei ,Elstar’ am Tag 42 und bei ,Pinova’ am Tag 21 der Lagerdauer

signifikant héhere Werte im Vergleich zur K-Variante (Abbildung 20C, D).

Ethylen-Behandlung

Die relative Genexpression von MAEXP2 hatte bei ,Elstar’ und ,Pinova’ am Tag 21
(Abbildung 20A, B), von MdEGase bei ,Elstar’ am Tag 21 und von MdXTH2 bei ,Elstar’ am Tag
42 der Lagerdauer der E3-Variante signifikant hoherer Werte als die K-Variante (Abbildung 20lI,
C). Die relative Genexpression von MdEXP2 bei ,Elstar’ am Tag 42 und von MdXTH2 bei ,Elstar’
am Tag 21 der Lagerdauer der E3-Variante wies signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur K-

Variante auf (Abbildung 20A, C).
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Abbildung 20: Zeitlicher Verlauf der relativen Genexpression der hemizellulose- und zellulosemodifizierenden
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Proteine MdEXP2 (A, B), MdXTH2 (C, D), MdXTH10 (E, F), MdXYL (G, H) und MdGLU (I, J) zum
Referenzgen Ubiquitin der Sorten ,Elstar’ (A, C, E, G, 1) und ,Pinova‘ (B, D, F, H, J) iiber eine 6-
wochige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphire im Versuchsjahr 2013/14. Der Erntetermin
dieser Sorten war jeweils die Mitte des sortentypischen Erntefensters. K = unbehandelte Kontrolle;
M1+E3 = Behandlung mit 1-MCP am Tag 1 der Lagerdauer und Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h
am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer in 7-tdgigen Abstianden; E3 =
Behandlung mit Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem
7. Tag der Lagerdauer in 7-tdgigen Abstianden. Jeder Balken reprédsentiert den Mittelwert (n = 3) mit
Standardabweichung. Signifikant unterschiedliche Mittelwerte (p <0,05) der K-Variante im
zeitlichen Verlauf sind mit verschiedenen Kleinbuchstaben und der M1+E3- und E3-Variante zur K-
Variante sind mit einem Stern iiber der eckigen Klammer versehen, die mit dem Post-hoc Test nach
der Tukey-Methode berechnet worden sind. Die Berechnungen fiir die Genexpression von MdEGase
und MdXTH2 bei ,Elstar’ beruhen auf log-transformierten Daten und von MdXTH2 bei ,Pinova‘ auf
Wourzel-transformierten Daten.



5. Diskussion

5.1 Fruchtfleischfestigkeit

Unbehandelte Kontrolle

Die Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit zeigte in der K-Variante fiir alle Sorten den erwarteten
Verlauf mit einer kurzen I. Phase fiir ,Elstar’ und ,Golden Delicious’ und einer langeren . Phase
flir ,Pinova‘. Damit bestatigt sich die Annahme, dass ,Elstar’ und ,Golden Delicious’
weichwerdende Sorten sind und ,Pinova‘ eine festbleibende Sorte ist. Zukiinftig sollte eine
einheitliche Definition flir eine Einteilung der Sorten in weichwerdend und festbleibend
anhand der Lange der I. Phase formuliert werden, damit Studien besser miteinander verglichen

werden kdonnen.

1-MCP-Behandlung

Ebenso erwartungsgemaR zeigte sich die reifeinhibitorische Wirkung der 1-Methylcyclopropen
(1-MCP)-Behandlung, indem diese die |. Phase sowohl der weichwerdenden als auch der
festbleibenden Sorte verlangerte. Der erwartete Unterschied in der Fruchtfleischfestigkeit
insbesondere der weichwerdenden Sorte ,Elstar’ im Versuchsjahr 2012/13 bei einer
zeitversetzten 1-MCP-Behandlung zwischen 1 Tag und 7 Tage nach der Ernte blieb
Uberraschender Weise aus. Andere Studien mit einer zeitversetzten 1-MCP-Behandlung
(Tatsuki et al., 2007; Lu et al., 2013) zeigten, dass die friihere 1-MCP-Behandlung gegeniiber
der spateren bei der weichwerdenden Sorte ,Orin’ bzw. ,Cortland’ (Tabelle A. 1) zu signifikant
hoheren Fruchtfleischfestigkeitswerten flihrte. Dagegen wies die festbleibende Sorte ,Fuji’
bzw. ,Delicious’ (Tabelle A. 1) keinen Unterschied zwischen den 1-MCP-Behandlungen auf.

Hieraus ergibt sich eine Unstimmigkeit mit den formulierten Hypothesen, dass erstens der
Festigkeitstyp in Zusammenhang zur Ethylensensitivitdt steht und dass zweitens die Wirkung
einer zeitversetzten 1-MCP-Behandlung abhadngig von der Ethylensensitivitdt ist. Denn die
weichwerdende Sorte ,Elstar’ wies im Gegensatz zu den ebenfalls weichwerdenden Sorten
,0rin’ und ,Cortland’ keinen Unterschied der Fruchtfleischfestigkeit bei einer zeitversetzen
1-MCP-Behandlung auf. Vermutlich hangt die Effektivitdt einer zeitversetzten 1-MCP-
Behandlung eher mit der Ethylenproduktion zusammen, denn sowohl die festbleibenden
Sorten ,Pinova‘ und ,Fuji‘ als auch die weichwerdende Sorte ,Elstar’ haben im Gegensatz zu
,0rin“ und ,Cortland’ eine geringe Ethylenproduktion. Demnach miisste die erste Hypothese
dahin gehend korrigiert werden, dass nicht der Festigkeitstyp, sondern die Hohe der
Ethylenproduktion einer Sorte mit der Ethylensensitivitat in Zusammenhang steht. Dies trifft

aber auch nicht zu, wie nachfolgend erlautert wird.
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Ethylen-Behandlung

Die Behandlung mit dem Reifepromotor Ethylen sorgte nur bei ,Elstar’ und ,Pinova‘ flir die
erwartete Verkiirzung der I. Phase. Bei der Sorte ,Golden Delicious’ lag kein Unterschied zur K-
Variante vor. Damit konnte die Einteilung dieser Sorten in die Kategorien des Weichwerdens
bestatigt werden: ,Elstar’ zeigte eine kurze I. Phase, die durch exogenes Ethylen verkirzt
wurde, damit ethylensensitiv ist und dem Typ 2 entspricht; ,Pinova‘ wies eine lange I. Phase
auf, die trotz der Ethylenzugabe lange erhalten blieb, damit ethyleninsensitiv ist und dem Typ
3 entspricht; ,Golden Delicious’ zeigte wiederum eine kurze |. Phase, die trotz zusatzlicher
Ethylengabe nicht verkiirzt wurde, damit ebenfalls ethyleninsensitiv ist und dem Typ 1
entspricht. Die Erklarung fur die Nicht-Beeinflussung der Ethylengabe bei ,Golden Delicious’,
liegt in der hohen Ethylenproduktion dieser Sorte. Denn trotz permanenter Spilung der
Versuchszelle mit Luft erreichte die Ethylenkonzentration innerhalb der Versuchszelle der K-
Variante an mehreren Zeitpunkten der Lagerdauer tiber 100 pl*I™ (Abbildung A. 6). Dieser
Wert war als Mindestkonzentration fiir die Ethylen-Behandlung angesetzt worden. Damit war
die Reizschwelle der Frucht bei ,Golden Delicious’ bereits liberschritten und eine Zugabe von
exogenem Ethylen konnte keine vermehrte Reaktion auslosen.

Die Kombinationsbehandlung von 1-MCP als Reifehemmer mit Ethylen als Reifepromotor
zeigte lediglich bei ,Elstar’ des friihen Erntetermins eine Verkirzung von 14 Tagen gegentiber
der 1-MCP-Behandlung. Kittemann (2012) konnte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in
der Fruchtfestigkeit von Apfelfriichten der Sorte ,Golden Delicious’ feststellen, die neben einer
1-MCP-Behandlung zusatzlich Ethylen erhielten. Somit kann die Hypothese, dass die
reifehemmende Wirkung von 1-MCP durch Ethylen friiher aufgehoben wird unabhangig der
Ethylensensitivitdt einer Sorte, nicht bestdtigt werden. Denn dann mussten alle Sorten eine
Verkiirzung zeigen. Wenn nun die zuvor korrigierten Hypothese, dass nur Sorten mit niedriger
Ethylenproduktion ethylensensitiv waren, zu trafe, dann misste neben ,Elstar’ auch ,Pinova’
eine verkirzte Reifehemmung der MO+E9-Variante im Vergleich zur MO-Variante zeigen.

Es bleibt die Frage, wie die Ethylensensitivitdt, der Festigkeitstyp und die Kategorie des
Weichwerdens miteinander im Zusammenhang stehen. Um dies zu klaren missen erst die

Ergebnisse der Ethylenbiosynthese sowie der Ethylensignaltransduktion diskutiert werden.
5.2 Ethylenbiosynthese im Zusammenhang mit der Fruchtfleischfestigkeit

Unbehandelte Kontrolle

Sowohl die Ethylenproduktion, die ACC-Oxidase (ACO)- und ACC-Synthase (ACS)-Aktivitat als
auch die relative Genexpression von MdACO1 und MdACS1 zeigten den erwarteten Anstieg

wahrend der Lagerdauer. Somit wurde deutlich demonstriert, dass ,Elstar’ und ,Pinova‘ sich im
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zeitlichen Verlauf und Hohe der Ethylenproduktion, der ACO- und ACS-Aktivitat ahnelten und
im Vergleich zu ,Golden Delicious’ deutlich geringere Mengen an Ethylen produzierten, womit
bestatigt wurde, dass ,Elstar’ und ,Pinova‘ niedrige Ethylenproduzenten sind und ,Golden
Delicious’ ein hoher Ethylenproduzent ist.

Die nicht-messbare ACS-Aktivitat bei ,Elstar’ und ,Pinova‘ im Versuchsjahr 2013/14 ist damit zu
erklaren, dass diese Friichte lediglich eine Temperatur von 10°C hatten. Diese
Fruchttemperatur setzte die Enzymaktivitdt so weit herab, dass die umgesetzte Menge an
Ethylen unterhalb des Detektionslimits des Gaschromatographens (GC) lag. Denn die ACS-
Aktivitdtsmessung nach Bulens et al. (2011) bendtigt ein Minimum von 0,22 uM ACC in der

Probe, um im GC eine messbare Ethylenkonzentration zu erzeugen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Zugabe unterschiedlicher ACC-Konzentrationen [uM] der Positivkontrolle der ACS-
Aktivitdtsbestimmung nach Bulens et al. (2011), um eine Kalibriergerade zu generieren. Jeder
Datenpunkt reprdsentiert den Mittelwert (n=2-10) mit Standardabweichung. Der ausgefiilite
Datenpunkt entspricht der standardisierten Positivkontrolle nach Bulens et al. (2011).

Lediglich die relative Genexpression von MdACS3 zeigte widererwarten einen konstanten
Verlauf. Dies konnte daran liegen, dass der Expressionspeak von ,Elstar’ und ,Pinova‘ bereits
vor der Ernte lag, wie Varanasi et al. (2011) es auch fir die Sorten ,Mclntosh‘ und ,Honeycrisp’
bemerkten. Zudem ergab sich unerwartet kein Sortenunterschied in der relativen
Genexpression von MAACO1, MdACS1 und MAJACS3. Dies ist widerspriichlich zu den
Ergebnissen von Tatsuki et al. (2007) und Harb et al. (2012), die fir ihre verwendeten
weichwerdenden Sorten ,Orin‘ bzw. ,Mcintosh’ hohere MAdACO1-Expressionswerte im
Vergleich zu den festbleibenden Sorten ,Fuji‘ bzw. ,Honeycrisp’ feststellten. Allerdings wurden
in diesen Studien jeweils zwei Sorten verwendet, die die Eigenschaftskombinationen aus
festbleibend mit niedriger Ethylenproduktion und weichwerdend mit hoher Ethylenproduktion
aufwiesen (Tabelle A. 1). Daher ist zu vermuten, dass die Genexpression von MdACS1 und
MdACO1 eher mit der Ethylenproduktion im Zusammenhang steht als mit dem Festigkeitstyp,
da ,Elstar’ und ,Pinova‘ eine dahnlich hohe Ethylenproduktion haben. Ein eindeutiger Bezug zur
Fruchtfleischfestigkeit fir die Genexpression von MAdACS1 und MAdASC3 konnte nicht

festgestellt werden (Tatsuki et al., 2007; Varanasi et al., 2011; Harb et al., 2012; Tan et al.,
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2013). Trotzdem verweist die Hauptkomponentenanalyse 1 (, Abbildung 22) auf einen
Zusammenhang zwischen der Genexpression von MdACS3 und der Fruchtfleischfestigkeit.
Dieses Ergebnis ist irritierend, denn Varanasi et al. (2011) konnten zwar ein Muster in der
relativen Genexpression von MdACS3 beobachten, das aber eher mit dem Zeitpunkt der
physiologischen Reife zusammenhangt. Da ,Elstar’ und ,Pinova‘ eher als mittelreifende Sorten
zu betrachten sind, kann der Beobachtung von Varanasi et al. (2011) weder widersprochen
noch zugestimmt werden. Hier kdnnte eine Beobachtung Gber mehrere Wochen vor der Ernte
bei ,Elstar’ und ,Pinova‘ lohnen, um den Zeitpunkt des Expressionsmaximums von MdACS3
ersichtlich zu machen. Weiterhin kdnnte man im selben Zeitraum die Expression von MdACS6
betrachten, die, wie Li et al. (2015) festgestellt haben, zum einen zeitlich vor der Expression
von MdACS3 beginnt und zum anderen die Expression von MdERF2 reguliert. Dessen Protein
wiederum reguliert die Expression von MdACS3 (Li et al., 2015) und MdACS1 (Li et al., 2016).
Diese Ergebnisse weisen auf eine komplexe Regulation der ACS-Gene hin, die sowohl die
Vorernte- als auch die Nacherntephase betreffen, und die zum jetzigen Zeitpunkt keine
Schlussfolgerung zuldsst, ob die Regulation der diversen ACS-Gene im Bezug zum Festigkeitstyp
stehen. Bekannt ist lediglich, dass die Allel-Kombination von MdACS1 im Zusammenhang mit
der Ethylenproduktion als auch der Fruchtfleischfestigkeit steht (Sunako et al., 1999; Oraguzie
et al., 2004; Oraguzie et al., 2007; Zhu & Barritt, 2008; Dougherty et al., 2016). Ein
Zusammenhang jener Eigenschaften mit der Allel-Kombination von MdACS3 ist dagegen
umstritten (Wang et al., 2009; Dougherty et al., 2016). Apfelsorten mit der Allel-Kombination
MJACS1-2/2 weisen eine geringere Ethylenproduktion als auch Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit auf im Gegensatz zu den Allelkombinationen MdJACS1-1/1 oder
MJACS1-1/2. Ob die Allelkombination in Einklang mit den Kategorien des Weichwerdens zu
bringen ist, misste durch eine Einteilung der Sorten in die jeweilige Kategorie, deren
Allelkombination bekannt ist, geklart werden. Zumindest fiir die Sorten ,Pinova’, ,Fuji‘ und
,Golden Delicious’ kann diese Einteilung erfolgen. Denn ,Pinova’ und ,Fuji’ entsprechen der
Kategorie 3 des Weichwerdens und haben die Allelkombination 2/2 (Oraguzie et al., 2007).
,Golden Delicious’ gehort zur Kategorie 1 des Weichwerdens und besitzt die ACS1-
Allelkombination 1/2 (Oraguzie et al., 2004). Lediglich fiir die Sorte ,Granny Smith’, die der
Kategorie 2 des Weichwerdens angehort (Johnston et al., 2002), wird die Allelkombination
widerspruchlich mit 1/1 ( Sunako et al., 1999; Oraguzie et al., 2004) oder 1/2 (Sato et al., 2004;
Zhu & Barritt, 2008) angegeben. Wenn sich herausstellen sollte, dass Sorten der Kategorie 2,
zu der auch ,Elstar’ gehort, die Allel-Kombination 1/1 aufwiesen, dann wirde die ACS1-
Allelkombination bereits eine zuverldssige Auskunft (ber den Festigkeits- und

Ethylenproduktionstyp sowie die Ethylensensitivitat einer Sorte geben kénnen.
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Abbildung 22: Biplot der Hauptkomponentenanalyse 1 fiir die Variablen Fruchtfleischfestigkeit (FFF),
Ethylenproduktion (Ethyl.prod.), ACO-Aktivitat (ACO.Akt.) und relative Genexpression der
Ethylenbiosynthese-Gene (ACO1, ACS1, ACS3) des Versuchsjahres 2013/14. Die Eigenvektoren
(schwarze Pfeile) weisen die Giite der Gewichte fiir die Hauptkomponente 1 (PC1) und
Hauptkomponente 2 (PC2) aus. Die Punkte zeigen die Verteilung der Sorte ,Elstar’ (Kreise) und ,Pinova‘
(Dreiecke) an.

Trotz des immer wiederkehrenden Indizes der Reiferelevanz der Ethylenbiosynthese, kann kein
eindeutiger Bezug zur reifebedingten Fruchtfleischfestigkeitsabnahme hergestellt werden.
Denn die hier verwendeten Sorten oder auch in vielen anderen Studien weisen entweder eine
dhnliche Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit auf, wie es hier ,Elstar’ und ,Golden Delicious’
tun, oder einen &dhnlichen Verlauf der Ethylenproduktion, wie es hier ,Elstar’ und ,Pinova’
zeigen. Dies deutet daraufhin, dass Apfelsorten zum einen in einen festbleibenden oder
weichwerdenden Festigkeitstyp und zum anderen in einen hohen oder niedrigen
Ethylenproduzenten klassifiziert werden kdnnen. Ein Vergleich der Literatur zeigt, dass es
vorrangig die Kombinationen festbleibend mit niedriger Ethylenproduktion und weichwerdend
mit hoher Ethylenproduktion gibt (Abbildung 23, Tabelle A. 1). Lediglich die Sorte ,Virginia
Gold” wird als festbleibend mit hoher Ethylenproduktion beschrieben (Dougherty et al., 2016).
Ob nun die weichwerdenden Sorten mit hoher Ethylenproduktion zur Kategorie 1 des
Weichwerdens und die weichwerdenden Sorten mit geringer Ethylenproduktion zur Kategorie
2 gehoren, misste geklart werden. Ebenso ist festzustellen, ob alle festbleibenden Sorten

unabhangig ihrer Ethylenproduktion der Kategorie 3 des Weichwerdens angehdoren.
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Abbildung 23: Anzahl der Sorten in Abhangigkeit ihres Festigkeitstyps und Héhe der Ethylenproduktion basierend
auf sortenvergleichenden Studien (Saftner, 1999; Johnston et al., 2001a,b; Johnston et al., 2002b;
Wakasa et al., 2006; Oraguzie et al., 2007; Tatsuki et al., 2007, 2011; Wei et al., 2010; Harb et al.,
2012; Kittemann, 2012; Ng et al., 2013; Tan et al., 2013; Dougherty et al., 2016; Gwanpua et al.,
20164, b).

Ein Beleg flir den Zusammenhang zwischen Ethylenproduktion und Fruchtfleischfestigkeit zeigt
deren Korrelation flr den Zeitraum bis zur Ill. Phase (Abbildung 24). Dabei wird deutlich, dass
die weichwerdenden Sorten ,Elstar’ und ,Golden Delicious’ eine hohe Korrelation mit r = -0,865
bzw. r =-0,911 und die festbleibende Sorte ,Pinova‘ mit r = -0,086 keine Korrelation aufweisen.
Diese Ergebnisse sind kongruent mit denen von Gwanpua et al. (2016b), die in ihrer Studie die
Sorten ,Jonagold’ und ,Granny Smith‘ verwendeten. ,Jonagold’ gilt als weichwerdend mit hoher
Ethylenproduktion und ist damit vergleichbar mit ,Golden Delicious’ und ,Granny Smith gilt
zwar als festbleibend, aber gehort wie ,Elstar’ der Kategorie 2 des Weichwerdens an. Dies
deutet daraufhin, dass es doch einen Zusammenhang zwischen der Fruchtfleischfestigkeit, der
Ethylenproduktion und der Ethylensensitivitit geben muss, der vermutlich Uber die
Ethylenrezeptoren und nachfolgender Ethylenantwort erfolgt.
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Abbildung 24: Korrelation der Fruchtfleischfestigkeit [N] gegen die Ethylenproduktion [p.l*kg'l*h'I] von
Apfelfriichten der Sorten ,Elstar’ (A), ,Pinova‘ (B) und ,Golden Delicious’ (C) aus dem Versuchsjahr
2013/14 bei einer Lagerung von 10 C und normaler Atmosphire. Der Erntetermin dieser Sorten war
jeweils die Mitte des sortentypischen Erntefensters. K = unbehandelte Kontrolle; M1+E3 =
Behandlung mit 1-MCP am Tag 1 der Lagerdauer und Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am
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dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer in 7-tigigen Abstinden; E3 =
Behandlung mit Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem
7. Tag der Lagerdauer in 7-tdgigen Abstianden. Zur Berechnung der Korrelation wurde der Zeitraum
bis Erreichen der Ill. Phase der Fruchtfleischfestigkeit jeder Sorte und Behandlung als Grundlage
verwendet. Die Korrelation wurde nach der Pearson’s-Produkt-Moment-Korrelation berechnet mit
dem KorrelationsmaRB r.

1-MCP-Behandlung

Die Behandlung mit 1-MCP bewirkte in der Ethylenproduktion als auch in der ACO- und ACS-
Aktivitdt unabhangig der Sorte eine zeitliche Verschiebung des Anstieges nach hinten und in
der Genexpression von MdACS1 und MdACO1 die erwartete Reduzierung. Die erwartete
Erhéhung der Genexpression von MdACS3 trat nur bei ,Pinova‘ ein, was vermutlich an dem
sortenspezifischen Verlauf vor der Ernte liegt, wie bei anderen Sorten gezeigt wurde (Varanasi
et al.,, 2011; Varanasi et al.,, 2013). Damit kénnte 1-MCP ab einem bestimmten Zeitpunkt,
welcher mit dem Ubergang des Ethylensystems in Zusammenhang steht, auf die
Genexpression von MdACS3 unwirksam werden.

Die zeitversetzte 1-MCP-Behandlung der Variante M7 zeigte unerwartet keine Auswirkung auf
die Ethylenproduktion gegeniiber der MO-Variante bei ,Elstar’ und ,Pinova‘. Tatsuki et al.
(2007) konnten dagegen sogar zu mehreren Zeitpunkten wahrend der Lagerdauer
Unterschiede zwischen einer frithen und spateren 1-MCP-Behandlung nach der Ernte sowohl
bei der festbleibenden Sorte ,Fuji‘ als auch der weichwerdenden Sorte ,Orin’ feststellen. Damit
zeigte ,Fuji’ als vermeintlich ethyleninsensitive Sorte im Gegensatz zur Fruchtfleischfestigkeit
eine deutliche Reaktion auf 1-MCP. Ein weiterer Unterschied in der hier durchgefiihrten und
der von Tatsuki et al. (2007) durchgefiihrten Studie, ist die Lagertemperatur mit 10 °C bzw.
20°C. Da die Frichte in dieser Arbeit vor der Messung eine Akklimatisierung an
Raumtemperatur (RT; 2242 °C) erhielten, ist der Effekt der unterschiedlichen Lagertemperatur
vermutlich zu gering, um das unterschiedliche Verhalten der Sorten ,Pinova‘ und ,Elstar als
auch ,Fuji‘ und ,Orin‘ darauf zu begriinden. Das unterschiedliche Verhalten von ,Elstar’ und
,0rin’ lieRe sich mit einer Einteilung in die Kategorien des Weichwerdens erklaren, dass ,Elstar’
als Sorte der Kategorie 2 ethylensensitiv ist und damit besonders stark auf eine 1-MCP-
Behandlung reagiert. ,Orin’ wird vermutlich der Kategorie 1 angehdren, da es dieselben
Eigenschaften in Bezug auf Festigkeitstyp und Ethylenproduktion wie ,Golden Delicious’ hat.
Damit miusste ,Orin‘ ethyleninsensitiv und eine 1-MCP-Behandlung nicht wirksam sein.
Allerdings miusste dieselbe Begriindung dann auch firr ,Fuji’ und ,Pinova‘ funktionieren, da
beide Sorten der Kategorie 3 angehoren, die ebenfalls als ethyleninsensitiv gilt. Das tut es aber

zumindest fur ,Pinova‘ nicht.
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Ethylen-Behandlung

Die Behandlung mit Ethylen verschob bzw. erhohte erwartungsgemadR den Anstieg der
Ethylenproduktion sowie der ACS- und ACO-Aktivitdt. Somit zeigten die hier verwendeten
Sorten unabhangig ihrer Eigenschaftskombination eine Ethylensensitivitdat in Bezug auf die
Ethylenbiosynthese. Die erwartete Erhéhung der Genexpression von MdACS1 und MdACO1
blieb aus. Dies konnte allerdings an den zeitlichen Abstanden der Probennahme liegen, denn
ein Peakverlauf der Genexpression zwischen 0 und 21 Tagen Lagerdauer deutete sich an. Eine
Beeinflussung der Ethylen-Behandlung auf die Genexpression von MdACS3 ist wie erwartet
nicht eingetroffen. Da es keine Studien gibt, die dhnliche Ethylen-Behandlungen in der
Nacherntephase durchgefiihrt haben, kann das Verhalten der hier verwendeten Sorten nicht
mit anderen verglichen werden.

Die Ethylen-Behandlung zusatzlich zur 1-MCP-Behandlung fiihrte ebenso wie die Ethylen-
Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu einem friiheren bzw. hoheren
Anstieg in der Ethylenproduktion und ACO-Aktivitdt. Dies zeigt, dass die reifehemmende
Wirkung von 1-MCP durch Ethylen bei diesen Parametern friiher aufgeldst wird. Hierbei sollte
kiinftig geklart werden, ab wann und welcher Dosis die Frucht wieder sensitiv fiir Ethylen wird

und ob eine einmalige Gabe eine Induktion herbeifiihrt.

5.3 Ethylensignaltransduktion im Zusammenhang mit der

Fruchtfleischfestigkeit

Unbehandelte Kontrolle

Im zeitlichen Verlauf wiesen lediglich die relativen Genexpressionen von Md-ETHYLENE RESISTANT
(ETR) 1 und Md-CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE (CTR) 1 die erwartete Kontinuitat bzw. die
relativen Genexpressionen von Md-ETHYLENE RESPONSE SENSOR (ERS) 1 und Md-ETHYLENE
RESPONSE FACTOR (ERF) 1 die erwartete Zunahme auf. Dabei trat der Sortenunterschied in der
Expression von MAdERS1 und MAERF1 widererwarten nicht ein, womit ein Bezug zur
reifebedingten Fruchtfleischfestigkeitsabnahme nicht gegeben ist. Die Annahme von Tatsuki et
al. (2009), die das Expressionslevel von MdERS1 positiv mit dem Shelf-life und damit mit der
Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit assoziieren, kann somit zwar nicht bestatigt werden, aber
der Biplot der Hauptkomponentenanalyse 2 (Abbildung 25, Tabelle A. 3) lasst einen
Zusammenhang vermuten. Wang et al. (2007) vermuten, dass die Genexpression von MdERF1
eher in Zusammenhang mit der Ethylenproduktion als mit dem Festigkeitstyp steht. Dies
deutet auch der Biplot der Hauptkomponentenanalyse 2 an. Nicht auBer Acht lassen sollte
man, dass fir Apfel bisher drei ERF-Gene, die in reifen Friichten exprimiert werden,

beschrieben wurden. Diese drei Gene werden unterschiedlich stark exprimiert (Wang et al.,
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2007; Li et al., 2016). MdERF2 wird vergleichsweise schwach zu MdERF1 exprimiert (Wang et
al., 2007), aber es wurde nachgewiesen, dass ERF2 an den Promotor von MdACS1 bindet und
damit dessen Expression hemmt (Li et al., 2016). Allerdings bindet ERF2 auch an den Promotor
von MdACS3, dessen Expression dadurch stimuliert wird (Li et al., 2015). ERF3 dagegen erhoht
die Expression von MAdACS1 durch Bindung an den Promotor, allerdings wird auch die
Expression von MdERF3 durch die Bindung von ERF2 an dessen Promotor gehemmt (Li et al.,
2016). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die durch die Signaltransduktion erfolgte
Ethylenantwort in Form der ERF-Transkriptionsfaktoren wiederum eine komplizierte
Regulation der Ethylenbiosynthesegene steuert, die moglichweise auch andere Gene divers
regulieren. Hierbei stellt sich zum einen die Frage, welche Gene reguliert der
Transkriptionsfaktor ERF1, und zum anderen, bestimmt die Expression der
Transkriptionsfakoren MAERF2 und MAERF3 nur den Zeitpunkt der reifebedingten
Ethylenbiosynthese oder beeinflusst es schlussendlich die Héhe der Ethylenproduktion. Ware
dem so, dann misste das Expressions- oder Proteinniveau von ERF3 bei Sorten mit niedriger
Ethylenproduktion, wie ,Elstar’ und ,Pinova‘, dhnlich sein und bei Sorten mit hoher
Ethylenproduktion, wie ,Golden Delicious’, deutlich erhéht. Damit hatte man zwar mehr
Informationen Uber die sortenspezifische Hohe der Ethylenproduktion, aber noch immer
keinen Schluss zum Festigkeitstyp, der somit mehr auf Ebene der Ethylenrezeptoren oder der
Signalweiterleitung liegen wird, wie nachfolgend gemutmaldt wird.

Auffallig ist, dass der erwartete Anstieg in der Genexpression von MdETR2 und MdERS2 nicht
eintrat, sondern bei der weichwerdenden Sorte ,Elstar’ konstant verlief und bei der
festbleibenden Sorte ,Pinova’ sogar abnahm. Dies konnte an den Zeitpunkten der
Probennahme liegen, denn andere Studien beobachteten das Expressionsmaximum bereits vor
(Wiersma et al., 2007) oder unmittelbar nach (Tatsuki et al., 2009) der Ernte. Tatsuki et al.
(2009) beobachteten dabei ein h6heres MdERS2-Expressionsniveau fiir die festbleibende Sorte
,Fuji’ im Vergleich zur weichwerdenden Sorte ,Orin‘. Der Biplot der Hauptkomponentenanalyse
2 weist ebenfalls auf einen starken Zusammenhang zur Fruchtfleischfestigkeit hin.

Bei allen Ergebnissen der Genexpression, darf nicht automatisch geschlussfolgert werden, dass
auch das Genprodukt immer 1:1 vorliegt. Beispielsweise wiesen Tatsuki et al. (2009) nach, dass
das Proteinlevel von ERS1 nicht mit dessen Genexpressionsmuster kongruent verlauft und ein
deutlicher Sortenunterschied mit hoheren Proteingehalten bei der festbleibenden Sorte ,Fuji’

im Vergleich zur weichwerdenden Sorte ,Orin‘ festgestellt wurde.
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Abbildung 25: Biplot der Hauptkomponentenanalyse 2 fiir die Variablen Fruchtfleischfestigkeit (FFF),
Ethylenproduktion (Ethyl.prod.), ACO-Aktivitat (ACO.Akt.) und relative Genexpression der
Ethylensignaltransduktions-Gene (ETR1, ETR2, ERS1,ERS2, CTR1, ERF1) des Versuchsjahres 2013/14.
Die Eigenvektoren (schwarze Pfeile) weisen die Giite der Gewichte fiir die Hauptkomponente 1
(PC1) und Hauptkomponente 2 (PC2) aus. Die Punkte zeigen die Verteilung der Sorte ,Elstar’ (Kreise)
und ,Pinova‘ (Dreiecke) an.

1-MCP-Behandlung

Die Behandlung mit 1-MCP fiihrte in der relativen Genexpression von MdETR2, MdERS1 und
MAERS2 zu der erwarteten Reduzierung. Dabei war eine signifikante Reduzierung der
Expression von MAETR2 nur am Tag 21, der von MdERS1 nur am Tag 42 und der von MdERS2
nur bei ,Elstar ersichtlich. Tatsuki et al. (2009) stellten ebenfalls flir die Gene MdERS1 und
MAERS2 eine Reduzierung der Expression durch 1-MCP bei der weichwerdenden Sorte ,Orin’
als auch bei der festbleibenden Sorte ,Fuji‘ fest, allerdings wurden fiir die Rezeptoren ERS1 und
ERS2 zum einen eine Stabilisierung des Proteingehalts und zum anderen sogar eine Erh6hung
von ERS1 bei ,Orin‘ bemerkt. Trotzdem wies die festbleibende Sorte ,Fuji‘ weiterhin die
héheren Proteingehalte auf. Diese Ergebnisse lassen zweierlei vermuten: Zum einen, dass nicht
die Ethylensensitivitdit mit der Rezeptormenge von ERS1 und ERS2 in Verbindung steht, da
,Fuji’ und ,Orin’, die den Kategorien 3 bzw. 1 des Weichwerdens angehdren, beide nicht
ethylensensitiv sind. Und zum anderen, dass der Proteingehalt eher in Zusammenhang mit der
Fruchtfleischfestigkeit stehen kdnnte, was durch die Beobachtung von Wang et al. (2009)

unterstitzt wird, da die weichere ,Fuji-Mutante ,Hirosaki Fuji’ eine geringere Rezeptormenge
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an ERS1 und ERS2 aufwies als ,Fuji‘. Dies wiirde bedeuten, dass festbleibende Sorten von sich
aus ein relatives hohes Niveau an ERS1- und ERS2-Rezeptoren und weichwerdende Sorten ein
niedrigeres aufweisen. Durch eine Behandlung mit 1-MCP wird das Niveau dieser Rezeptoren
der festbleibenden Sorte kaum verandert, aber bei weichwerdenden Sorten wird dieses
erhoht, so dass die weichwerdende Sorte nun ein dhnliches Niveau wie die festbleibende
aufweist und somit in einem verbesserten Erhalt der Fruchtfleischfestigkeit resultiert.
Demnach miisste ,Pinova‘ hohere Proteinmengen an ERS1 und ERS2 als ,Elstar’ und ,Golden
Delicious’ besitzen, die nach einer 1-MCP-Behandlung bei ,Elstar’ und ,Golden Delicious’ auf
ein dhnliches Niveau wie bei ,Pinova‘ ansteigen sollten. Dies sollte fiir diese und weitere Sorten
geprift werden und auch der zeitliche Verlauf der Proteinmenge anderer Ethylenrezeptoren.

Lediglich die relative Genexpression von MdETR1, MdCTR1 und MAERF1 zeigte keinen
Unterschied zur unbehandelten Kontrolle auf. Dies war zumindest fir MdERF1 unerwartet. Die
von Wang et al. (2007) beobachtete Reduzierung der Genexpression von MdERF1 erfolgte
lediglich Gber einen Zeitraum von 12 Tagen nach Ernte, daher kdnnte die hemmende Wirkung

nach 21 Tagen Lagerdauer bereits beendet sein.

Ethylen-Behandlung

Eine Behandlung mit Ethylen flihrte, wie erwartet, zu keiner Verdnderung in der relativen
Genexpression von MdETR1 und MdCTR1. Dieses ist fir CTR1 dennoch bemerkenswert, denn
dessen Expression wird bei Tomate durch exogenes Ethylen erhdht, so dass deren Niveau in
reifen Tomatenfriichten hoher als in unreifen ist (Klee, 2004; Gapper et al., 2013). Die Nicht-
Beeinflussung durch 1-MCP oder Ethylen sowie die Konstanz im zeitlichen Verlauf der
Expression von MdETR1 und MdCTR1 weisen darauf hin, dass diese Gene keine Relevanz fir
die Reife bei Apfel haben. Entgegen der Erwartung sorgte die Ethylenbehandlung lediglich bei
MAERF1 und bei MdERS1 bei ,Elstar’ zu der erwarteten hoheren relativen Genexpression.
Auffadllig dabei ist, dass die Expressionswerte von MdERF1 bei ,Elstar’ am Tag 42 und bei
,Pinova‘ am Tag 21 der Lagerdauer signifikant erhoht waren gegenilber der unbehandelten
Kontrolle. Die signifikant erhdhte Genexpression von MdERS1 bei ,Elstar’ fiihrt im ersten
Moment dazu, zu meinen, dass dies ein Indiz fir die hohere Ethylensensitivitat dieser Sorte
gegeniber ,Pinova‘’ sein konnte. Die Studie von Tatsuki et al. (2009) konnte den
Zusammenhang zwischen Ethylensensitivitdit und ERS1-Rezeptor aber verneinen. Trotzdem
gilt, dass die Ethylensensitivitdit negativ mit der Menge an Ethylenrezeptoren korreliert
(Tieman et al., 2000; Hall & Bleecker, 2003; Kevany et al., 2007). Daher sollten ,Fuji‘ und ,Orin’
als ethyleninsensitive Sorten (Tabelle A. 1) eine dhnlich hohe Anzahl an Ethylenrezeptoren
aufweisen, was Tatsuki et al. (2009) fiir ERS1 und ERS2 nicht belegen konnten. Allerdings

wiesen Tatsuki et al. (2009) auch nach, dass Ethylen die Rezeptormenge bei ,Fuji‘ reduziert und
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bei ,Orin’ nicht beeinflusst. Dies erklart sich damit, dass die Behauptung, Sorten der Kategorie
1 des Weichwerdens seien ethyleninsensitiv, falsch ist. Denn dieser Typ zeigt bereits eine
Reaktion auf das endogen gebildete Ethylen. Dies lasst sich zum einen Gber den Umkehrschluss
der Reifeinhibition durch 1-MCP begriinden sowie der hoheren ERS1-Anzahl von ,Orin‘ vor
Ernte im preklimakterischem Zustand (Tatsuki et al., 2009). Nach diesem Muster wiirde sich
die Reaktion auf Ethylen fiir Sorten, die der Kategorie 2 des Weichwerdens entsprechen, wie
z.B. ,Elstar’, folgendermalien erklaren konnen: Sorten dieser Kategorie weisen eine relativ
hohe Rezeptormenge auf, da sich die Festigkeit vorerst nicht reduziert. Deren Festigkeit jedoch
durch die Zugabe von Ethylen deutlich reduziert wird und damit auch deren Rezeptormenge.
Dies ware weiterhin ein Erklarungsmodell fiir den Zusammenhang der Rezeptormenge mit der
Fruchtfleischfestigkeit, allerdings nicht fiir die Ethylensensitivitat der ersten beiden Kategorien.
Hierfir sollte ebenfalls die Rezeptoranzahl sowie Genexpression des Rezeptors ETR2 ins Auge
gefasst werden, denn dieser ist ebenfalls reiferelevant (Ireland et al., 2012) und im Gegensatz
zu ERS1 und ERS2 ist bei ETR2 die Genexpression der weichwerdenden Sorte ,Golden Delicious’
im Gegensatz zu der festbleibenden Sorte ,Fuji‘ hoher (Li et al., 2010). Die vorliegenden
Ergebnisse konnen diesen Sortenunterschied zwar nicht belegen, aber der Biplot der
Hauptkomponentenanalyse 2 weist auf einen sehr starken Zusammenhang der Genexpression
von MdETR2 und der Fruchtfleischfestigkeit hin. AuBerdem gehort ETR2 im Gegensatz zu ERS1
und ERS2 zur Rezeptorgruppe Il, welche an der ersten Einheit eine weitere transmembrane
Schlaufe hat, die eine Art Signalsequenz sein soll (Shakeel et al., 2013). Nachweislich sind bei
Tomate die Ethylenrezeptoren der Gruppe Il wichtiger fir die Ethylenantwort, denn eine
reduzierte Expression von LeETR4 (Gruppe Il) fihrt zu einer frilheren und schnelleren Reife
sowie einer Ubertriebenen Pathogenreaktion (Klee, 2004; Kevany et al.,, 2007). Eine
Herunterregulierung von LeETR1 (Gruppe |) dagegen fihrt zu keiner Veranderung im Hinblick
auf die Reife (Barry & Giovannoni, 2007). Des Weiteren ist die Expression von MdETR2 erst bei
einer 1000 fach héheren Ethylenkonzentration signifikant erhoht im Gegensatz zur Expression
von MAERS1 und MAERS2 (lreland et al.,, 2014). Somit kdonnte ETR2 der Sensor der
Ethylensensitivitat in Bezug auf die Fruchtfleischfestigkeit sein und die ERS1-Menge den
Ausschlag flir den Festigkeitstyp geben. Demnach miisste die Rezeptormenge von ETR2 nach
der Ernte bei Sorten der Kategorie 3, wie ,Pinova’, niedriger sein als bei Sorten der Kategorie 2,
wie ,Elstar’, aber ahnlich gering sein wie bei Sorten der Kategorie 1, wie ,Golden Delicious’.
Sorten der Kategorie 1 hatten nur unmittelbar vor oder zur Ernte ein hohes Mal8 an ETR2. Zu
Uberprifen gilt demnach, ob dieser Rezeptor damit eine Ausnahme der negativen Korrelation
zwischen Rezeptoranzahl und Fruchtfleischfestigkeit bzw. Ethylensensitivitat darstellt oder ob
die Modellierung der Ethylenantwort lber eine bestimmte Rezeptorkomplexierung mit ETR2

erfolgt.
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5.4 Zellwandmodifizierende Proteine im Zusammenhang mit der

Fruchtfleischfestigkeit

Unbehandelte Kontrolle

Wahrend der Lagerdauer zeigte die relative Genexpression von Md-Polygalakturonase (PG),
Md-B-Galaktisodase (GAL), Md-a-L-Arabinofuranosidase (AF) 1 und Md-Xylosidase (XYL) den
erwarteten Anstieg. Obwohl die Hauptkomponentenanalyse 3 nur eine gering mehrheitliche
kumulative Verteilung von 57 % hat (Tabelle A. 3), weist der Biplot (Abbildung 26) fiir diese
Gene einen Zusammenhang zur Fruchtfleischfestigkeit aus. Die weichwerdende Sorte ,Elstar’
wies friithere und hohere Expressionswerte flir MdPG aus als die festbleibende Sorte ,Pinova’“.
Dieses Muster ist kongruent mit anderen Studien (Wakasa et al., 2006; Harb et al., 2012; Ng et
al., 2013). Dass PG eine essenzielle Rolle in der Fruchtfleischfestigkeit hat, wurde durch die
Studie von Atkinson et al. (2012) bewiesen, in der die Fruchtfleischfestigkeit von MdPG1-
runterregulierten Apfelfriichten deutlich erhéht war im Vergleich zu den Kontrollfriichten.
Allerdings ist die Regulation von MdPG noch unklar. Tacken et al. (2010) vermuten eine
regulatorische Rolle des ETHYLEN INSENSITIV (EIN) 3-Transkriptionsfaktors, der ebenfalls die
Transkription der ERF-Gene beeinflusst. Damit wiirde es einen Schluss zwischen den
zellwandabbauenden Enzymen und der Ethylensignaltransduktion geben. Das gleiche
Expressionsmuster wie MdPG zeigte hier die Genexpression von MdXYL. Dies ist ein Hinweis
auf eine essenzielle Funktion des Enzyms XYL in der sortenspezifischen Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit bei Apfel. Da es keine dhnlichen Studien gibt, ist ein Vergleich mit
anderen Apfelsorten nicht moglich. Lediglich bei Tomate ist bekannt, dass LeXYL1 mit
zunehmender Reife exprimiert wird, die Expression von LeXYL2 und die Enzymaktivitat
dagegen mit zunehmender Reife abnehmen (lItai et al., 2003).

Auch die Expression von MdAF1 wies ein dhnliches Muster wie MdPG auf, das kongruent mit
der Literatur ist (Wei et al., 2010; Harb et al., 2012), allerdings zeigte die Enzymaktivitat von AF
keinen Sortenunterschied auf (Ng et al., 2015; Gwanpua et al., 2016a). Bemerkenswert ist
auch, dass trotz des Sortenunterschieds in der Genexpression von MdXYL und MdAF1, kein
Unterschied im Gesamtgehalt des Zellwandmaterials an Xylose und Arabinose zwischen

festbleibender und weichwerdender Sorte vorliegt (Ng et al., 2013).
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Abbildung 26: Biplot der Hauptkomponentenanalyse 3 fiir die Variablen Fruchtfleischfestigkeit (FFF),
Ethylenproduktion (Ethyl.prod.), GAL-Aktivitdat (GAL.Akt.) und relative Genexpression der
zellwandmodifizierenden Gene (PG, PL, GAL, AF1l, PME, EXP2, XTH2, XTH10, XYL, Egase) des
Versuchsjahres 2013/14. Die Eigenvektoren (schwarze Pfeile) weisen die Giite der Gewichte fiir die
Hauptkomponente 1 (PC1) und Hauptkomponente 2 (PC2) aus. Die Punkte zeigen die Verteilung der
Sorte ,Elstar’ (Kreise) und ,Pinova‘ (Dreiecke) an.

Zwar zeigte das Muster der Genexpression von MdGAL ein dhnliches wie MdPG, aber in der
Literatur gibt es keine Hinweise darauf, dass die Expressionshohe mit der Festigkeit im
Zusammenhang stiinde (Wei et al., 2010; Harb et al., 2012; Gwanpua et al., 2016b). Allerdings
gibt es keine Studie, die das Expressionsmuster aller 13 bekannter MdGAL-Gene in der
Nacherntephase untersucht hat (Yang et al., 2018), so dass es moglich ist, das bisher die
Expression des falsche Gens gemessen wurde. Fiir die GAL-Aktivitat dagegen werden in der
Literatur hohere Werte fir weichwerdende Sorten genannt (Wei et al., 2010; Gwanpua et al.,
2016a). Auch die hier dargestellten Ergebnisse der GAL-Aktivitat zeigten zwar den erwarteten
Anstieg fiir ,Elstar’ und ,Pinova‘ mit hoheren Werten und einem friiheren Anstieg bei ,Elstar’.
Aber die weichwerdende Sorte ,Golden Delicious’ wies weder einen Anstieg der GAL-Aktivitat
wahrend der Lagerdauer auf noch hohere Werte als ,Pinova‘. Damit zeigte sich fir ,Elstar’
sowohl eine Zunahme der Genexpression als auch der Aktivitat von GAL im zeitlichen Verlauf
bei gleichzeitiger Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit. Flir ,Pinova‘ ergab sich keine bzw. eine
spatere Veranderung bei gleichzeitig konstanten Werten der Fruchtfleischfestigkeit. Die

Korrelation der Fruchtfleischfestigkeit gegen die GAL-Aktivitdt (Abbildung27) dagegen
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verweist auf keinen positiven Zusammenhang weder bei den weichwerdenden Sorten ,Elstar’
und ,Golden Delicious’ noch bei der festbleibenden Sorte ,Pinova‘. Somit unterstiitzen diese
Ergebnisse nicht die allgemeine Meinung von der Bedeutung der GAL im Zusammenhang mit
der reifebedingten Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit. Auf der anderen Seite kdnnte es sein,
dass nicht das Enzym sortenspezifisch agiert, sondern dessen Substrat. Zum einen kdnnte eine
unterschiedliche Menge an Galaktose in den jeweiligen Sorten vorhanden sein oder dessen
Verflgbarkeit, also die Art und Weise wie Galaktose in der Zellwand eingebaut ist,
sortenspezifisch sein. Ng et al. (2013, 2015) kdonnen zwar fir die festbleibende Sorte ,Scifresh’
hohere Galaktose-Gehalte als fiir die weichwerdende Sorte ,Royal Gala’ im
Gesamtzellwandgehalt nachweisen konnten, allerdings wies ,Royal Gala‘ gleichzeitig auch eine
hohere GAL-Aktivitdt und mehr GAL-Protein auf (Ng et al., 2015). Dies ist ein Beleg sowohl fiir
eine sortenspezifische Enzymaktivitat als auch fir sortenspezifische Substratgehalte. Um die
Substratverfligbarkeit aber besser einschatzen zu kénnen, sollten die Gehalte verschiedener
Zellwandfraktionen betrachtet werden. Dabei sollte in festbleibenden Sorten wenig verfiigbare
Galaktose in den leichter |6slichen Fraktionen und vermehrt in schwerer |8slichen Fraktionen
vorkommen. Ng et al. (2015) wiesen flir Galaktoseketten nach, dass diese in schwerléslichen
Zellwandfraktionen der festbleibenden Sorte ,Scifresh’ mehr vorhanden waren als in der
weichwerdenden Sorte ,Royal Gala‘. Somit miussten ,Elstar’ und ,Golden Delicious’ eine
ahnliche Verteilung der Galaktose in den Zellwandfraktionen sowie héhere Gehalte in den
leichter l6slichen Fraktionen aufweisen als ,Pinova’‘. Das Beispiel von Galaktose zeigt, dass die
Gesamtgehalte in der Zellwand nur bedingt eine Aussage zum Festigkeitstyp zulassen. Daher
ist die Bestimmung der Substratgehalte in verschiedenen Zellwandfraktionen aufschlussreicher
als Enzymaktivitatstests oder Genexpressionsanalysen, insbesondere fiir Enzyme, die ein

spezifisches Produkt hinterlassen, wie es fir XYL, AF und GAL der Fall ist.
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Abbildung 27: Korrelation der Fruchtfleischfestigkeit [N] gegen die GAL-Aktivitdt [umol PNP*100 mg TS*h™] von
Apfelfriichten der Sorten ,Elstar‘(A), ,Pinova‘ (B) und ,Golden Delicious’ (C) aus dem Versuchsjahr
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2013/14 bei einer Lagerung von 10 C und normaler Atmosphire. Der Erntetermin dieser Sorten war
jeweils die Mitte des sortentypischen Erntefensters. K = unbehandelte Kontrolle; M1+E3 =
Behandlung mit 1-MCP am Tag 1 der Lagerdauer und Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am
dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer in 7-tigigen Abstinden; E3 =
Behandlung mit Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem
7. Tag der Lagerdauer in 7-tdgigen Abstianden. Zur Berechnung der Korrelation wurde der Zeitraum
bis Erreichen der Ill. Phase der Fruchtfleischfestigkeit jeder Sorte und Behandlung als Grundlage
verwendet. Die Korrelation wurde nach der Pearson’s-Produkt-Moment-Korrelation berechnet mit
dem KorrelationsmaR r.

Die relative Genexpression von Md-Pektatlyase (PL) zeigte im Gegensatz zur Expression von
MdPG nicht die erwartete Zunahme. Auch der erwartete Sortenunterschied mit hdheren
Werten bei der weichwerdenden Sorte ,Elstar’ tritt erst am Tag 42 der Lagerdauer auf. Auch
Harb et al. (2012) beobachteten bei der weichwerden Sorte ,MclIntosh’ eine Abnahme und bei
der festbleibenden Sorte ,Honeycrisp’ eine gleichbleibend niedrige Expression wahrend der
Nachlagerung von 10 Tagen. Die Genexpression von MdPL steht demnach nicht mit der
reifebedingten Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit in Verbindung. Allerdings ist eine
konstante Enzymaktivitat wahrend der Nacherntephase von PL vorhanden (Goulao et al., 2007;
Ortiz et al., 2011a, 2011b). Anhand dieser Ergebnisse ist eine eindeutige Rolle von PL in der
reifebedingten Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit nicht zu bemessen. Zumal es noch keine
Studie gibt, die ein oder mehrere Gene von PL bei Apfel als definitiv reiferelevant
herausgearbeitet hat, wie es fir Tomate gezeigt wurde, dessen Gen SIPL als einziges von 22
Genen als reiferelevant identifiziert wurde und dessen Expression in negativem
Zusammenhang zur Fruchtfleischfestigkeit steht (Yang et al., 2017).

Entgegen der Erwartung verlief die relative Genexpression von Md-Xyloglukan-
Endotransglykosylase/ -hydrolase (XTH) 2 und 10 sowie Md-Endo-Glukanase (EGase) und Md-
Expansin (EXP) 2. Die Genexpression von MdXTH2 und 10 sollte einen Anstieg wahrend der
Lagerdauer verzeichnen, was bei beiden Sorten nicht erfolgte. Harb et al. (2012) dagegen maR
eine Zunahme nach Ernte des Gens MdXTH2 bei der weichwerdenden Sorte ,Mcintosh’ sowie
eine Zunahme nach Ernte des Gens MdXTH10 bei der festbleibenden Sorte ,Honeycrisp‘. Daflr
konnte hier der erwartete Sortenunterschied ist jeweils mit hoheren Werten fir die
weichwerdende Sorte ,Elstar’ im Vergleich zur festbleibenden Sorte ,Pinova‘ festgestellt
werden. Kittemann (2012) dagegen stellte fiir MdXTH2 bei denselben Sorten ein gegenteiliges
Ergebnis fest. Harb et al. (2012) wiederum fanden flir MdXTH2 ein hoheres Niveau der
weichwerdenden Sorte ,McIntosh’ gegeniiber der festbleibenden Sorte ,Honeycrisp’ und fir
MdXTH10 dagegen ein hoheres Niveau bei ,Honeycrisp’. Ob diese teils widerspriichlichen
Ergebnisse lediglich an den Lagerbedingungen bzw. Zeitpunkten der Probennahme liegt, ist
nicht zu bestimmen und somit ist ein Bezug der Genexpression von MdXTH2 und MdXTH10 zur
Festigkeit nicht einschatzbar. Auch die Genexpression von MdEGase wies lediglich fiir ,Elstar’

am Tag 42 der Lagerdauer deutlich erhéhte Werte auf, die auch nur fiir diesen Zeitpunkt einen
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Sortenunterschied hervorbrachte. Auch fiir dieses Gen findet man in der Literatur kaum
Studien, die sowohl eine zeitlichen Verlauf nach der Ernte abdecken als auch mehrere Sorten
verwenden. Fir den Verlauf der MdEGase-Expression bei Apfel wiesen lediglich Goulao et al.
(2008) fiir den Zeitraum von Fruchtansatz bis Uberreife nur fiir ersteren eine erhdhte
Genexpression aus. Li et al. (2010) konnten vor der Ernte einen Peak fiir die festbleibende
Sorte ,Fuji‘ zeigen, bei gleichzeitig konstant niedriger Expression von ,Golden Delicious’. Der
Biplot der Hauptkomponentenanalyse 3 weist allerdings auf einen Zusammenhang zwischen
Expression und Fruchtfleischfestigkeit hin. Bei ndherer Betrachtung fallt die deutlich erhéhte
Expression von ,Elstar’ in dem Zeitraum der vorangeschrittenen 1l. Phase der
Fruchtfleischfestigkeit auf. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass nun das Hemizellulose-
und Zellulosenetzwerk frei liegt, so dass dieses Enzym seine Arbeit aufnehmen kann. Diese
Vermutung wird durch die Studie von Ortiz et al. (2011a) gestiitzt, die eine hdohere
Enzymaktivitdt nach mehrwochiger Lagerung fiir die ULO-gelagerten Friichte im Gegensatz zu
den kihl gelagerten Friichten belegten. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass
Cybulska et al. (2013) mittels Atomkraftmikroskopie (engl. ,, atomic force microscopy” (AFM)),
die die Nanostruktur der Zellwand abbilden kann (Paniagua et al., 2014), zeigen konnten, dass
Apfelsorten mit dickeren Zellulosemikrofibrillen eine hohere Fruchtfleischfestigkeit aufweisen.
Da das Enzym EGase kirzere Glukoseketten produziert, lasst sich das Produkt der EGase-
Aktivitat nicht spezifisch messen. Eine indirekte Moglichkeit EGase-Aktivitat zu bestimmen,
kann Uber eine Verringerung des Molekulargewichts des Zellwandmaterials von pektinfreien
Zellwandextraktionen erfolgen. Solch eine Verringerung stellen zwar Ng et al. (2015) und Ortiz
et al. (2011b) fest, aber ein Zusammenhang zum Festigkeitstyp ist nicht ersichtlich (Ng et al.,
2015). Damit schein EGase eine Rolle in der reifebedingten Fruchtfleischfestigkeitsabnahme zu
haben, deren Bedeutung zur Zeit nicht eingeschatzt werden kann. Die relative Genexpression
von MdEXP2 zeigte zwar fir ,Elstar’ die erwartete Zunahme wahrend der Lagerdauer, dagegen
nahm die Genexpression bei ,Pinova’ ab, was auch erst am Tag 42 der Lagerdauer zum
erwarteten Sortenunterschied fiihrte. Mehrere Studien belegen zwar die Expression von
MdEXP2 in reifen Frichten (Harb et al., 2012; Trujillo et al., 2012; Ireland et al., 2014), aber
auch eine Expression von MdEXP3 (Wakasa et al., 2006; Goulao et al., 2008; Trujillo et al.,
2012; Ireland et al., 2014). Fiir beide Gene wird eine héhere Expression in weichwerdenden
Sorten beobachtet (Wakasa et al.,, 2006; Harb et al.,, 2012), allerdings existiert keine
sortenvergleichende Studie, die beide Gene untersucht, womit fraglich bleibt, welches dieser
Gene im Zusammenhang mit der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme steht. Der Biplot der
Hauptkomponentenanalyse 3 indiziert einen Zusammenhang der Genexpression von MdEXP2
mit der Ethylenproduktion. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die Genexpression eher durch die

reifebedingte  Ethylenproduktion beeinflusst wird als mit der reifebedingten
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Fruchtfleischfestigkeitsabnahme in Verbindung zu stehen. Diese Vermutung wird gestitzt, da
die bei Harb et al. (2012) und Wakasa et al. (2006) verwendeten Sorten nur die Kombination
festbleibend mit geringer Ethylenproduktion und weichwerdend mit hoher Ethylenproduktion
aufwiesen. Um den Bezug zu reifebedingten Prozessen herstellen zu kdnnen, sollte die
Genexpression von MdXTH2, MdXTH10, MdEGase sowie MdEXP2 in einer Vergleichsstudie mit
mehreren Sorten, die jeder Festigkeits- und Ethylenproduktionskombination entsprechen,
gemessen werden. Darliber hinaus sollte auch die Enzymaktivitdt von XTH und EGase sowie
der Proteingehalt von EXPA gemessen werden, um den Einfluss dieser Proteine auf die
Fruchtfleischfestigkeit bei festbleibenden und weichwerdenden Sorten einschatzen zu kénnen.
Die relative Genexpression von Md-Pektinmethylesterae (PME) zeigte weder den erwarteten
Anstieg wahrend der Lagerung noch den erwarteten Sortenunterschied. Entgegen der
Beobachtung von Wei et al. (2010) konnten Gwanpua et al. (2016b) keine Korrelation zwischen
Genexpression und Fruchtfleischfestigkeit ausmachen, obwohl ,Granny Smith’ als festere Sorte
zum Zeitpunkt der Auslagerung eine hohere Genexpression von MdPME1 aufwies als die
weichere Sorte ,Jonagold’. Um den Einfluss der PME-Aktivitait auf die reifebedingte
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme einordnen zu koénnen, stellte sich heraus, dass die hier
verwendete photometrische Methode nicht geeignet war, denn zum einen lieB sich der
geforderte Verlauf der Negativkontrolle nicht erreichen und zum anderen lieferte die
Extraktion kein natives Enzym. Daher sollten Studien zur Bewertung der reifebedingten
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme durch PME-Aktivitdt den Vorzug gegeben werden, die das
spezifische Produkt der PME, Methanol, messen, wie beispielsweise bei Ng et al. (2013).
Studien, die eine unspezifische Messung, wie die pH-Wert-Verdnderung, verwendet haben,
sind eher kritisch zu betrachten, wie beispielsweise bei Wei et al. (2010) oder Gwanpua et al.
(2014). Dabei konnten Ng et al. (2013) keine unterschiedliche PME-Aktivitdt ab Erntereife
zwischen der festbleibenden Sorte ,Scifresh’ und der weichwerdenden Sorte ,Royal Gala’
feststellen. Da die Aktivitat des Enzyms PME Veranderungen in der Zellwandstruktur zur Folge
hat, konnte wiederum nicht das Enzym selbst sondern die Veranderungen am Substrat
Hinweise auf einen sortenspezifischen Unterschied in der Fruchtfleischfestigkeit liefern.
Betrachtet man die Menge an hoch- und niedrigmethyliertem Homogalakturonan (HG) sowie
den Grad der Methylierung (DM) des HGs von festbleibenden und weichwerdenden Sorten,
konnte kein Unterscheid ausgemacht werden (Ng et al., 2013; Gwanpua et al., 2016a). Aber fur
die Anzahl an Eggbox-Strukturen konnten Ng et al. (2013) mehr bei ,Scifresh’ als bei ,Royal
Gala“ feststellen. Da sich Eggbox-Strukturen nur bei ausreichender Kalzium-Verfligbarkeit der
Frucht ausbilden kdnnen, die wiederum von anderen Faktoren beeinflusst wird (Hocking et al.,
2016), musste hier weitergehend geprift werden, ob die Anzahl der Eggbox-Strukturen ein

sortenspezifisches Merkmal fiir den Festigkeitstyp ist oder dies ein zufélliger Effekt war.
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1-MCP-Behandlung

Die erwartete hemmende Wirkung von 1-MCP im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf
die relative Genexpression konnte nur bei MdEXP2 und MdPG der weichwerdenden Sorte
,Elstar’ beobachtet werden. Diese Ergebnisse stimmen mit der Beobachtung von Wakasa et al.
(2006) und Kittemann (2012) tGberein. Die relative Genexpression von MdEGase zeigte am Tag
42 der Lagerdauer bei ,Elstar’ signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Dies konnte wie bei MdPG daraufhin deuten, dass dieses Gen bzw. das Enzym, fir
das es kodiert, ebenfalls eine Schlisselrolle bei der reifebedingten
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme hat. Dagegen zeigte die 1-MCP-Behandlung in der relativen
Genexpression von MdAGAL, MdAF1, MdPME und MdXYL keine Veranderung zur
unbehandelten Kontrolle. Dabei belegen mehrere Studien fiir die Expression von MdGAL (Wei
et al., 2010; Gwanpua et al., 2016b), MdAF1 (Mann et al., 2008; Wei et al., 2010; Storch et al.,
2015) und MdXYL (Kittemann, 2012) eine hemmende Wirkung. Die fehlende Ubereinstimmung
mit den hier dargestellten Ergebnissen konnte an den weiten Zeitpunkten der Probennahme
liegen. Allerdings sollte die hemmende Wirkung von 1-MCP, sofern diese Gene mit der
reifebedingten Fruchtfleischfestigkeitsabnahme in Zusammenhang stehen, mindestens bis zu
einer Lagerdauer von 21 Tagen andauern, da die Fruchtfleischfestigkeit der 1-MCP-
behandelten Friichte selbst bei ,Elstar’ bis zum 42. Tag der Lagerdauer in der |. Phase bleiben.
Auch die GAL-Aktivitat der 1-MCP-behandelten Friichte zeigte nur bei ,Elstar’ den erwarteten
spateren Anstieg im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Dieser Verlauf korreliert auch mit
der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme (r =-0,756) (Abbildung 27). Bei den Sorten ,Pinova‘ und
,Golden Delicious’ dagegen ist die Korrelation zwischen GAL-Aktivitit und
Fruchtfleischfestigkeit mit einem BestimmtheitsmaR von r = 0,144 bzw. r = -0,208 nur schwach
vorhanden (Abbildung 27). Wei et al. (2010) dagegen beobachteten eine deutliche Hemmung
der GAL-Aktivitat von 1-MCP-behandelten Friichten bei der festbleibenden Sorte ,Fuji‘ und der
weichwerdenden Sorte ,Golden Delicious’. Dies kdnnte daran liegen, dass die Apfel bei Wei et
al. (2010) bei RT lagerten und die hier verwendeten Friichte bei 10°C, so dass der
Temperaturunterschied der Friichte diesen Effekt auf die unerwartet fehlende verringerte
GAL-Aktivitat erklart.

Auffallig ist die Genexpression von MdPL, MdXTH2 und 10 der 1-MCP-behandelten Friichte.
Entgegen der Erwartung wies die Expression von MdPL bei ,Elstar’ am Tag 21 der Lagerdauer
keinen Unterschied zu unbehandelten Kontrolle und bei ,Pinova‘ sogar signifikant erhohte
Werte auf. Dies indiziert, dass die Genexpression von MdPL nicht mit der reifebedingten
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme assoziiert ist. Die relative Genexpression von MdXTH2 zeigte

bei beiden Sorten héhere Werte als die unbehandelte Kontrolle, die allerdings bei ,Elstar’ am

77



Tag 42 und bei ,Pinova‘’ am Tag 21 der Lagerdauer signifikant verschieden waren. Dagegen
zeigte die relative Genexpression von MdXTH10 bei beiden Sorten keinen Unterschied zur
unbehandelten Kontrolle auf. Diese Ergebnisse werden fiir die Expression von MdPL und
MdXTH10 bei ,Pinova‘ von Kittemann (2012) geteilt. Da es keine weiteren Studien zu dem
Einfluss von 1-MCP auf diese Gene gibt, kann keine Einschatzung eines Einflusses auf die

sortenspezifische Abnahme der Fruchtfleischfestigkeit vorgenommen werden.

Ethylen-Behandlung

Die erwartete Erhohung der relativen Genexpression durch eine Ethylen-Behandlung im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle trat in der Expression von MdPL, MdGAL, MdEXP2 und
MdEGase ein. Allerdings trat diese Erhéhung nur bei ,Elstar’ mit der Ausnahme von MdEXP2
ein, da ist auch die Expression bei ,Pinova‘ erhdoht. Ob dies ausschlielllich an der hoéheren
Ethylensensitivitat von ,Elstar’ liegt oder die weiten Abstinde zu einer irrtiimlichen
Interpretation verleiten, ist nur zu vermuten, da es keine weiteren sortenvergleichenden
Studien mit einer Ethylen-Behandlung in der Nacherntephase gibt, auBer fir GAL (Wei et al.,
2010). Wei et al. (2010) beobachteten sowohl bei der festbleibenden Sorte ,Fuji‘ als auch der
weichwerdenden Sorte ,Golden Delicious’ keine Auswirkung der Ethylen-Behandlung auf die
Expression von MdGAL, jedoch eine erhohte Enzymaktivitat. Diese Ergebnisse stehen teilweise
im Kontrast zu den hier gemachten Beobachtungen, dass die Expression der weichwerdenden
Sorte ,Elstar’ erhoht ist, aber nicht von der festbleibenden Sorte ,Pinova‘. Auch die
Enzymaktivitat ist lediglich bei ,Elstar’ erh6ht, nicht aber bei ,Pinova‘ oder ,Golden Delicious’.
Um diese Unstimmigkeit zu kldren, misste ein Experiment mit mehreren Sorten unter
denselben Bedingungen durchgefiihrt werden und weitere Parameter, wie z.B. der
Substratgehalt, bestimmt werden.

Dass die relative Genexpression von MdPG, MdAF, MdPME sowie MdXTH2, MdXTH10 und
MdXYL keine Erhohung aufwies, kénnte entweder an den Probennahmezeitpunkten liegen, so
dass der Anstieg bereits vor dem 21. Tag der Lagerdauer war, oder an einer fehlenden
Ethylenabhangigkeit. Zumindest fir MdPG ist ersteres zu vermuten, denn zum einen konnten
Ireland et al. (2014) nachweisen, dass Ethylen essenziel fiir die Expression ist, und zum
anderen zeigten Wei et al. (2010), dass die Expression der Ethylen-Behandlung bereits am 14.

Tag nach Ernte héhere Werte als die unbehandelten Kontrolle hatte.

5.5 Histologie im Zusammenhang mit der Fruchtfleischfestigkeit

Die Ergebnisse der Histologie zeigten zwar den erwarteten Sortenunterschied mit mehr
Cortexzellen bei der festbleibenden Sorte ,Pinova‘ im Gegensatz zur weichwerdenden Sorte

,Elstar’, allerdings war auch die Anzahl der Interzellularen bei ,Pinova‘ héher. Erklart werden
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kann dies damit, dass bei ,Pinova‘ viele sehr kleine Interzellularen vorliegen. Dies wiirde aber
bedeuten, dass bei ,Elstar’ wenige sehr groRe Interzellularen sein miissten. Die histologischen
Schnitte (Abbildung A. 5) indizieren dieses, aber eine quantitative Bestdtigung ist anhand
dieser Schnitte schwierig. Auch die 1-MCP-Behandlung, die bei ,Elstar’ zu hoheren
Fruchtfleischfestigkeitswerten fiihrte, trug zu keinem Unterschied in der Anzahl der
Interzellularen bei. Umgekehrt sollte bei ,Pinova‘ die Ethylen-Behandlung, die zu einem
signifikant niedrigeren Festigkeitswert gegeniber der Kontrolle fiihrte, in der Anzahl der
Interzellularen héhere Werte aufweisen. Diese Ergebnisse und die mittelstarke Korrelation
dieser histologischen Parameter gegen die Fruchtfleischfestigkeit (Abbildung 28) indizieren,
dass die Fruchtfleischfestigkeit nicht von der Zellarchitektur, die u.a. durch die GréRe und
Anzahl der Cortexzellen und Interzellularen beschrieben wird, beeinflusst wird. Damit kann der
in der Literatur angegebene Trend, dass Apfelsorten mit weicherem Fruchtfleisch zu gréReren
Cortexzellen und Interzellularen neigen, so dass die Zelldichte des Cortex geringer ist (Johnston
et al., 2002; Allan-Woijtas et al., 2003; Dong & Song, 2004; McAtee et al., 2009; Ng et al., 2013),
nicht bestatigt werden.
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Abbildung 28: Korrelation der Anzahl der Zellen und Interzellularen je mm? gegen die Fruchtfleischfestigkeit der
Sorten ,Elstar’ und ,Pinova‘ nach einer Lagerdauer von 3 Monaten bei 10°C und normaler
Atmosphire im Jahr 2012/13. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils der Anfang des
sortentypischen Erntefensters. Die Berechnung der Korrelation erfolgte nach der Pearson’s Produkt-
Moment-Korrelation mit dem Korrelationskoeffizienten r.
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6. Fazit

Um die Ursache der sortenspezifischen Fruchtfleischfestigkeitsabnahme und der
Ethylensensitivitat einiger Apfelsorten zu ergriinden, wurde anhand der reifehemmenden
Behandlung mit 1-MCP und der reifefordernden Behandlung mit Ethylen sowie den drei Sorten
,Elstar’, ,Pinova’ und ,Golden Delicious, die unterschiedlichen Festigkeitstypen und
Ethylenproduzenten entsprechen, einige Parameter gepriift und diskutiert, die vermutlich im
Zusammenhang mit der reifebedingten Fruchtfleischfestigkeitsabnahme stehen. Dabei wurde
betrachtet, wie sich diese reiferelevanten Parameter im zeitlichen Verlauf der unbehandelten
Kontrolle veranderten, welchen Einfluss die Behandlung darauf hatte und ob sich diese
Parameter hinsichtlich der Sorteneigenschaft Festigkeit unterschiedlich verhielten
(Abbildung 16). Es zeigte sich, dass die Dauer bis zur signifikanten Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit mindestens in die zwei Klassen schnell weichwerdend und lange
festbleibend einzuteilen ist, sowie die Hohe der Ethylenproduktion der Sorten ebenfalls
mindestens in die zwei Klassen hoch und niedrig eingeordnet werden kann. Dies fihrt zu 4
Kombinationsmoglichkeiten dieser Eigenschaften, von denen gesichert drei vorliegen. Dabei
entsprechen die Sorten ,Elstar’, ,Pinova’ und ,Golden Delicious’ den
Eigenschaftskombinationen weichwerdend und niedrig, festbleibend und niedrig sowie
weichwerdend und hoch. Weiterhin zeigte sich, dass lediglich bei der Sorte ,Elstar’ eine
Ethylensensitivitat durch eine verfriihte oder verstarkte Wirkung der Ethylenbehandlung im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle sichtbar wurde. Trotzdem muss es eine Verbindung
zwischen Ethylenbiosynthese und der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme bei anderen Sorten
geben, da eine starke Korrelation zwischen Fruchtfleischfestigkeit und Ethylenproduktion auch
bei anderen weichwerden Sorten belegt wurde. Obwohl die Expression der
Ethylenbiosynthesegene auf keinen  Unterschied zwischen festbleibenden und
weichwerdenden Sorten hindeutete, gibt es Hinweise, dass die Allelkombination von MdACS1
einen Bezug zur Fruchtfleischfestigkeit und moglicherweise auch zur Ethylensensitivitat hat.
Auch die Expression der Ethylenrezeptoren wies zwar teilweise eine Veranderung liber die Zeit
auf, aber keinen Sortenunterschied. Damit kann das Expressionsmuster der Ethylenrezeptoren
keinen Hinweis auf den Festigkeitstyp geben, hadngt vermutlich aber mit Hoéhe der
Ethylenproduktion zusammen. Allerdings scheint die Menge an Ethylenrezeptoren, die nicht
mit dem Expressionsniveau kongruent ist, mit der sortenbedingten Fruchtfleischfestigkeit in
Beziehung zu stehen und vielleicht sogar mit der Ethylensensitivitdt. Somit kdnnte die Ursache
der sortenspezifischen und reifebedingte Fruchtfleischfestigkeitsabnahme zum einen in der

ACS1-Allelkombination und zum anderen in der Anzahl der Ethylenrezeptoren liegen. Die
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Ethylensensitivtat dagegen konnte lediglich durch die Anzahl des Ethylenrezeptors ETR2
gesteuert werden.

Von den bekannten zellwandmodifizierenden Enzymen ist nur die Genexpression von MdPG
eindeutig mit der Fruchtfleischfestigkeit korreliert. Bei anderen Genen wie MdAF1, MdGAL,
MdXYL und MdEXP2 scheint zwar ebenfalls ein reifebedingter Zusammenhang nachgewiesen
zu sein, aber deren Enzymaktivitdt bzw. Proteinmenge lasst sich nicht mit der Eigenschaften
Festigkeit oder Ethylenproduktion der Sorten verkniipfen, so dass deren Einfluss auf die
sortenspezifische Fruchtfleischfestigkeitsabnahme weiterhin unklar bleibt. Moglich ist auch,
dass nicht die Enzyme selbst sich sortenspezifisch verhalten, sondern die jeweilige
Substratverfligbarkeit sortenspezifisch ist. Weiterhin fraglich bleibt die Rolle der Gene MdPL,
MdEGase sowie MdXTH2 und 10, denen hier keine eindeutige Reife- oder Sortenrelevanz
zugeschrieben werden konnte und Uber die es zu wenige Studien gibt, als dass eine
abschlieRende Einschatzung moglich ware. Im Gegensatz dazu konnte belegt werden, dass
weder die Genexpression noch die Enzymaktivitdt von PME im Zusammenhang mit der
reifebedingten Fruchtfleischfestigkeitsabnahme steht. Moglichweise kdonnte die Anzahl der
Eggbox-Strukturen, die erst durch PME-Aktivitat entstehen, einen Einfluss auf die
sortenspezifische Fruchtfleischfestigkeit haben. Ebenso ohne Relevanz fiir die reifebedingte
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme zeigte sich die Zellarchitektur des Cortexes. Somit konnte auf
Ebene der zellularen Veranderung keine eindeutige Ursache fiir die sortenspezifische
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme ausgemacht werden.

Schlussendlich konnten die aufgestellten Hypothesen nur partiell bestdtigt werden. Die
reiferelevanten Parameter verandern sich zwar bei weichwerdenden Sorten friiher bzw.
starker als bei festbleibenden Sorten, allerdings konnte die Ethylensensitivitdt als Ursache
dafiir nicht bestatigt werden. Die reifehemmende Wirkung von 1-MCP konnte auch noch zu
einem spateren Behandlungszeitraum festgestellt werden, allerdings ist die Abhangigkeit zur
Ethylensensitivitat nicht belegt worden. Die Zugabe von Ethylen verkiirzte die reifehemmende
Wirkung von 1-MCP, allerdings fiihrt es bei ethylensensitiven Sorten nur teilweise zu einem

einen veranderten Verlauf.
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Tabelle 16: Ubersicht der Ubereinstimmung, der in Kapitel 2 formulierten Hypothesen (Hypo.) mit den

dargestellten und diskutierten Ergebnissen (Erg.) der Veranderung einer Apfelfrucht im
zeitlichen Verlauf nach der Ernte und nach einer Behandlung mit 1-MCP oder Ethylen sowie
der Unterschied zwischen weichwerdender (weich) und festbleibender (fest) Apfelsorte auf
die reiferelevanten Parameter Fruchtfleischfestigkeit, Ethylenproduktion, Enzymaktivitat
und Genexpression. |, = nimmt ab/ist geringer; 4 = steigt an/ist hoher; — = ist
unverindert/besteht kein Unterschied; v’ = Ubereinstimmung; x = keine Ubereinstimmung;
~ = nicht einheitlich/eindeutig; nb = nicht bewertbar.

Reiferelevanter
Parameter

Zeitl.
Verlauf
Hypo. Erg.

Sorte
weich fest
Hypo. Erg.

Behandlung
1-MCP Ethylen
Hypo. Erg. Hypo. Er

o
m

Fruchtfleischfestigkeit

Ethylenproduktion
ACS-Aktivitat
ACO-Aktivitat

MdACS1-Expression
MdACO1-Expression
MdACS3-Expression
MdETR1-Expression
MAdETR2-Expression
MdERS1-Expression
MdERS2-Expression
MdCTR1-Expression
MdERF1-Expression
PME-Aktivitat
GAL-Aktivitat
MdPG-Expression
MdPL-Expression

MdGAL-Expression

MdAF1-Expression

MdPME-Expression

MdEXP2-Expression
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7. Ausblick

Ausblickend sollte erst einmal eine einheitliche Definition fiir die Einteilung der Sorten in den
Festigkeitstyp anhand der Lange der I. Phase erfolgen. Ebenso wichtig ist es, eine einheitliche
Klassifizierung fiir den Ethylenproduktionstyp zu finden anhand der produzierten
Ethylenmenge entweder zu einem bestimmten Zeitpunkt oder in einem definierten Zeitraum.
Weiterhin sollte fir jede Sorte die Kategorie des Weichwerdens bestimmt werden, um die
Ethylensensitivitdt der Sorten zu kennen. Diese Einteilungen sind wichtig, um zum einen eine
geeignete Sortenauswahl treffen zu kénnen und zum anderen um eine Vergleichbarkeit mit
anderen Studien zu schaffen. Um den Ausldser der Ethylensensitivitdt zu suchen, sollte neben
der Genexpression der Ethylenrezeptoren und der ERF-Transkriptionsfaktoren auch deren
Proteingehalte gemessen werden. Hierbei konnte sich die Messung mittels
Massenspektrometrie als eine alternative Methoden zur Antikérpermarkierung herausstellen.
Mit der Quantifizierung einzelner Rezeptoren sowie aller Rezeptoren kénnte ein Verhaltnis zur
Fruchtfleischfestigkeit geprift und weiterhin in Bezug zur Kategorie des Weichwerdens und
damit zur Ethylensensitivitat gestellt werden. Mit der Quantifizierung der ERF-Proteine kénnte
das Mall der Ethylenantwort vermutlich besser eingeschatzt werden, als anhand der
Genexpression, da die Menge an Transkripten der Gene nicht 1:1 zur Menge an translatiertem
Protein stehen muss. Daneben sollten die Genexpression des ACS-Gens 6 und die Alle-
Kombination von MAACS1 bei verschiedenen Sorten bestimmt werden, um einen
Zusammenhang zur jeweiligen Kategorie des Weichwerdens zu prifen.

Auf der anderen Seite ist die Aufklarung liber die Veranderung der Zellwand, die maligeblich
die Fruchtfleischfestigkeit bedingt, weiter voran zu treiben. Dabei ist zwar der Einfluss von PG
geklart, allerdings nicht dessen genetischer Regulierung. Andere zellwandmodifizierende
Enzyme wie GAL, AF und XYL sind zwar vereinzelt betrachtet worden, aber fiir eine
abschlieRende Bewertung ihres Einflusses auf die sortenspezifische
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme reichen die Indizien nicht aus. Weiterhin zeigte die
Genexpression von MdPL, MdEGase sowie MdXTH2 und MdXTH10 interessante Hinweise auf
ein reiferelevantes oder sortenspezifisches Verhalten, deren Expressionsmuster in engeren
zeitlichen Abstanden als den hier gewahlten bestimmt werden sollte. Um den Einfluss der
genannten zellwandmodifizierenden Enzyme zu beurteilen, ist es unerlasslich neben deren
Genexpression auch ihre Enzymaktivitdit oder Proteingehalte sowie die Gehalte ihres
jeweiligen Substrates zu bestimmen. Letzteres auch in einzelnen Zellwandfraktionen, um einen
Hinweis auf Verflechtung innerhalb der Zellwand zu erhalten. Zwar ist die Anordnung der
Cortexzellen und Interzellularen nicht von sonderlicher Bedeutung fir die

Fruchtfleischfestigkeit, aber die Zusammensetzung der Zellwand ist es. Daher sollte die
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Struktur der Zellwand weiterhin mikroskopisch betrachtet werden, um diese bildhaft abbilden
zu kénnen als erganzende Information zu quantitativen Messungen. Hierbei empfehlen sich
dann hoher auflosende Verfahren als die Lichtmikroskopie, wie die Fluorenszenz- oder

Atomkraftmikroskopie.
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8. Zusammenfassung

Die Reife der Apfelfrucht wird durch Ethylen, einem Reifungshormon, initiiert und der
Reifebeginn ist durch einen Anstieg der fruchteigenen Ethylenproduktion gekennzeichnet.
Wahrend der Reife nimmt u.a. die Fruchtfleischfestigkeit ab, die eines der wichtigsten
Qualitatsparameter fiir den Konsumenten und den Handel ist. Die Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit des Apfels nach der Ernte verlauft dreiphasig, wobei die erste Phase, bei
der es noch nicht zu einem signifikantem Festigkeitsabbau kommt, die wichtigste ist. Die Lange
der ersten Phase unterscheidet sich in den Apfelsorten, dabei haben schnell weichwerdende
Sorten eine kurze und lange festbleibende Sorten eine lange erste Phase. Durch Zugabe von
Ethylen wird diese Phase, je nach Ethylensensitivitdt der Sorte, verkirzt. Die Abnahme der
Fruchtfleischfestigkeit wird hauptsachlich durch die Veranderung der Zellwand im Reifeverlauf
bedingt. Ziel ist es zum einen die sortenspezifische Fruchtfleischfestigkeitsabnahme zu
ergriinden, indem die Genexpression einiger zellwandmodifizierender Gene sowie die Aktivitat
des zellwandmodifizierenden Enzyms B-Galaktosidase (GAL) bestimmt wird, und zum anderen
der Ursache fiir die Ethylensensitivitat der Sorten nachzugehen, indem die Ethylenproduktion,
Aktivitat und Genexpression der Ethylenbiosynthese-Enzyme sowie die Genexpression der
Ethylenrezeptoren und der Ethylensignalproteine gemessen werden. Um die
sortenspezifischen Verdanderung zu erfassen, werden drei Apfelsorten mit unterschiedlichem
Verlauf der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme und Ethylenproduktion verwendet und im
Kahllager bei 10° C bis zu einer Lagerdauer von 4 Monaten verwahrt. Die Sorte ,Pinova‘ gilt als
festbleibend und die Sorten ,Elstar’ und ,Golden Delicious’ als weichwerdend. ,Pinova‘ und
,Elstar’ weisen eine vergleichsweise niedrige Ethylenproduktion zu ,Golden Delicious’ auf.
Zusatzlich wird der Reifeverlauf dieser Sorten beeinflusst, indem dieser durch die Anwendung
von 1-Methylcyclopropen (1-MCP) gehemmt und durch die Zugabe von Ethylen beschleunigt
wird. Als wesentliche Ergebnisse zeigen sich, dass trotz unterschiedlicher Menge an
produziertem Ethylen nur die weichwerdenden Sorten eine Korrelation zwischen
Fruchtfleischfestigkeit und Ethylenproduktion aufweisen, obwohl die Genexpression der
Ethylenbiosyntheseenzyme von ,Elstar’ und ,Pinova‘’ keinen Sortenunterschied erkennen
lassen. Weiterhin zeigt sich kein Sortenunterschied in der Genexpression der
Ethylenrezeptoren sowie der Signalproteine, obwohl ,Elstar’ ethylensensitiv im Gegensatz zu
,Pinova‘ ist. Durch Vergleiche mit der Literatur wird vermutet, dass zum einen die Menge der
Ethylenrezeptoren ERS1 und ERS2 mit der Fruchtfleischfestigkeit in Zusammenhang stehen
und zum anderen der Ethylenrezeptor ETR2 der Sensor der Ethylensensitivitdt sein konnte. Die
Ergebnisse zur Aufklarung der Verdanderung der Zellwand verweisen zwar auf einen

Sortenunterschied in der Genexpression von MdPG, MdAF, MdXTH2 und MdXYL mit héheren
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Werten bei ,Elstar’, aber weder die erwartete Hemmung durch 1-MCP noch Férderung durch
Ethylen dieser Gene ist eingetreten. Die GAL-Aktivitat zeigt zwar ein sortenspezifisches Muster,
welches aber nicht mit der Fruchtfleischfestigkeit korreliert. Auch fir die Enzymaktivitat
anderer zellwandmodifizierender Enzyme oder Gesamtzellwandgehalte gibt es in der Literatur
keinen Hinweis auf einen Zusammenhang zur Fruchtfleischfestigkeit. Hier liegt die Vermutung
nahe, dass die Verknlpfung der einzelnen Zellwandbestandteile zum einen die
Fruchtfleischfestigkeit bedingt und zum anderen die Substratverfiigbarkeit fir die jeweiligen

zellwandmodifizierenden Proteine limitiert.
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9. Summary

Ripening of apples is initialized by ethylene, a ripening hormone, and the start of ripening is
marked by an increase of ethylene production. During ripening fruit firmness is one of the
changing processes and it is one of the major quality parameters for consumer and trade. After
harvest the decline of apple fruit firmness consist of three distinct phase, in which the first
phase, where no significant firmness reduce is observed, is the main part. The length of the
first phase is different between the cultivars, so rapid softening cultivars have a short and
cultivars, which obtain firmness over long time, have a long first phase. Application of ethylene
will shorten this phase depending on the ethylene sensivity of the cultivars. The decline of fruit
firmness is affected by changes in the cell wall. The aim of this study is to investigate this
cultivar specific firmness decline by measuring gene expression of cell wall modifying enzymes
and the activity of the cell wall modifying enzyme [B-galactosidase (GAL), and to find out the
reason for the ethylene sensivity of the cultivars by recording ethylene production, gene
expression and activity of ethylene biosynthesis enzymes also gene expression of the ethylene
receptors and ethylene signal transduction proteins. To reach that goals three cultivars with
different firmness and ethylene production are used and stored up to 4 month in a cool
storage with 10 °C. The used cultivars are ‘Pinova’, which maintain firmness, ‘Elstar’ and
‘Golden Delicious’, which soften rapidly. ‘Pinova’ and ‘Elstar’ have a low ethylene production
compared to ‘Golden Delicious’. Additional the ripening process is influenced by an inhibiting
action of 1-Methylcyclopropen (1-MCP) and a promoting effect of ethylene. The main results
are that correlation between ethylene production and fruit firmness persist just in softening
cultivars although there are no difference between ‘Elstar’ and ‘Pinova’ in gene expression of
ethylene biosynthesis enzymes. Also there are no differences between them in gene
expression of ethylene receptors and ethylene signal transduction proteins while ‘Elstar’ shows
an ethylene sensivity in contrast to ‘Pinova’. By comparison of the literature it is hypothesized
that the amount of the ethylene receptors ERS1 and ERS2 is related to fruit firmness and the
ethylene receptor ETR2 could be the sensor of ethylene sensivity. Furthermore the results
about the changes/shifting of the cell wall refer to a difference between the cultivars in the
gene expression of MdPG, MdAF, MdXTH2 und MdXYL with higher values for ‘Elstar’, but
neither the expected inhibition of 1-MCP nor the promotion of ethylene in this genes
happened. The activity of GAL shows indeed a cultivar specific pattern but it doesn’t correlate
to fruit firmness. Also for other cell wall modifying enzyme activity or cell wall content exist no
reference for a relationship to fruit firmness. So it is hypothesized that the interlinkage of the
single cell wall components causes the fruit firmness on the one hand and limits the substrate

availability of the respective cell wall modifying enzyme on the other hand.
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Abbildung A. 1: Zeitlicher Verlauf der Fruchtfleischfestigkeit [N] der Sorten ,Elstar’ (A) und ,Pinova‘ (B) iiber eine
3-monatige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphire im Jahr 2012/13. Der Erntetermin war
jeweils der Anfang des sortentypischen Erntefensters. Der statistische Vergleich (p < 0,05) der
Probennahmezeitpunkte im zeitlichen Verlauf einer Behandlung fiihrte zur Einteilung der drei
Phase (nichtsignifikante Verdnderung (1), signifikante Abnahme (ll), nichtsignifikante Verdnderung
(m)) der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme. Der sigmoidale Verlauf der
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme der K-Variante wurde mit der Boltzmann-Funktion (schwarze
durchgehende Linie) beschrieben (r2 = adjustierte Korrelationskoeffizient; x, = Wendepunkt der
Funktion). Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert mit Standardabweichung, wobei
nichtsignifikante Behandlungsvarianten zusammengefasst wurden. K = unbehandelte Kontrolle
(n = 24); Mg g.e9 = 1-MCP-Behandlung am Tag 0 der Lagerdauer und 1-MCP-Behandlung am Tag 0
der Lagerdauer mit permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tage Lagerdauer (n =48); My ,.o = 1-MCP-
Behandlung am Tag 7 der Lagerdauer und 1-MCP-Behandlung am Tag 7 der Lagerdauer mit
permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tage Lagerdauer (n = 48); Mg 7.¢9 = 1-MCP-Behandlung am Tag 0
sowie am Tag 7 der Lagerdauer und 1-MCP-Behandlung am Tag 0 sowie 7 der Lagerdauer mit
permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tage Lagerdauer (n =96); E9 = Behandlung mit permanenter
Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer (n = 24).
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Abbildung A. 2: Zeitlicher Verlauf der Fruchtfleischfestigkeit [N] der Sorten ,Elstar‘ (A), ,Pinova‘ (B) und ,Golden
Delicious’ (C) liber eine 4-monatige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphdre im Jahr
2013/14. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils das Ende des sortentypischen Erntefensters. K
= unbehandelte Kontrolle; M1+E3 = Behandlung mit 1-MCP am Tag 1 der Lagerdauer und Ethylen
in Intervallen von jeweils 48 h am dritten Tag der Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer
in 7-tagigen Abstinden; E3 = Behandlung mit Ethylen in Intervallen von jeweils 48 h am dritten
Tag der Lagerdauer sowie ab dem 7. Tag der Lagerdauer in 7-tdgigen Abstanden. Jeder Datenpunkt
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reprasentiert den Mittelwert (n=21) mit Standardabweichung. Der statistische Vergleich
(p < 0,05) einzelner der Probennahmezeitpunkte im zeitlichen Verlauf einer Behandlung fiihrte zur
Einteilung der drei Phase (Plateau (l), signifikante Abnahme (llI), Plateau (lll)) der
Fruchtfleischfestigkeitsabnahme. Der sigmoidale Verlauf der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme der
K-Variante wurde mit der Boltzmann-Funktion (schwarze durchgehende Linie) beschrieben (r2 =
adjustierte Korrelationskoeffizient; x, = Wendepunkt der Funktion).
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Abbildung A. 3: Zeitlicher Verlauf der Ethylenproduktion [ul*kg'l*h'll (A, B) und der ACO-Aktivitat [nl C2H4*g'1*h'

1] (C, D) der Sorten ,Elstar’ (A, C, E) und ,Pinova‘ (B, D, F) iiber eine 3-monatige Lagerdauer bei
10 °C und normaler Atmosphére im Jahr 2012/13. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils das
Ende des sortentypischen Erntefensters. Die Friichte erhielten vor der Analyse eine
Akklimatisierung an RT und die Probennahme fiir die Messung der Ethylenproduktion fand bei
20 °C nach 2 h statt. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert der Originaldaten (n = 3) mit
Standardabweichung. K = unbehandelte Kontrolle; M0 = Behandlung mit 1-MCP am Tag O der
Lagerdauer; M7 = Behandlung mit 1-MCP am Tag 7 der Lagerdauer; E9 = Behandlung mit
permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer; M0+E9 = Behandlung mit 1-MCP am Tag 0 der
Lagerdauer und permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer; M7+E9 = Behandlung mit
1-MCP am Tag 7 der Lagerdauer und permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer. Die
sternformigen Datenpunkte verweisen auf den Beginn einer signifikant (p <0,05) erhéhten
Enzymaktivitdat bzw. Ethylenproduktion in der jeweiligen Behandlung im Vergleich zum
Ausgangswert des Lagerbeginns, dabei beruhen die Berechnungen auf Wurzel-transformierten
Daten.
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Abbildung A. 4: Zeitlicher Verlauf der Ethylenproduktion [ul*kg'l*h'll (A, B, C) und ACO-Aktivitat [nl CzHa*g'l*h'l]
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(D, E, F) der Sorten ,Elstar’ (A, D, G), ,Pinova‘ (B, E, H) und ,Golden Delicious’ (C, F, I) Giber eine 4-
monatige Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphére im Jahr 2013/14. Der Erntetermin dieser
Sorten war jeweils das Ende des sortentypischen Erntefensters. K = unbehandelte Kontrolle;
M1+E3 = Behandlung mit 1-MCP einen Tag nach der Ernte und Ethylen periodisch fiir 48 h am
dritten Tag nach der Ernte sowie ab 7 Tage nach der Ernte in 7-tdgigen Abstinden; E3 =
Behandlung mit Ethylen periodisch fiir 48 h am dritten Tag nach der Ernte sowie ab 7 Tage nach
der Ernte in 7-tdgigen Abstdnden. Jeder Datenpunkt reprdsentiert den Mittelwert (n=3) mit
Standardabweichung. Die sternférmigen Datenpunkte verweisen auf den Beginn einer signifikant
(p <0,05) erhohten Enzymaktivitit bzw. Ethylenproduktion in der jeweiligen Behandlung im
Vergleich zum Ausgangswert des Lagerbeginns, dabei beruhen die Berechnungen auf Wurzel-
transformierten Daten. Fehlende Datenpunkte innerhalb der Zeitreihe beruhen auf einem
defekten Gaschromatographen zu diesen Zeitpunkten.



Abbildung A. 5: Horizontalschnitt aus der Aquatorialebene von Apfelfriichten der Sorte ,Elstar’ (A, C, E) und
,Pinova‘ (B, D, F) aus dem Versuchsjahr 2012/13 nach einer Lagerdauer von 3 Monaten bei 10 °C
und normaler Atmosphdre. Der Erntetermin dieser Sorten war jeweils der Anfang des
sortentypischen Erntefensters. Die Behandlungsvarianten waren eine unbehandelte Kontrolle (K)
(A, B), eine Behandlung mit 1-MCP am Tag 0 der Lagerdauer (MO0) (C, D) und eine Behandlung mit
permanenter Ethylenzufuhr ab 9 Tagen Lagerdauer (E9) (E, F). Interzellulare (i), Cortexzelle (c).
Farbung: PAS. 5-fach VergroBerung.
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Abbildung A. 6: Zeitlicher Verlauf der Ethylenkonzentration [C,H, p.l*l'l] innerhalb der Versuchsbehdlter mit den
Apfelfriichten der unbehandelten Kontrolle der Sorten ,Elstar’, ,Pinova‘ und ,Golden Delicious’
wahrend einer 4-monatigen Lagerdauer bei 10 °C und normaler Atmosphare.

Tabelle A. 1: Ubersicht einiger Apfelsorten, deren Festigkeitstyp, Hohe der Ethylenproduktion und Kategorie des
Weichwerdens anhand eines Literaturvergleichs (Quelle) einzuteilen ist. Dabei wird der
Festigkeitstyp in die zwei Klassen weichwerdend (weich) und festbleibend (fest) anhand der Linge
der I. Phase (nichtsignifikante Verdnderung) der Fruchtfleischfestigkeitsabnahme, die Héhe der
Ethylenproduktion in die zwei Klassen niedrig und hoch anhand des maximalen Wertes der
Ethylenproduktion und der Kategorie des Weichwerdens anhand der Lange der I. Phase und deren
Verkiirzung durch einen Ethylenreiz in die drei Kategorien 1 (kurze I. Phase unabhidngig der Reizung),
2 (lange 1. Phase, die durch die Reizung verkiirzt wird) und 3 (lange I. Phase unabhéangig der Reizung)

klassifiziert.
Festigkeits- Ethylen- Kategorie des
Sorte . Quelle
typ produzent Weichwerdens
,Akiyo’ fest niedrig Wakasa et al., 2006
,Aori 4 weich niedrig Wakasa et al., 2006
,Cortland’ weich hoch Luetal., 2013
Cox’s Brackman & Streif, 1994;
C;ran o weich hoch 1 Johnston et al., 20013,b;
g Watkins et al., 1989
Elstar" weich niedrig ) Brackman & Streif, 1994;

Kittemann, 2012

Brackman & Streif, 1994;
Fuji fost niedrig 3 Wakasa et al., 2006; Oraguzie et
! al., 2007; Tatsuki et al., 2007;
Wei et al., 2010

Brackman & Streif, 1994;
,Golden weich hoch 1 Saftner, 1999; Wakasa et al.,
Delicious’ 2006; Wei et al., 2010; Tan et

al., 2013; Gwanpua et al., 2016

Grann Watkins et al., 1989; Brackmann
’Smith’y fest niedrig 2 & Streif, 1994; Johnston et al.,
2002b; Gwanpua et al., 2016a
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,Gunma

. fest
Meigetsu’ es
,Himekami’ weich

H
’ qne}/ fest
Crisp
,Hozuri’ weich
JIwakami’ weich
,Jonagold’ weich
,Kanzi‘ fest
,Kitarou’ fest
,Kotaro’ weich
,MclIntosh’ weich
,0rin’ weich
,Pacific Rose’ fest
,Pinova’ fest
,Red Fuji’ fest
,Royal Gala’ weich
,Scifresh’ fest
,Slimred’ fest
,Sunrise’ weich
,Tsugaru’ weich
,Virginia
Gold" fest

niedrig

niedrig

niedrig

niedrig

niedrig

hoch

niedrig
niedrig

hoch

hoch

hoch

niedrig

niedrig

niedrig

gering

niedrig
niedrig
hoch

hoch

hoch

Wakasa et al., 2006

Wakasa et al., 2006

2012
Wakasa et al., 2006

Wakasa et al., 2006

Gwanpua et al., 2014
Gwanpua et al., 2016b
Wakasa et al., 2006

Wakasa et al., 2006

etal., 2012

Tatsuki et al., 2007

etal., 2007
Kittemann, 2012
Tan etal., 2013

Johnston et al., 20013,b;
2013
Ngetal., 2013
Wakasa et al., 2006
Wiersma et al., 2007

Tatsuki et al., 2011

Dougherty et al., 2016

Tong et al., 1999; Harb et al.,

Brackmann & Streif, 1994;

Brackman & Streif, 1994; Harb

Johnston et al., 2002b; Oraguzie

Oraguzie et al., 2007; Ng et al.,
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Tabelle A. 2: Gewichte der Variablen fiir die Hauptkomponentenanalyse 1 mit den Eigenwerten >1 und der Anteil
der Verteilung, der durch die jeweilige Hauptkomponente (PC) erklart wird.

Variable PC1 PC2

ACO1 0,469 -0,007
ACS1 0,487 -0,039
ACS3 -0,197 -0,659
FFF 0,334 -0,559
Ethyl.prod. 0,401 -0,437
ACO.Akt. 0,482 -0,246
Eigenwert 1,901 1,190
Verteilung der Varianz 0,602 0,236
kumulative Verteilung 0,602 0,838

Tabelle A. 3: Gewichte der Variablen fiir die Hauptkomponentenanalyse 2 mit den Eigenwerten >1 und dem
Anteil der Verteilung, der durch die jeweilige Hauptkomponente (PC) erklart wird.

Variable PC1 PC2 PC3

CTR1 0,301 0,118 0,588
ERF1 0,405 -0,349 0,155
ERS1 0,417 -0,261 -0,085
ERS2 0,279 0,395 -0,552
ETR1 0,300 0,383 0,469
ETR2 0,408 0,175 -0,198
FFF -0,403 -0,107 0,224
Ethyl.prod. 0,164 -0,672 -0,090
Eigenwert 1,920 1,265 1,007
Verteilung der Varianz 0,461 0,200 0,127
kumulative Verteilung 0,461 0,661 0,788
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Tabelle A. 4: Gewichte der Variablen fiir die Hauptkomponentenanalyse 3 mit den Eigenwerten >1 und der Anteil
der Verteilung, der durch die jeweilige Hauptkomponente (PC) erklart wird.

Variable PC1 PC2 PC3 PC4

AF 0,414 -0,093 0,028 -0,064
EGase 0,344 0,246 0,214 0,032
EXP2 0,162 0,332 0,359 0,060
GAL 0,357 0,004 -0,099 0,343
PG 0,421 0,022 0,037 -0,159
PL 0,007 0,233 0,587 -0,069
PME 0,073 -0,340 0,082 0,655
XTH2 0,041 -0,578 -0,049 -0,089
XTH10 -0,007 -0,368 0,476 0,028
XYL 0,384 -0,084 -0,136 0,081
FFF -0,384 0,077 -0,011 -0,025
Ethyl.prod. 0,138 0,347 -0,458 0,113
GAL.Akt. 0,241 -0,219 -0,073 -0,622
Eigenwert 2,251 1,527 1,339 1,015
Verteilung der Varianz 0,390 0,179 0,138 0,079
kumulative Verteilung 0,390 0,569 0,707 0,786

103



