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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Untersuchungen zur Bewurzelung und Bliteninduktion an Langstecklingen von
Pyrus communis Sorten

In vergangenen Versuchen zeigten Langstecklinge von Pyrus communis ‘Williams
Christ‘, die als Wasserreiser von tragenden Mutterpflanzen geerntet wurden, eine
gute Bewurzelung und nach der Uberwinterung tiberraschenderweise ebenfalls eine
gute Blutenbildung. Wasserreiser werden als Konkurrenztriebe bezeichnet, die am
Baum nicht blihen.

Die Vermehrung von Birnensorten erfolgt normalerweise ber die Veredelung auf
Quitte, die als Unterlage oft nicht winterhart ist und schlecht auf alkalischen Bdden
wéchst. Die Vermehrung wurzelechter Birnensorten konnte diese Problematik
vermeiden. Die frihe Blute an den Langstecklingen kdnnte es ermdglichen, die
Produktionszeit in der Vermehrung von Obstgehdlzen zu verkirzen, da die
unproduktive, juvenile Phase der Pflanzen entfallt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Kurz- und Langstecklinge der Sorten
P. communis ‘Williams Christ‘, ‘Conference und ‘Vereins Dechant® im Sommer als
diesjahrige senkrechte Triebe geerntet und im Folienhaus, ausgestattet mit einem
Hochdrucknebelsystem, gesteckt. Die Sorte ‘Williams Christ® wurde von 40- und 15-
jahrigen Baumen geerntet, um den Einfluss des Mutterpflanzalters beurteilen zu
konnen. Im folgenden Frihjahr wurden die Bewurzelung und die Blitenbildung
bonitiert. Da die Stecklinge von reproduktiven Mutterbdumen geerntet wurden, sollte
mittels histologischer Untersuchungen und Genexpressionsanalysen der Knospen
geklart werden, ob die Stecklinge zum Erntezeitpunkt bereits zur Blute induziert
waren oder ob die Umstimmung zur Blite wahrend der Bewurzelung im Folienhaus
durch die zum Teil sehr hohen Temperaturen erfolgte. Die Expressionsanalysen
wurden fur die blihférdernden Gene SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1, APETALA1 und LEAFY1 sowie fur das Blltenrepressorgen
TERMINAL FLOWER 1 durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Kurzstecklinge von jiingeren Mutterpflanzen besser
und die Kurzstecklinge von alteren Mutterpflanzen schlechter bewurzelten als die
Langstecklinge. Die Bewurzelungsqualitdt wurde vom Mutterpflanzenalter nicht
beeinflusst. Der Bewurzelungserfolg der Pyrus Sorten war von Jahr zu Jahr
verschieden und lag fiir ‘Williams Christ® zwischen 15 und 82 %. Die Bliitenbildung
an Stecklingen von ‘Williams Christ® von jiingeren Mutterbdumen war hoher als die
an den Stecklingen der &lteren Mutterbdume. Die Blutenbildung an den Stecklingen
von ‘Conference’ war in allen Jahren geringer als an ‘Williams Christ‘, und die
Stecklinge von ‘Vereins Dechant® zeigten keine Bliitenbildung. Bereits zu
Versuchsbeginn zeigten die Meristeme der Knospen von ‘Williams Christ® erste
morphologische Veradnderungen Uber eine Verbreiterung des Apex. In den Knospen
beider Sorten konnte zu Versuchsbeginn die Expression der blihférdernden Gene
nachgewiesen werden. Ein Einfluss der hohen Temperaturen auf die Bliteninduktion
konnte nicht festgestellt werden. Die molekulargenetischen Ergebnisse zeigten
vielmehr, dass die Bliiteninduktion in den Knospen von ‘Williams Christ® und
‘Conference‘ bereits am Baum stattfand und sich hohe Temperaturen wahrend der
Kultur im Folienhaus eher nachteilig auf die Blitenbildung auswirkten. Die
Blutenbildung bei Pyrus scheint zudem sehr stark sortenabhéngig zu sein. Wenn es
gelingt, die Bewurzelung der Langstecklinge von Pyrus Sorten zu verbessern, bietet
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diese Art der Vermehrung eine Mdglichkeit um die Produktionszeit von Birnen zu
verkurzen und die Problematik mit Quittenunterlagen zu umgehen.
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Studies on flower induction and rooting of long cuttings of Pyrus communis
cultivars

Previous experiments showed that long cuttings of Pyrus communis 'Williams Christ'
harvested as water shoots from bearing mother plants presented good rooting results
and after hibernation, surprisingly, also a good flowering. Water shoots are usually
known as non flowering shoots. Cultivars of pears are normally propagated by
budding on rootstocks of quince which have poor winter hardiness and grow poorly
on alkaline soils. This problem could be avoided by propagating pears on their own
roots. The early flowering of the long cuttings might shorten the time of propagation
of fruit trees because there is no unproductive, juvenile phase of the plants.

In this study short and long cuttings of the varieties Pyrus communis 'Williams
Christ', 'Conference’ and 'Vereins Dechant' were harvested in summer as vertical
young shoots and set in a foil house with a high pressure fog system. The cuttings of
‘Williams Christ' were harvested from 40 - and 15-year-old mother plants to prove
the influence of the age of mother trees.

The following spring the rooting and flower formation were evaluated. Since the
cuttings were harvested from reproductive mother trees it should be clarified by
histological examinations and gene expression analysis if the buds of the cuttings
were already induced at harvest or if they were induced to flower during the rooting
by the very high temperatures in the foil house. The expression analyses were
performed with the flowering genes SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1, APETALA 1 and LEAFY 1 and the repressor gene TERMINAL
FLOWER 1.

The results showed that short cuttings from younger mother plants rooted better and
the short cuttings from older mother plants rooted worse than the long cuttings. The
quality of rooting was not influenced by the mother plants age. The success of
rooting of Pyrus species was different from year to year and it ranged from 15 - 82 %
for 'Williams Christ'. The flowering of cuttings from 'Williams Christ' from younger
mother trees was higher than that of the cuttings of the older mother plants. The
flowering on the cuttings of '‘Conference' was less in all years compared to 'Williams
Christ' and the cuttings of 'Vereins Dechant' showed no flowering. From the
beginning of the experiments the meristems of the buds of 'Williams Christ' already
showed the first morphological changes by broadening of the apex. At beginning of
the experiments the expression of flowering genes in buds of 'Conference’ and
‘Williams Christ' was detected already. An influence of the high temperatures on
flower induction could not be determined. The expression results showed even more
that flower induction in the buds of 'Williams Christ' and ‘Conference’ took already
place on the tree before harvest and those high temperatures during the formation of
flowers had negative effects on flowering. The flowering in Pyrus also seemed to
depend on the cultivar. If it is possible to improve the rooting of the long cuttings of
Pyrus cultivars this propagation method will be an option to shorten the time of
production and to avoid the problems with propagation on rootstocks of quince.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Hintergrund fir die vorliegende Dissertation
Die Uberraschende Beobachtung, dass lange Stecklinge der Sorte Pyrus communis
‘Williams Christ* (gewachsen als neue, senkrechte Triebe im oberen Kronenbereich
einer 37 Jahre alten Erwerbsanlage) sowohl gut bewurzelten als auch Bliten im
folgenden Frihjahr zeigten (Kapitel 1.6), bilden den Ausgangspunkt fir die
vorliegenden Untersuchungen. Die Blutenbildung an den senkrechten Trieben einiger
Obstgehdlze (darunter u. a. Apfel und Birne) erfolgt normalerweise erst, wenn diese
sich neigen und Fruchttriebe bilden und das passiert nach 2 oder 3 Jahren
(HILKENBAUMER, 1964). Somit zeigten die verwendeten Stecklinge gleichzeitig
juvenile (gute Bewurzelung) und adulte Merkmale (Blitenbildung). Diese
erstaunliche Beobachtung wurde in der vorliegenden Dissertation untersucht und im
Folgenden soll auf die Gattung Pyrus sowie die verschiedenen Aspekte dieser Arbeit

eingegangen werden.

1.2 Historische Entwicklung von Pyrus communis
Die Gattung Pyrus besteht aus tber 20 Arten, von denen die Hélfte in Europa,
Nordafrika und Kleinasien und die andere Halfte in Asien heimisch ist (JANICK,
2002). Birnen gehdren zur Ordnung der Rosales, der Familie der Rosaceae und

werden der Unterfamilie der Maloideae zugeordnet (FITSCHEN, 2007).

Der deutsche Begriff ’Birne’ stammt urspriinglich von dem lateinischen Wort pirum
ab. Der englische Name ’pear’ bildete sich aus dem angelsdchsischen Wort pere oder
peru hu, dessen Ursprung ebenso auf den lateinischen Begriff zuriickzufuhren ist
(JAaNICK, 2002; HEILMEYER, 2004). Die erste Erwdhnung der Birne findet sich in
Homer’s Odyssee, wo die Birne - neben Apfel, Feige, Olive und Granatapfel - zu den
Geschenken der Gotter zahlte. Diese Frichte finden sich dann ebenfalls in der
christlichen lkonographie als Metapher fiir heilige Baume wieder (JANICK, 2002).
Die Kultur der asiatischen Birne reicht 2500 bis 3000 Jahre zuriick und wird in 1200-

Jahre alten chinesischen Chroniken beschrieben (JANICK, 2002).

Der exakte Ursprung der européischen Birne ist unbekannt, aber bei Ausgrabungen
in der Schweiz fand man getrocknete Fruchtteile in Hohlen aus der Eiszeit. In
Frankreich wurde die Birne vermutlich durch die Romer eingefiihrt. Die erste
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Ansammlung von Birnensorten wird Karl dem GroRen (742-814) zugeschrieben
(HEDRICK 1921; JANICK, 2002). Durch die Erwéhnung der Birne in Shakespeares
Literatur wird deutlich, dass Birnen um 1500 in England allgemein bekannt waren.
Um 1600 kamen die ersten Birnensorten aus Frankreich nach Deutschland
(HEILMEYER, 2004).

1.3 Wirtschaftliche Bedeutung von Pyrus communis

Wirtschaftliche Bedeutung haben heute die weichfleischige europaische Pyrus
communis und die hartfleischige asiatische Pyrus pyrifolia (JANICK, 2002). Wahrend
die Birne zur Zeit der Renaissance in Frankreich und spater auch in Deutschland
noch beliebter war und starker angebaut wurde als z. B. der Apfel (HEILMEYER,
2004), nimmt die Birnenproduktion, betrachtet fir Nordeuropa, heute nur einen
kleinen Teil der Kernobstproduktion ein und umfasst etwa 5 bis 15 % (BUNEMANN,
2002).

Heute spielen Birnen wirtschaftlich eine geringere Rolle als Apfel (aIiD, 2004). Nach
einem massiven Absterben der Birnen (pear decline) in den 60er Jahren und durch
Unvertraglichkeiten mit den Unterlagen (HiGboN und WESTWOOD, 1963) gelten
Birnen bis heute als problematisch im Anbau. Sie bendtigen einen warmen Standort,
und das Obst ist im Vergleich zum Apfel nicht sehr lange lagerfahig. Das Holz ist
empfindlicher als das des Apfels und auch geschmacklich findet der Apfel groRere
Akzeptanz beim Verbraucher (AID, 2004; JANICK, 2002).

Nach BUNEMANN (2002) wurden 1965 im ,Alten Land‘ noch 1700 ha mit Birnen
bewirtschaftet, wahrend es dort heute nur noch 300 ha sind, wobei 61 % der B&ume
alter als 25 Jahre und 20 % jlnger als 10 Jahre sind. Deutschlandweit werden nach
den Angaben des BUNDESSORTENAMTES (2003) Birnen auf einer Flache von 2100 ha
mit einer Erntemenge von rund 47.000 t angebaut. Das entspricht etwa 3,9 % des in
Deutschland produzierten Obstes (zum Vergleich Apfel: 77 %). Europaweit werden
seit 10 Jahren etwa 2,5 bis 3 Mio. Tonnen jedes Jahr produziert (COSTES et al.,
2003).

In den letzten Jahren ist eine weitere Abnahme der kultivierten Flachen zu
verzeichnen, da die Produktion von Birnen vielen Einflussen unterliegt, die mit
grolRen Risiken, verbunden sind - wie Spétfroste wahrend der Bliute, schlechtes

Wetter wéhrend der Bestdubung etc. (CosTEs et al., 2003). Nordeuropa importiert
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zusétzlich Birnen sowohl aus den Mittelmeer-Landern als auch aus der stdlichen
Hemisphare (WERTHEIM et al., 2001; BUNEMANN, 2002).

Die wohl bekannteste Sorte ist ‘Williams Christ® (Syn. ‘Bartlett’, ‘Williams Bon
Chrétien®). Sie wurde 1770 in Berkshire (GB) gefunden und kam zwischen 1799 und
1817 unter verschiedenen Namen in den Handel. Der Blihbeginn wird bei Mitte
April bis Anfang Mai als mittelfrih angegeben und die Erntereife der Friichte ist
Anfang September erreicht (BUNDESSORTENAMT, 2003; HEDRICK, 1921).

Die Sorte ‘Conference’ (Syn. ‘Konferenzbirne) befindet sich seit 1894 im Handel.
Bei ‘Conference handelt es sich um die meist angebaute Sorte im Erwerbsanbau in
Mittel- und Westeuropa mit konstant hohen Ertragen. Die Bliite erfolgt mittelfrih
von Mitte April bis Anfang Mai und die Friichte haben Mitte September ihre
Erntereife erreicht (BUNDESSORTENAMT, 2003). Die Niederlande und Belgien
verzeichnen, hauptsachlich mit Pflanzungen dieser zwei Sorten, eine geringe

Zunahme in der Birnenproduktion (WERTHEIM et al., 2001; BUNEMANN, 2002).
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1.4 Vermehrung von Kulturbirnen
Schon sehr frih befasste man sich mit der Kultur, der Vermehrung und der
Steigerung des Fruchtertrages von Obstsorten. Theophrastus von Eresos, (370-286 v.
Chr.) der als der erste Gelehrte gilt, der sich ernsthaft mit der Holz- und Baumkunde
befasst hat, schrieb in seinem Buch ‘De causis Plantarum’ iiber die Vermehrung von
Birnen. Er beschrieb die Vermehrung tber Aussaat und Stecklinge und auch die
Pfropfung wurde bereits beschrieben. Um den Fruchtertrag zu steigern schilderte er
die Behandlungen des Wurzelschnittes, des Ringelns sowie das Schlagen von
Eisennégeln in den Stamm. Er erkannte die Notwendigkeit der Fremdbestaubung und
verglich bereits den Anbau von Birnen auf unterschiedlichen Bdden und in
verschiedenen Situationen (JANICK, 2002).
Da Kernobstsorten stark heterozygot sind, ist die groRe Variabilitat Uber eine
generative Vermehrung von Obstbdumen unerwinscht, und so hat sich die
Vermehrung der Ertragssorten auf einer geeigneten Unterlage durchgesetzt
(FRIEDRICH et al., 1978). Die Veredelung ist fiir Obstbauern auf rein praktische und
O6konomische Griinde zuriickzufiihren. Der Ertrag muss gesichert und der Anbau
madglichst unkompliziert sein. Die Unterlage beeinflusst und verbessert das Edelreis
in vielerlei Weise, hauptsachlich in der Wuchsstarke, der Lebensdauer und der
Frostanfalligkeit aber vor allem hinsichtlich der Blite und der Reifezeit der Friichte
(FRIEDRICH et al., 1978).
Unterlage fir Birnen in Erwerbsanlagen ist in der Regel Quitte, wéhrend im
Streuobstbau Sadmlingsunterlagen Verwendung finden (BUNDESSORTENAMT, 2003).
Die vegetativ vermehrten Reiser der Quitte sind die Sorten A und EM C, wobei EM
C schwachwiichsiger als A ist. Quitte gilt als bluhverfriihende Unterlage mit generell
schwachem Wuchs und mag warmen, durchliifteten Boden (AID, 2004). Um
eventuelle Unvertréglichkeiten zu vermeiden, gibt es Zwischenveredelungen mit
bestimmten Birnensorten (BUNDESSORTENAMT, 2003; FRIEDRICH et al., 1978). Je
nach Sorte beginnen veredelte Birnen nach drei bis sechs Jahren zu tragen und
erreichen ihre volle Ertragskapazitiat acht Jahre nach der Pflanzung (BUNEMANN,
2002).
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1.5 Phasenwechsel bei Obstgehdlzen

Alle Pflanzen durchlaufen eine sogenannte juvenile Phase bevor sie reproduktiv
werden und Bluten ausbilden. Die Juvenilitat ist definiert als der Zeitraum, in dem
die Pflanze nicht zur Blite gebracht werden kann (GOLDSCHMIDT und SAMACH,
2004).

Nach einer vegetativen (juvenilen) Phase gelangen Pflanzen in die generative
(adulte) Phase. Der Ubergang zwischen diesen beiden wird Transitionsphase (adulte,
vegetative Phase) genannt (Abbildung 1). Dieser Ubergang wird beeinflusst von
endogenen und exogenen Faktoren, die den Wechsel im Sprossmeristem vom Blatt
zur Entwicklung reproduktiver Organe fordern oder unterdriicken (HANKE et al.,
2007).

Adulte Phase

Erreichen der - -
Blutenbildung

Fahigkeit zur

Blutenbildung

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entwicklung von Gehdlzen von juvenil zu adult.
Basierend auf Untersuchungen von Apfelsamlingen (verandert nach HANKE et al., 2007)

Die juvenile Phase ist von Pflanze zu Pflanze unterschiedlich und so blihen
Birnensdmlinge erst nach 9 bis 10 Jahren (VISSER, 1964). Ein wesentlicher
Bestandteil in der Zichtung an Obstgehdlzen ist daher seit vielen Jahren die
Verkirzung dieser juvenilen Phase, um friher Ertrédge erzielen zu kénnen und die
unproduktive Standzeit zu verkirzen. Alle Malinahmen, die Blute zu fordern oder
auch zu verfriihen (z. B. Uber Gibberelline) wirken erst, wenn sich die Pflanzen in
der Transitionsphase befinden (HANKE et al, 2007). Wann genau diese
Ubergangsphase erreicht ist, ist von Pflanze zu Pflanze unterschiedlich. Nach HANKE
et al. (2007) liegt die Transitionsphase fir Apfelsamlinge zwischen dem 77. und dem
122. Nodium.
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1.6 Vermehrung von Pyrus communis Sorten tber Langstecklinge

Eine Madglichkeit, sowohl die Produktionszeit als auch die juvenile Phase bei
Rosaceae zu verkiirzen, wurde bei SPETHMANN und HUHN (2001) und SPETHMANN
(2002) in der Stecklingsvermehrung tber die Verwendung von Langstecklingen
beschrieben. In Versuchen mit deutlich langeren Stecklingen als bisher Ublich,
konnten 1,5 bis Uber 2 Meter lange Ruten der Sorte Rosa canina ‘Pfanders‘, dic als
Unterlage zur Anzucht von Stammrosen verwendet wird, bis zu 100 % problemlos
bewurzelt und dadurch die Produktionszeit zur Herstellung von Stammrosen
erheblich verkiirzt werden. Bis dahin galten Stecklinge der Sorte ‘Pfanders‘ als
schwer bewurzelbar und die Vermehrung erfolgte tber Aussaat (SPETHMANN und
HUHN, 2001). Weitere Versuche mit langen Stecklingen (80 bis 100 cm) u.a. von
Spitzahorn, Stieleiche, Ulme, Winterlinde, Hainbuche und Birne zeigten ebenso gute
Bewurzelungsergebnisse (SPETHMANN, 2002 und 2003). An den Langstecklingen der
Sorte P. communis ‘Williams Christ’ konnte neben den guten Bewurzelungs-
ergebnissen zusatzlich eine bereits im ersten Frihjahr stattfindende Bliite beobachtet
werden. Bei dem verwendeten Stecklingsmaterial handelte es sich um sogenannte
Wasserreiser, und damit war diese Beobachtung sehr ungewohnlich, da Wasserreiser
am Baum keine Bliten ausbilden (MBABU und SPETHMANN, 2005; MEIER, 2004).

Da die geernteten Reiser gut bewurzelten und auch nach kurzer Zeit Bluten bildeten,
verfugten sie sowohl Uber juvenile als auch reproduktive (adulte) Merkmale.
SPETHMANN (2007) vermutet einen Phasenwechsel bei Rosaceae in der Vermehrung
uber Langstecklinge ahnlich wie beim Pfropfen auf eine schwachwachsende
Unterlage. Senkrechte Triebe aus dem oberen Kronenbereich werden in der Praxis
als nicht blihende Konkurrenztriebe, R&uber, Sommerschosse oder meist als
Wasserreiser bezeichnet, die entfernt werden missen. Eine grofle Anzahl
Wasserreiser senkt die Belichtung im Inneren des Baumes um bis zu 50 %
(Tymoszuk et al., 1980). Ganz allgemein gilt, dass diese senkrechten Schosse zur
Erziehung der Krone genutzt werden kdnnen. Wenn sie sich neigen oder waagerecht
gebunden werden, kénnen sie im 2. oder 3. Jahr ebenfalls Bliiten bzw. Fruchtspielie
ausbilden, und sie werden so zur Kronenerziehung genutzt (HILKENBAUMER, 1964).
Insbesondere die Architektur von Birnenbdumen ist gekennzeichnet durch kraftige,
aufrechte Aste mit monopodialer Verzweigung vor der Bliitenbildung (CosTEs et al.,
2003).
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Abbildung 2a/b zeigt beispielhaft denselben Birnenbaum in unterschiedlichen Jahren.
Gut zu erkennen ist die hohe Anzahl senkrechter Triebe (aus dem Vorjahr) im oberen
Kronenbereich. Wahrend der Vollbliite zeigten 2008 (entgegen der Literaturangaben)
wenige senkrechte Schosse Blutenbildung (a, Pfeil), wéahrend 2011 keiner der

Schosse eine Bliite aufwies (b).

Abbildung 2: a) Birnenbaum in Vollblute am 16.04.2008 mit Bliten an senkrechten Trieben
(Pfeil) und b) am 13.04.2011 ohne Bliten an den senkrechten Trieben. Dargestellt ist jeweils
derselbe Baum, die Sorte ist unbekannt.

1.7 Stecklingsvermehrung von Pyrus communis Sorten
Obstgehdlze werden seit Jahrhunderten veredelt (Kapitel 1.4) und die Vermehrung
von Birne auf eigener Wurzel ist heute eher ungewdhnlich. Obwohl es in den
vergangenen Jahren viele Untersuchungen mit erfolgreicher Bewurzelung (z.T.
>90 %) an Birnenstecklingen gab (FADL und HARTMANN, 1967; HIGDON und
WESTWOOD, 1963; GILLIAM et al., 1987), hat sich diese Vermehrungsform nicht
durchgesetzt. Die Unvertraglichkeiten zwischen Edelreis und Unterlage sind bei

Birne nicht allgemein gultig, sondern stark standort- und sortenabh&ngig und in
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vielen Féllen wurde durch eine Zwischenveredelung das Problem der
Unvertraglichkeit geldst (MAC CARTHAIGH und HORNIG, 2000). Das ist vermutlich
der Grund dafur, dass mit weiteren Vermehrungsformen nicht intensiv gearbeitet

wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Vermehrung der verschiedenen Pyrus Sorten
durch die Verwendung konventioneller und langer Stecklinge durchgefiihrt, und im

weiteren Verlauf werden diese als Kurz- bzw. Langstecklinge bezeichnet.

In der konventionellen Stecklingsvermehrung verwendet man Stecklinge mit einer
Lénge von 5 bis 20 cm (SPETHMANN, 2003 und 2007). Der wichtigste Einflussfaktor
bei der konventionellen Vermehrung Uber Stecklinge ist die Juvenilitat der
Mutterpflanze (SPETHMANN, 2000 und 2003). Die Altersgrenze einer erfolgreichen
Vermehrung bei Gehoélzen liegt zwischen 7 und 10 Jahren. Versuche mit
verschiedenen  Arten  zeigten, dass Bewurzelungsrate, Hauptwurzelzahl,
Hohenzuwachs und Vitalitat der Stecklinge mit zunehmendem Alter der
Mutterpflanze abnahmen, wahrend der Anteil der kallushildenden Stecklinge zunahm
(SPETHMANN, 2000). Der tatsachliche Altersstatus des Reisers wird allerdings nicht
nur durch das Alter der Mutterpflanze bedingt, sondern auch durch seine Position am
Baum. Die juvenilsten Stecklinge mit der besten Bewurzelung sind immer an der
Stammbasis zu finden (POWER et al., 1988; SPETHMANN, 2000).

Im Vergleich kurzer und langer Stecklinge von 40jahrigen Mutterpflanzen
bewurzelten Langstecklinge entgegen den Erwartungen signifikant besser als deren
Kurzstecklinge (NGUYEN, 2006). Zudem konnte festgestellt werden, dass vertikale
Langstecklinge, geerntet aus dem oberen Kronenbereich, besser bewurzelten als die
von anderen Positionen am Baum (NGUYEN, 2006). In der Bewurzelung von
Langstecklingen 15- und 40jdhriger ‘Williams Christ‘- Mutterpflanzen gab es keine
signifikanten Unterschiede (NGUYEN, 2006). Aufgrund dieser Ergebnisse ist
anzunehmen, dass die bisher geltenden Parameter in der Bewurzelung der
konventionellen  Stecklingsvermehrung auf lange Stecklinge von alten
Mutterpflanzen nur bedingt zutreffen. Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der
Stecklingsvermehrung ist der richtige Steckzeitpunkt. Dieser variiert je nach Gattung

und kann vor oder nach der Blute sowie wahrend oder nach dem Austrieb liegen oder
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auch bei unterschiedlichen Verholzungsgraden erfolgen (FADL und HARTMANN,
1967; SPETHMANN, 2000).

Versuche vergangener Jahre ergaben einen optimalen Stecktermin fir
Langstecklinge von Obstgehtlzen um den 20. Juli (mundliche Angaben: W. HUHN
und W. SPETHMANN). Dieser Steckzeitpunkt ermdglicht es, die Ernte von
Langstecklingen mit dem jahrlichen Sommerschnitt zu verbinden und die
geschnittenen Reiser flr die Vermehrung zu nutzen. Der jahrliche Sommerschnitt ist
notwendig, um Konkurrenztriebe, die fir den Ertrag nicht notwendig sind, zu
entfernen, da sie dem Baum Nahrstoffe und Licht entziehen (HILKENBAUMER, 1964;
TYMOSzUK et al., 1980).

Die Vermehrung von Langstecklingen erfolgt an der Leibniz Universitdt Hannover in
einem Folienhaus ausgestattet mit einem Hochdrucknebelsystem (Foganlage).
Sowohl der Erntezeitpunkt der Stecklinge als auch die darauffolgende
Bewurzelungsphase liegen mitten im Sommer, und so kénnen die Lufttemperaturen
im Folienhaus an heillen Tagen unter direkter Sonneneinstrahlung Temperaturen bis
zu 50 °C erreichen. Durch den starken Nebel - erzeugt durch die Foganlage - erfolgt
eine Verdunstungskihlung an den Pflanzen, und sie nehmen keinen Schaden.
Krautige Pflanzen kdnnen maximal Temperaturen von 37 bis 41 °C ohne letale
Folgen aushalten (SCHOFFL und PANIKULANGARA, 2006). Durch die hohe
Temperatur und die stets feuchte Luft treten keine Fungiziderkrankungen auf und
weder die Substrat- noch die Lufttemperatur spielen eine groRe Rolle bei der
Bewurzelung (SPETHMANN, 2000).

Die Zeitspanne, in der die Bewurzelung erfolgt, ist sehr kurz und kann durch Zugabe
von Auxin an der Basis der Stecklinge beschleunigt werden. Innerhalb der ersten
Tage kommt es zur Initilerung der Wurzeln (SPETHMANN und HAMZAH, 1988;
GiLLiaM et al., 1987; HARTMANN et al., 2001). Die Wurzeln konnen sich im

gesamten Internodialbereich der Stecklinge entwickeln (SPETHMANN, 2000).
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1.8 Blutenbildung an Apfel und Birne

Nach HILKENBAUMER (1964) zéhlt die Birne zu den bluhschwierigen Arten, da sie
erst an mehrjahrigen Trieben Blitenknospen bilden - als eine Ausnahme wird u.a.
‘Conference‘ genannt. FEUCHT (1982) dagegen beschreibt einjahrige Langtriebe bei
Birnen allgemein als leichtblihend und zwar endstandig und seitlich (der Begriff
Langtrieb meint hier alle Triebe langer als 25 cm). Die physiologische Umstimmung
dauert etwa zwei bis drei Wochen und liegt zeitlich unmittelbar vor der
morphologischen Blitenbildung, die dann bereits unter dem Mikroskop erkennbar ist
(FEUCHT, 1982; HATTASCH, 2008). Die Blitenbildung an Apfel erfolgt immer zuerst
in den terminalen Knospen und dann in den lateralen, wahrend die Infloreszenz bei
Birne von Jahr zu Jahr und auch von Trieb zu Trieb unterschiedlich ist: sowohl
Seiten als auch Apikalmeristeme kdnnen zuerst blihen (Esumi et al., 2005).

Die Blutendifferenzierung an Apfel wird nach HANKE (1981) in flinf Stadien
unterschieden (Abbildung 3). Im vegetativen Zustand (Stadium [) ist das Meristem
flach, danach kommt es zu einer halbkugeligen Wdélbung der Apex-Oberflache
(Stadium 11). Etwa ab Mitte Juli erfolgt der Beginn der reproduktiven Entwicklung,
erkennbar als Pflockmeristem, und eine morphologische Differenzierung beginnt
(Stadium 111). Ab Anfang August finden sich dann bereits Infloreszenzmeristeme
(Stadien 1V und V) (HANKE 1981, Abbildung 3A).

Abbildung 3: Histologische Entwicklungsstadien vegetativer und reproduktiver Meristeme in
Apfelknospen (HANKE 1981)

Schema Uber die einzelnen Stadien (I-V) der morphologischen Veranderungen von vegetativ zu
generativ (A). I: Flaches, vegetatives (B) und Il: vegetatives halbkugeliges Meristem (C).

I11: Reproduktives Pflockmeristem (D). IV-V: Infloreszenzmeristeme (E, F)
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Die Anlage der Blite erfolgt bei Kernobst gleichzeitig mit der Fruchtbildung
(FEUCHT, 1982; SCHUMACHER, 1989). Das bedeutet, dass bereits im Sommer des
Vorjahres feststeht, welche Knospe im Frihjahr bluht und welche vegetativ bleibt.
Die Bliteninduktion ist abhdngig vom bestehenden Fruchtansatz, da eine starke
Fruchtbildung die Blitenbildung hemmt und so die Alternanz fordert.
Umwelteinflisse oder extreme Eingriffe in der Blutendifferenzierung bestimmen
dann Uber die Qualitat der Blutenknospen (FEUCHT, 1982). Die Bliteninduktion an
Kurztrieben von Apfel erfolgt etwa bis Mitte Juni und an den Langtrieben eher
spater, ist aber von Jahr zu Jahr unterschiedlich (HANKE, 1981). Bei Birne erfolgt die
Bluteninduktion nach WEBSTER (2002) zuerst (im Juni/Juli) im Blutencluster an
terminalen Enden der kurzen/mittellangen Austriebe, danach an den Asten 2-jahriger
oder &lterer Holzer. Bei CARRERA (1982) wird die darauffolgende
Blutendifferenzierung an Birne von Mitte Juni bis Ende Juli angegeben. Die erste
sichtbare Differenzierung beim Kernobst sind die Kelchblétter, die Ende Juli bis

Anfang August angelegt sind (FEUCHT, 1982).

1.9 Beeinflussung der Blutenbildung

Es gibt praktische Malinahmen, die Blutenbildung zu férdern. Nach SCHUMACHER
(1989) konkurrieren bei Obstbaumen Wachstum und Blitenbildung miteinander und
Zweige von 1 bis 15 cm Lénge sind die fruchtbarsten. In der Praxis werden
Langtriebe daher waagerecht gebunden. Diese MaRnahme stort die natirliche
Wuchsrichtung der Pflanze. Das Wachstum wird stark gehemmt, und es entstehen
Seitentriebe, die den optimalen Trieblangenklassen angehéren. Ohne Binden hétten
die Langtriebe eine Lange erreicht, bei der nur ausnahmsweise Bliten entstanden
wéren. Die von den Blattern gebildeten Assimilate der nun gebundenen Triebe
werden nicht mehr fir das Wachstum gebraucht, sondern eingelagert. Auch
WERTHEIM (2001), SANYAL und BANGERTH (1998) weisen darauf hin, dass
horizontales Wachstum von Zweigen an Apfelbdumen die Blitenknospenbildung
begunstigt. Malinahmen, die Blite zu fordern funktionieren nach HANKE et al. (2007)
aber erst, wenn sich die Bdume bereits in der Transitionsphase befinden.

Der Vorgang der Bluteninduktion ist gerade bei Obstgeh6lzen von groler
Bedeutung. Denn wahrend einjahrige, krautige Pflanzen in der reproduktiven Phase
maoglichst viele Bliten bilden (um viele Samen bilden zu kdnnen) erhdlt ein Baum

den Hauptteil seiner Knospen im vegetativen Zustand aufrecht, und nur ein Teil der
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Knospen bildet Bliiten und schlieBlich Friichte (BANGERTH, 2009). Damit stellt sich
auch die Frage, ob ein Baum Uberhaupt ein jahrliches, anregendes Signal fir die
Blutenbildung braucht oder ob Gehdlze nicht sowieso mit Erreichen der
reproduktiven Phase standig zur Blutenbildung induziert sind und die Knospen unter

der Kontrolle eines Inhibitors stehen (GOLDSCHMIDT und SAMACH, 2004).

1.10 Bluteninduktion bei Arabidopsis thaliana
Die Bluteninduktion bei A. thaliana erfolgt iber verschiedene komplexe Signalwege
wie Vernalisation, Photoperiode, Gibberelline sowie autonome Signale (LEvVY und
DEAN, 1998; ZEEVAART, 2006). Das Zusammenspiel dieser Faktoren bestimmt die
weitere Entwicklung des Sprossapikalmeristems, und der Ubergang in ein
Blutenmeristem wird Uber Blitenmeristem-ldentitats-Gene kontrolliert (SIMPSON
und DEAN, 2002).
Hauptséchlich wird die Expression bliihfordernder Gene bei A. thaliana uber die
Photoperiode (unter Langtagbedingungen) und Gibberellin (unter Kurztag-
bedingungen) beeinflusst. Wéhrend die Gibberellinbiosynthese die Transkripte
fordert oder hemmt und somit direkt die Gene beeinflusst, wirkt die Photoperiode im
Langtag Uber eine bestimmte Tagesldnge auf die Blatter (TAIZ und ZEIGER, 2006;
HANKE et al., 2007), und die Expression von CONSTANS (CO) wird aktiviert: das
Gen CO unterliegt dem circadianen Rhythmus, und das Protein wird durch Licht
stabilisiert. ~ Uberschneiden ~ sich  bei ~ Abenddammerung  (nur  unter
Langtagbedingungen) die Expression des Gens und die Stabilitat des Proteins, wird
das Protein akkumuliert und eine Beschleunigung der Blitenbildung eingeleitet. CO
induziert dann die Integratoren FLOWERING LOCUS T (FT), LEAFY (LFY) und
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC 1) (PARcY, 2005).
Das Protein CO aktiviert die Transkription von FT im Vaskularsystem des Blattes
und FT selbst kodiert ein Protein (FT), das dann im Meristem der Pflanze zusammen
mit  dem  Transkriptionsfaktor FD (FLOWERING LOCUS D) das
Blltenmeristemidentitatsgen APETALA 1 (AP 1) aktiviert. Alle VVorgange dieser
Signalkette vom Blatt zum Meristem sind noch nicht erforscht, aber FT wird tber
das Phloem zum Meristem transportiert und ist vermutlich das langgesuchte
‘Florigen‘ (ZEEVAART, 2006; CORBESIER et al., 2007; GIAKOUNTIS und COUPLAND,
2008; ZEEVAART, 2008).
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Die Festlegung der Blite bei A. thaliana findet in Relation zur Veranderung in der
Expression der Gene LFY, AP 1 und TERMINAL FLOWER 1 (TFL 1) statt (HEMPEL
et al., 1997 und 2000). Weil LFY und AP 1 friih in der Blltenentwicklung exprimiert
werden und kurz danach die Blite induziert wird, werden sie auch als molekulare
Marker wahrend der Bliteninduktion bei A. thaliana genutzt (HEMPEL et al., 1997).
Das Gen TFL 1 unterdriickt die Bliitenbildung im Apex und verzogert den Ubergang
von der vegetativen zur reproduktiven Entwicklung. Die Uberexpression von TFL 1
erhoht die vegetative Wachstumsphase und hélt die Infloreszenz aufrecht. TFL 1
verzogert die Bllte durch die Repression einiger Gene, wie zum Beispiel von LFY
und AP 1 (LEvY und DEAN, 1998; HEMPEL et al., 2000; GIAKOUNTIS und COUPLAND,
2008). Damit gilt TFL 1 als Repressor und Infloreszensmeristem-Identitatsgen (HER,
1999; HANKE et al., 2007). LFY und TFL 1 werden auch als Identitats-Gene und
Bluhzeitpunkts-Gene bezeichnet (HER, 1999; PARCY, 2005; HANKE et al., 2007).
Abbildung 4 zeigt, dass sich Transkripte von LFY und AP 1 an den Flanken des
Meristems befinden, wahrend sich TFL 1 in der Mitte des Sprossapex befindet und
SOC 1 weit verbreitet im Meristem vorliegt (HEMPEL et al., 2000; PARCY, 2005 und
ConNTI und BRADLEY, 2007).

Es handelt sich sowohl bei AP 1 als auch bei SOC 1 um MADS-Box Gene (HER,
1999; TAiz und ZEIGER, 2006). Gene dieser Gruppe verfiigen alle (ber ein
konserviertes Sequenzmotiv das MADS-Box genannt wird (TAIZ und ZEIGER, 2006).
Obwohl FT und TFL in unterschiedlicher Weise die Bliihzeit regulieren, gehdren sie
zur selben Genfamilie (phosphatidylethanolamine-binding-protein, -PEBP-Familie).
Wie das Protein von FT ist TFL 1 mobil und wirkt an anderen Stellen, als die
Expression stattfindet (KoBAYASHI et al., 1999; REMAY et al., 2009; ConNTI und

BRADLEY, 2007 und GIAKOUNTIS und COUPLAND, 2008).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Verteilung der Expression von FT, LFY, SOC 1 und
AP 1 im Blatt sowie im vegetativen und reproduktiven Sprossmeristem (von links nach rechts)
an Arabidopsis thaliana (verandert nach PARCY, 2005). ,,Detected* bedeutet, dass die Expression
nachgewiesen wurde, aber die 6rtliche Lage ist noch nicht bekannt. Sternchen bezeichnet die
Lage des Sprossapikalmeristems. Die Nummern geben die Stadien des Bllitenmeristems an.
CAULIFLOWER (CAL) ist AP 1 sehr &hnlich.

An der Bliteninduktion sind sehr viel mehr Gene und Interaktionen zwischen Genen
beteiligt (Abbildung 5). Gene kénnen Uber unterschiedliche Signale aktiviert werden
und dennoch miteinander interagieren. So reguliert Gibberellin sowohl die
Expression von SOC 1, und unabhéngig davon erhéht es die Transkription von LFY
(HANKE et al., 2007). Und bei SOC 1 laufen die verschiedenen Pfade der
Bluteninduktion Uber Gibberellin, die Photoperiode und die autonome Entwicklung
zusammen (MooN et al., 2003; JUNG und MULLER, 2010). In Abbildung 5 ist
schematisch dargestellt, welche Interaktionen (ber welche Signalwege zwischen
Genen stattfinden und es wird deutlich, dass CO uber FT sowohl die Expression von
SOC 1 als auch von AP 1 positiv reguliert wahrend TFL 1 die Expression der Gene
LFY und AP 1 hemmt.

Weiterhin ist das an der Bluteninduktion beteiligte Gen AP 1 nicht nur ein Meristem-
Identitats-Gen, sondern auch ein Blltenorgan-ldentitats-Gen (Her, 1999). Die
Blitenorgan Identitdts Gene steuern die Ausbildung der einzelnen Blitenorgane und
sind zu einem sogenannten ABC(DE)-Modell zusammengefasst (HER, 1999; THEIREN
und BECKER, 2004). Dieses Modell wurde entwickelt, um gleichzeitige Aktivitaten

von verschiedenen Genen besser veranschaulichen zu kdnnen. So ist AP 1 ein Gen
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der Klasse A was bedeutet, dass es flr die Ausbildung von Kron- und Kelchblattern
zustandig ist (Her, 1999; TAIz und ZEIGER, 2006). Es wirde fir die vorliegende
Arbeit zu weit fihren hier néher darauf einzugehen, aber es macht insgesamt deutlich
um welchen umfassenden Komplex es sich bei der Bliteninduktion (und der spéteren
Differenzierung) handelt. Die vorliegende Arbeit beschrénkt sich auf die an der
Bluteninduktion von A. thaliana im Wesentlichen beteiligten Gene AP 1, LFY 1,
SOC 1 und TFL 1 (HEMPEL et al., 2000; PARCY, 2005).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Genen in der
Blutenregulierung und der Einflisse von endogenen und exogenen Signalwirkungen an
Arabidopsis thaliana (JUNG und MULLER, 2010). Negative und positive Wechselwirkungen sind
mit Pfeilen dargestellt. Pfeile mit Spitze bedeuten férdernde, abgeflachte Pfeile bedeuten
hemmende/unterdriickende Wechselwirkung. Gestrichelte Pfeile bedeuten spekulative
Interaktionen Die farbig gekennzeichneten Gene wurden in dieser Arbeit an ‘Williams Christ*
untersucht.
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1.11 Bluteninduktion bei Apfel und Birne

Bei der Bllteninduktion an Obstgehélzen spielen zum Teil &hnliche Gene wie bei A.
thaliana eine Rolle. In Apfel und Birne wurden in den vergangenen Jahren homologe
AP 1-, SOC 1- und TFL 1-Sequenzen nachgewiesen. Fur LFY wurde ein Homolog
gefunden: das APPLE FLORICAULA Gen (KoTobA und WADA, 2005; Esumi et al.,
2005; WADA et al., 2007). In Apfel und Birne wurden zwei Homologe von TFL 1,
mit einer Ubereinstimmung von 90 % auf Nukleinsaureebene, identifiziert (TFL 1-1
und TFL 1-2). Ebenso wurden zwei Homologe von LFY mit bis zu uber 99 %
Identitdt nachgewiesen (LFY 1 und LFY 2). Das Vorkommen solch &hnlicher
Homologe ist auf den polyploiden Ursprung der Maloideae zurlickzufiihren (Esumi
et al., 2005; VELAScoO et al., 2010).
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1.12 Zielsetzung der Arbeit
Den Schwerpunkt in der vorliegenden Dissertation bildeten die Untersuchungen der
Bewurzelung und der Blutenbildung an Langstecklingen der Birnensorte
P. communis *Williams Christ’. Ein Vergleich mit den Sorten ‘Conference‘ und
‘Vereins Dechant® sollte zeigen, ob diese ein ebensolches Bewurzelungs- und
Bliihverhalten wie die Stecklinge von ‘Williams Christ* zeigten.

Folgende Aspekte sollten dabei berucksichtigt werden:

1. der mdgliche Einfluss des Mutterpflanzenalters auf die Stecklinge
2. der Einfluss hoher Temperaturen wahrend der Bewurzelungsphase als

mdoglicher Faktor der Bluteninduktion

Hinsichtlich der Bliteninduktion sollten morphologische Untersuchungen und eine
Genexpressionsanalyse Aufschluss dariiber geben, ob es sich bei den Stecklingen um
juvenile Triebe handelte, deren vegetative Knospen wahrend der Vermehrungsphase
zur Blutenbildung initiiert wurden oder ob die Knospen der Stecklinge bereits vor

der Ernte in der generativen Phase waren. Dabei sollten

1. morphologische  Veranderungen in den Knospenmeristemen von
Langstecklingen und Trieben am Baum durch histologische Schnitte und

2. die Expression blihférdernder Gene (SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1, APETALA 1 und LEAFY 1) und
eines bluhhemmenden Gens (TERMINAL FLOWER 1) in Knospen der
Langstecklinge und Knospen von Trieben am Baum mittels quantitativer Real
Time-PCR

exemplarisch fiir die Sorte ‘Williams Christ” untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Bewurzelung und Blutenbildung in der Stecklingsvermehrung von
Pyrus communis Sorten

2.1.1 Stecklingsmaterial
In den Jahren 2005 bis 2008 wurden Kurz- und Langstecklinge der Sorten P.
communis *Williams Christ’, ‘Conference‘ und ‘Vereins Dechant‘ verwendet. Die
Sorten Williams Christ’, Conference‘ und ‘Vereins Dechant® wurden auf Quitte
veredelt. Angaben Uber die Mutterpflanzen in den Versuchsjahren und die
Stecklingsmenge finden sich in Tabelle 1. Bei den fir die vorliegende Arbeit
geernteten Langstecklingen handelte es sich um neue (diesjéhrige) senkrechte Triebe

aus dem oberen Kronenbereich wie in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Typischer Wuchs senkrechter Triebe an P. communis
‘Williams Christ‘ zum Zeitpunkt der Ernte
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Tabelle 1: Verwendung, Herkunft und Status der Mutterpflanzen von Pyrus communis in den
Versuchsjahren sowie die Anzahl der Stecklinge. (Standort Karlsruhe/ Grinwettersbach;
Wurzen)

Pyrus communis
s ‘Williams Christ' | ‘Williams Christ' | ‘Conference’ ‘Vereins Dechant’
orte
Karlsruhe Wurzen
. 2006
Versuchsjahr gggg 2007 2007 2007
2008 2008
Mutter- 3841 1416 1920 19
pflanzenalter
(in Jahren)
Standort Grinwettershach Prifstelle Universitats- Universitats-
(Karlsruhe) BSA Wurzen gelande gelande
Ruthe Ruthe
é\?\}g’ﬁgﬁ Quitte A Quitte A Quitte, Quitte,
(Gellerts) (Gellerts) verschiedene verschiedene
veredelung)
Hohe
Mutterpflanze 1,80-200m
Anzahl . 2006: 400
Kurzstecklinge 2(2)838180 2007: 300 2007: 100 2007: 100
) 2008: 0 2008: 0
Anzahl . 2006: 400
Langstecklinge gggg Lllgg 2007: 300 2007: 100 2007: 100
’ 2008: 425 2008: 425

Die Stecklinge wurden in 4-facher (2005-2006), 8-facher (2007) und 17-facher
Wiederholung (2008) zu je 25 Stecklingen gesteckt. Der Transport der Stecklinge,
die nicht vor Ort geerntet werden konnten, erfolgte in einem klimatisierten VW-Bus.
Das Pflanzenmaterial 2005 wurde mit Wasser bespriht und anschlieBend in
Plastiksacken transportiert. Wegen Schaden an den Blattern (vermutlich verursacht
infolge der hohen Temperaturen innerhalb der Sacke) erfolgte der Transport dann in
loser Schittung. Die Stecklinge wurden bewéssert und mit nassen Laken umhdillt.
Die Stecklinge wurden in den Jahren mdglichst zeitnah zum Erntetermin gesteckt

und im April des folgenden Jahres bonitiert (Tabelle 2).

Die Stecklinge von ‘Williams Christ® wurden von zwei verschiedenen
Erwerbsplantagen geerntet, um einen moglichen Einfluss des Mutterpflanzenalters zu
untersuchen.

Die Behandlung der Stecklinge war in jedem Jahr gleich. Die Stecklinge wurden an
der Basis entbldttert, gerade angeschnitten und mit Bewurzelungspuder behandelt
(Tabelle 3). AnschlieRend wurden die Stecklinge im Folienhaus mit Fog-System (s.
Kapitel 2.1.2) in einem Torf-Sand Substrat in 12er Tépfe gesteckt (Tabelle 3). In den

Jahren 2005 bis 2007 wurden nur Reiser verwendet, die das terminale Wachstum
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bereits beendet hatten —das war erkennbar daran, ob die terminale Knospe bereits
fertig ausgebildet war, oder noch griin und im Wachstum begriffen war. Im
Versuchsjahr 2008 war dies aufgrund der hohen Probenzahl nicht moglich. Die
Stecklinge, die zum Erntetermin das terminale Wachstum noch nicht abgeschlossen
und nicht fir die morphologischen und

hatten, wurden gekennzeichnet

molekulargenetischen Arbeiten verwendet.

Tabelle 2: Ernte-, Steck-, und Boniturtermin aller Stecklinge in den Versuchsjahren (2005-2008)

Sorte 2005 2006 2007 2008
Ernte/ ‘Williams Christ' Karlsruhe | 18.07./20.07. - - 23.07./ 24.07.
Stecktermin ‘Williams Christ' Wurzen - 25.07./25.07. | 24.07./25.07. | 22.07./ 24.07.
‘Conference’ - - 25.07./25.07. | 24.07./ 24.07.
‘Vereins Dechant' - - 25.07./ 25.07. -
Bonitur alle Sorten 05.04.2006 13.04.2007 16.04.2008 16.04. 2009

Tabelle 3: Behandlung der Stecklinge in den Versuchsjahren

Behandlung

Substrat

Anzucht

Weildtorf/Sand 3:1
Osmocote plus 3-4M
2 kg/m3 CaCOs;

pH 5,7

Folienhaus mit Fog-System
alle Stecklinge in Topfen

Tauchen der Stecklingsbasis in
Bewurzelungspuder:
Wuchsstoff IBS 0,5 % und
Fungizid Euparen 10 %

Vor dem Stecken wurde reprasentativ an 20 Stecklingen ihre L&nge erfasst. Die
Kurzstecklinge hatten 2005 und 2006 eine Lénge von etwa 26 cm. Die
Langstecklinge waren je nach Sorte und Jahr sehr unterschiedlich. In Tabelle 4 sind
die Langenangaben der kirzesten und langsten Stecklinge angegeben.

Tabelle 4: Durchschnittliche Léange der Langstecklinge zu Versuchsbeginn (gemittelter Wert
von 20 Stecklingen) beziehungsweise Angaben Uber den Lé&ngenbereich, in dem sich die

Stecklinge zu Versuchsbeginn befanden

mittlere | Langenbereich| Ld&nge |Langenbereich
Sorte Lange [cm] [cm] [cm] [cm]
2005 2006 2007 2008
‘Williams Christ* Karlsruhe 62 - - 54-107
“Williams Christ® Wurzen - 52-90 - 55-120
‘Conference’ - - - 36-92
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2.1.2 Bewurzelung der Stecklinge im Folienhaus
Die Stecklinge wurden in einem Filclair-Folienhaus, ausgestattet mit einem
Hochdrucknebelsystem der Firma Plantfog, am Universitatsstandort in Ruthe
kultiviert. Die Steckpléne finden sich im Anhang (A 1).

Durch das Hochdrucknebelsystem konnte ein dichter schwebender Nebel erzeugt
werden (Fog), und die Bewurzelung erfolgte bei nahezu 100 % relativer Luftfeuchte
Die TropfengroRe liegt nach Herstellerangaben bei 20 um. Die Feuchtigkeit wéhrend
der Bewurzelung wurde allein durch den Fog zur Verfligung gestellt, eine zusatzliche
Bewasserung fand nicht statt. Neben der Befeuchtung diente der Nebel als
Verdunstungskiihlung, da im Sommer im Folienhaus hdaufig sehr hohe
Lufttemperaturen (bis 50 °C) erreicht werden. Um die Luftfeuchtigkeit zu halten
wurde das Folienhaus nicht geliftet. Es erfolgte keine Temperaturregelung. Die
Intervallschaltung der Hochdrucknebelanlage erfolgte alle 2-5 Minuten fir 10-20

Sekunden, jeweils angepasst an die taglich wechselnden klimatischen Bedingungen.

Die Stecklinge wurden bis zur Bonitur im Folienhaus belassen. Das
Hochdrucknebelsystem wurde mit Abnahme der AulRentemperaturen (ab September)
schrittweise herunter reguliert und spatestens Ende Oktober abgestellt, um die
Pflanzen allmahlich an die Witterungsbedingungen anzupassen. Im Anschluss
erfolgte die Bewdasserung nach Bedarf von Hand.

Das Folienhaus wurde im Winter nicht beheizt. Im Frihjahr 2006 wurde eine
Wurzelbonitur durchgefiihrt (Abbildung 7). Je nach Bewurzelung und Kallusbildung
wurden Noten von 2 bis 6 vergeben. Die Note 1 galt fir unbewurzelte Stecklinge
(Abbildung 7). Anschliefend wurde von jedem Steckling die langste Hauptwurzel
gemessen. Um das Weiterwachstum der Stecklinge zu ermdglichen, wurde dann in
den darauffolgenden Jahren eine Ballenbonitur nach SPETHMANN (2000)
durchgefuhrt (Tabelle 5). Hierbei wurde die Durchwurzelung des Ballens mit
verschiedenen Noten (1 bis 4) beurteilt wie in Tabelle 5 dargestellt. Die Note 0 galt

fur unbewurzelte Stecklinge.
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Zum Zeitpunkt der Ballenbonitur wurde ebenfalls die Blitenbildung an den
Stecklingen bonitiert. Hierbei wurde die Blite sowie ihre Position (Nodium) am
Steckling erfasst. Die Ergebnisse der Blitenbildung werden gemeinsam mit den
Bewurzelungsergebnissen in Kapitel 3.1 dargestellt. Abweichende Angaben der
Gesamtmenge (n) der Stecklinge zwischen Versuchsstart und Bonitur ergeben sich
durch Probennahmen fir die molekulargenetischen und morphologischen
Untersuchungen sowie durch Absterben einiger Stecklinge wéhrend der
Bewurzelungsphase.

1: Steckling 3: Kallusbildung und 5. basale
Q unbewurzedl é basaie Bawurzalung 9 Bewurzelung
s
eI\
(_4 “'}I? -
4. Kallusbildung G: akrobasale
und akrobasale \ Bewurzelung
Beowurzelung
== i B
i VL s
~ _)\‘ ‘j;/ ’j}-f‘%-

Abbildung 7: Boniturschema fiir die Bewurzelung im Topf/Grundbeet hach SPETHMANN (2000)
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Tabelle 5: Boniturschema fiir Topfstecklinge nach SPETHMANN (2000). Die Boniturnote erfolgt
nach der Intensitat der Bewurzelung des Topfballens

unbewurzelt

bewurzelt, keine Wurzeln sichtbar
1 | (Steckling lasst sich nicht aus

Substrat herausziehen)

bewurzelt, wenige Wurzeln sichtbar

2

Ballen durchwurzelt
3

Ballen stark durchwurzelt
4

2.1.3 Bewurzelung der Stecklinge in der Klimakammer
Um zu Uberprifen, ob die Blitenbildung eine Reaktion auf die hohen
Lufttemperaturen - die im Fog erreicht werden kdnnen - war, wurden 2008 ebenfalls
Stecklinge in einer Klimakammer unter kontrollierten Bedingungen (bei einer
konstanten Temperatur von 28 °C) bewurzelt. Die Temperatur wurde im Zeitraum
von 5:30 bis 10:00 Uhr von etwa 22 °C auf 28 °C hoch und abends von 21:30 bis
0:50 Uhr wieder auf 22 °C herrunter reguliert. Die Beleuchtung wurde nachts
ausgestellt und morgens etwa ab 5:00 Uhr beginnend, langsam bis auf die volle
Intensitat wieder eingeschaltet, um eine Kultur unter Langtagbedingungen zu

simulieren.
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Innerhalb der Klimakammer wurde eine Folienkammer mit Hochdrucknebelanlage
so installiert, dass ein funktionierendes Vermehrungssystem - vergleichbar dem
Folienhaus in Ruthe (s. Kapitel 2.1.2) - entstand (Abbildung 8).

Die Behandlung der Stecklinge und die Herstellung des Substrats erfolgten wie in
Kapitel 2.1.2 beschrieben. Die Stecklinge wurden nach der Bewurzelung Ende
September ebenfalls nach Ruthe gebracht (um eine Gleichbehandlung der Stecklinge
bei der Uberwinterung zu sichern) und dort im darauffolgenden Friihjahr wie
beschrieben bonitiert. Diese Stecklinge wurden nur hinsichtlich ihrer Blute und
Bewurzelung bonitiert, wie in Kapitel 2.2.2. beschrieben. Sie wurden nicht fir die

histologischen und molekulargenetischen Untersuchungen verwendet.

Abbildung 8: Folienkammer mit Hochdrucknebelsystem innerhalb einer Klimakammer

2.1.4 Dokumentation der klimatischen Bedingungen
Zur Erfassung der Temperatur und der Sonneneinstrahlung im Folienhaus wurden
2007 und 2008 im Pflanzenbestand an verschiedenen Stellen Temperaturfiihler (drei
auf Pflanzenhohe und zwei im Substrat) sowie je ein Solarimeter im Pflanzenbestand
und auf dem Dach installiert. Die Werte wurden mithilfe eines Dataloggers im 6-
Minuten-Takt aufgezeichnet und regelmaRig ausgelesen. Die Auswertung der Daten
konnte mit Excel durchgefuhrt werden. Die Temperaturwerte in der Klimakammer
wurden 2008 ebenfalls in nach dieser Methode aufgezeichnet (drei Temperaturfiihler

im Pflanzenbestand, einer im Substrat).
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Die  Auswertung der Klimadaten lieferte  Informationen  {ber die
Tagesmitteltemperatur (24h), die Temperatursumme, die Tagestemperatur, die
Nachttemperatur, das Temperaturmaximum und -minimum pro Tag sowie der
Sonneneinstrahlung. Die Messung der relativen Luftfeuchtigkeit im Fog erfolgte
2007 Uber eine kombinierte Feuchte-Temperatur-Sonde. Aufgrund der hohen
Luftfeuchtigkeit (95-100 %) musste die Sonde wegen Defekts standig repariert und
ausgetauscht werden, so dass 2008 auf die Messung verzichtet wurde.

Alle verwendeten Messfuhler sowie die Datalogger wurden freundlicherweise vom
Fachgebiet Biosystem- und Gartenbautechnik der Leibniz Universitdt Hannover

installiert und zur Verfligung gestellt.

2.1.5 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Freeware Programm R
(Version 2.10.0)" durchgefiihrt. Zur statistischen Bewertung der Bewurzelung wurde
ein nicht parametrischer Test (X°-Homogenitatstest) zur Bearbeitung dichotomer
Daten verwendet, mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von p < 0,05. Fir die
statistische Auswertung der Wurzellange wurde einer Rang-Varianz-Analyse fur

ungleiche Varianzen und einer Fehlerwahrscheinlichkeit von p < 0,05 durchgefiihrt.

Die Daten, die auf Grund zu geringer Fallzahlen nicht statistisch ausgewertet werden
konnten, wurden mit Hilfe des Programms Excel in einem S&ulendiagramm

dargestellt. Dies gilt auch fiir die Daten der Boniturnoten der Bewurzelung.

Y http://www.r-project.org/
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2.2 Histologische  Untersuchungen zur Blltendifferenzierung an
‘Williams Christ*

Um zu ermitteln, ab wann die Blitendifferenzierung in den Knospen der

Langstecklinge von ‘Williams Christ® begann, wurden mit Versuchsbeginn und dann

wdchentlich Knospen von den Stecklingen im Folienhaus geerntet, fixiert und in

Kunstharz eingebettet, um histologische Diinnschnitte durchfiihren zu kénnen.

2.2.1 Einbetten und Schneiden der Knospen

Die Knospen wurden vom Erntetermin der Stecklinge und danach wdchentlich
geerntet und fixiert. Die Fixierung der Knospen erfolgte in FPA-L6sung, welche die
Knospen in ihrem jeweiligen Zustand konservierte (Tabelle 6). Die Knospen konnten
in FPA beliebig lange gelagert werden. Zur Einbettung der Knospen wurde das
Historesin Embedding Kit der Firma Leica verwendet und die Behandlung erfolgte
nach einem von M. Neumdller (TU Minchen/ Durnast) erstellten Protokoll (Tabelle
7 und Tabelle 8).

Tabelle 6: Zusammensetzung einer 70 %-FPA-LGsung zur Fixierung von Knospen
(nach M. Neumdller, TU Minchen/ Dirnast)

FPA 70%

Formaldehyd (35%) 125 ml

Propionsaure 125 ml

Agua dest. 610 ml

EtOH (96%) 1640 ml
pH 4-5

41



Material und Methoden

Tabelle 7: Komponenten und Losungen zur Einbettung in Historesin (Leica)

Komponente | Chemische Spezifikation (aus denLl?erJr?r?onenten)
1 Basic Resin: Glycolmethacrylat (GMA), 50 ml A
2 Aktivator: Dibenzolperoxid, 0,5 g B=1+2
3 Harter: nicht genannt, 1 ml auf 15 ml C=1+2+3
Tabelle 8: Behandlung der Knospen zur Einbettung in Kunstharz
Tag Losung Behandlung
1 |FPA 1 h unter Vakuum setzen, Exsikkator luften, Vakuum
wiederholen, ltften, tber Nacht schiitteln
2 |70 % EtOH uber Nacht schutteln
3 |90 % EtOH 2 h unter Vakuum setzen, liiften, Gber Nacht schiitteln
4 |96 % EtOH uber Nacht schutteln
5 |B+99 % EtOH (1:1) |2 h schitteln
B 2 h schutteln
B 2 h unter Vakuum setzen
C Einbetten der Knospen in Einbettmulden

Die Fixierung der Knospen sowie die Lagerung in den verschieden konzentrierten
EtOH-Lo6sungen (Tabelle 8) sorgten dafiir, dass Hohlrdume bzw. mit Gewebewasser
ausgefullte Poren dehydriert und mit EtOH geflllt wurden, um dem spéter
zugefiigten Kunstharz (Losungen B und C) ein besseres EinflieBen zu ermdéglichen.
Somit sollten Luftblasen im Pflanzenmaterial vermieden werden.

Die Polymerisation erfolgte Gber Nacht bei Raumtemperatur, anschliefend konnten
die Harzblocke mit den darin befindlichen Knospen an kleinen Holzkloétzen
festgeklebt werden. Dies diente zur besseren Einspannung in das Mikrotom.

Die Schnitte wurden in L&ngsrichtung an dem Mikrotom Hydrax (Zeiss) in einer
Schnittdicke von 8 pum durchgefiihrt. Die Schnitte wurden zur besseren
Unterscheidung der Zellschichten mit einer 0,05 %igen Toluidinblaulésung

eingeférbt und anschlieBend zur l&ngeren Lagerung unter einem Deckglas versiegelt.
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Fir ‘Williams Christ® wurden insgesamt 504 Knospen eingebettet, wovon 137
geschnitten wurden und 72 tatsachlich ausgewertet werden konnten. Pro Knospe
wurden durchschnittlich etwa 100 Schnitte aufgelegt, um die Mitte des Meristems zu
finden und zu vermessen. Die Hohe der verworfenen Knospen erklért sich durch
Luftblasen im Kunstharz, die zum Ausbrechen des Materials fuhrten. Die Schichten
der Blattprimordien lagen so dicht Gibereinander, dass sowohl Entwésserung als auch
Entluftung sehr schwierig waren. Ein weiterer Grund war, dass die Mitte des
Meristems nicht mit Sicherheit bestimmt werden konnte.

2.2.2 Mikroskopie
Die Objekttrager wurden an dem Axioscope Al(Zeiss) in 25-, 100- bzw. 400facher
VergroRerung ausgewertet. Die Fotodokumentation erfolgte mit der Axio Cam MRc
(Zeiss) und die Auswertung bzw. Vermessung mit dem Programm AxioVision 4.7.
Die Meristeme wurden zwischen den Blattprimordien in ihrer Breite (um) gemessen

und senkrecht zu dieser Vermessungslinie wurde die Hohe des Apex (um) gemessen.

2.2.3 Statistische Auswertung
Eine statistische Untersuchung dieser Daten fand aufgrund der geringen

auswertbaren Stichprobenzahl nicht statt.
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2.3 Molekulargenetische Untersuchungen zur Blateninduktion an Pyrus
communis Sorten

Waéhrend der Kultur der Stecklinge wurden 2007 und 2008 in wdchentlichen
Abstanden Knospen geerntet und zuerst in flissigem Stickstoff, anschliefend im
Tiefkuhlschrank bei etwa -80°C gelagert. Die Knospen wurden immer um dieselbe
Tageszeit (zwischen 9:00 bis 9:30 Uhr) geerntet. Aufgrund der Boniturergebnisse der
Blutenbildung (siehe Kapitel 2.3.2.) wurde Blitenbildung im oberen Bereich der
Stecklinge vermutet. Neben der apikalen Knospe wurden die Seitenknospen der
Positionen 2 bis 7 geerntet. Da die Genexpression im Bereich der Meristeme der
Knospen untersucht werden sollte, wurden die Knospen vorsichtig entblattert, um
das Meristem maoglichst freizulegen. Zu jedem Zeitpunkt/jeder Variante wurde die
RNA getrennt aus den geernteten Knospen isoliert. Die verwendeten Gerate und
Materialien finden sich aufgelistet im Anhang (Tabelle Al).
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2.3.1 Extraktion von Nukleinsduren
Die Isolation der Gesamt-RNA aus den Knospen der verschiedenen Birnensorten
wurde mit dem Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit nach den Anweisungen des
Herstellers (Fa. Invitek) durchgefiihrt (Tabelle 9). Die RNA wurde aus den einzelnen
Knospen extrahiert. Es wurden keine Mischproben verwendet. Die Frischmasse nach
dem Entbléattern der Knospen lag zwischen 0,4 und 35,4 mg.

Tabelle 9: Arbeitsanweisung zur Extraktion pflanzlicher RNA (Invisorb® Spin Plant RNA Mini
Kit der Firma Invitek)

Marsern der Knospen und sofortige Zugabe von 900 ul Lysis Solution RP

Sofort vortexen und ~20 min. bei Raumtemperatur schitteln (240 x g)

1 min. bei 12.000 x g zentrifugieren

Uberstand auf Prefilter pipettieren und 1 min. bei 12.000 x g zentrifugieren; Filtrat in
neues Gefal} pipettieren

Zugabe von 500 pl Ethanol (99,8%)

Das Gemisch auf RNA Binding Filter pipettieren; 1 min. bei 12.000 x ¢
zentrifugieren und Durchfluss verwerfen

Zusétzlicher Arbeitsschritt zum DNA-Verdau: 5 pl DNAse (1 U/ul) mit 95 pl
DNase-Puffer (10 mM Tris-HCI, 2.5 mM MgCl,, 0.5 mM CaCl,; pH 7,6) mischen
und auf die Membran des RNA Binding Filter pipettieren; 15 min. bei
Raumtemperatur stehen lassen.

500 pl des Waschpuffers R1 auf die Membran pipettieren und 30 sek. bei 12.000 x g
zentrifugieren; Durchfluss verwerfen

600 ul des Waschpuffers R2 auf die Membran pipettieren und 30 sek. bei 12.000 x g
zentrifugieren; Durchfluss verwerfen (dieser Vorgang wird wiederholt)

3 min. Trocknen der Membran bei 14.500 x g

RNA Binding Filter auf ein 1,5 ml Eppendorfgefal stellen und 50 ul Elution-Buffer
R auf Filter pipettieren; 5 min. bei Raumtemperatur inkubieren und danach 1 min.
bei 12.000 x g zentrifugieren; das Filtrat enthalt die RNA
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DNA wurde aus Blattmaterial von ‘Williams Christ® nach dem modifizierten

Protokoll von DoYyLE und DoyLE (1990) isoliert (Tabelle 10).

Tabelle 10: Arbeitsanweisung zur Extraktion pflanzlicher DNA (modifiziert nach DovyLE und
DOYLE, 1990)

Madrsern von 1-2 g Blattmaterial in flissigem Stickstoff

Zugabe von 5 ml CTAB-Puffer + 0,2 % Mercapto-EtOH (3 % CTAB; 1,4 M NaCl,
0,2 % 3-Mercapto-EtOH; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8.0; 0,5 % PVP-40)
vorgewarmt auf 60 °C

30 min. bei 60 °C (Wasserbad) inkubieren

5 ml CI-Mix (24:1 Chloroform + iso-Amylalkohol) dazugeben und schwenken
(Abzug)

10 min zentrifugieren (hochste Stufe) und obere Phase abnehmen und in neues
Reaktionsgefal geben (ist die Lésung noch nicht klar, erneut Zugabe von CI-Mix
und zentrifugieren)

Zugabe von 2/3 des Probevolumens eiskaltes Isopropanol; schwenken

5 min bei 4000 rpm zentrifugieren; Uberstand abgieRen

10 ml Waschpuffer (76 % (v/v) EtOH; 10 mM Ammoniumacetat) vorsichtig auf
Pellet geben; Pellet 10-20 min in Puffer inkubieren (schwimmen lassen)

8 min bei 4000rpm zentrifugieren; Puffer abgiellen

kurz zentrifugieren und Pellet bei Raumtemperatur komplett trocknen lassen

Zugabe von 3 ml TE-Puffer + RNAse (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, 10
pg/ml RNAseA); Pellet bei 37 °C komplett 16sen (> 30 min)

1 ml 7,5 M NH,Ac dazu pipettieren, schwenken und Zugabe von 8 ml kaltem EtOH
abs.

10-20 min bei 4000 rpm zentrifugieren; Uberstand abgieRen

Pellet bei 37 °C trocknen lassen (1 bis 1,5 Stunden)

Pellet in 500 pl 10 mM Tris-Puffer aufnehmen und Gber Nacht im Kihlschrank l6sen
lassen
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2.3.2 Agarosegelelektrophorese und Geldokumentation
Die Auftrennung der Nukleinsduren erfolgte durch eine Gelelektrophorese mit einem

1,5%igem Agarosegel.

Die Agarose wurde mit einem 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris-base Ultra, 1 mM
EDTA, pH 8.0) aufgekocht. Zum Anfarben der Nukleinséduren wurden dem Gemisch
0,3 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr) zugegeben.

Die Proben wurden mit einem 10%igem Anteil des Ladepuffers *Orange G’ (30 %
Glycerin, 0,25 % Orange G) beschwert und pipettiert. Die anschlielende
Elektrophorese erfolgte bei 2-3 V/cm bis zur gewiinschten Auftrennung der Proben.
Zur  Fotodokumentation und Auswertung wurden der BioDocAnalyze-
Transilluminator und die Software BioDocAnalyze 2.0 der Firma Biometra

verwendet.

2.3.3 RNA und DNA Quantifizierung
Die Quantifizierung der Nukleinséuregehalte erfolgte Uber eine Photometermessung
mit dem Nanodrop der Firma Peglab und zusétzlich wurden die Proben zur
Quantifizierung auf ein Gel aufgetragen. Die Kontamination auf DNA in den RNA-
Extrakten wurde mit allen Proben Uber eine PCR mit einem Elongationsfaktor aus
Malus x domestica Uberprift (Tabelle 11) und auf ein Gel aufgetragen. Die
Bindungsstelle der Primer befand sich im Intron und bei Nichterscheinen von
Banden, wurde die Reinheit der RNA vorausgesetzt. Die Primer wurde
freundlicherweise von dem JKI in Pillnitz/ Dresden durch H. Flachowsky zur

Verfligung gestellt.

Tabelle 11: Elongationsfaktor aus Malus x domestica

Name Zielaen Primersequenz Annealing- [Produkt
) von 57 in 3’ Richtung temperatur  |-groRe
[°C]
sense:

Elongations- TAC TGG AAC ATCACAGGCTGAC
faktor  |antisense:
TGG ACCTCTCAATCATGTTGTC

MdEF_1lalpha

600 | 307bp
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2.3.4 cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem First Strand cDNA-Synthese Kit der Firma
Fermentas (Tabelle 12). Fir jede Probe wurde die erforderliche Menge (ul) fur 0,2
Hg Gesamt-RNA eingesetzt um 200 ng cDNA zu erhalten.

Tabelle 12: Arbeitsanweisung zur cDNA-Synthese mit dem cDNA-Synthese Kit der Firma
Fermentas

Jeder Probe wird 1 pl Hexamer Primer zugesetzt und bis 11 pl mit superdest. H,O
aufgefillt; die Zugabe der Probe muss jeweils berechnet werden und ist abhéngig
von ihrem RNA-Gehalt (um 200 ng cDNA zu erhalten)

5 min bei 70 °C

Zugabe von 4 pl 5 x Puffer, 2 pl 10mMdNTP-Mix, 1 pl Ribonuklease Inhibitor
(20u/pl)

5 min bei 25 °C

Zugabe von 2 pl M-MuLV Reverse Transkriptase (20u/pl)

10 min bei 25 °C, 60 min bei 37 °C, 10 min bei 70 °C

2.3.5 Polymerase Kettenreaktion
Dem Master Mix wurde zusétzlich Bovin Serum Albumin (BSA) zugefigt (Tabelle
13), da BSA den Erfolg einer PCR -besonders bei Templates mit geringer Ausbeute-

erhéht. Durch BSA erfolgt eine Stabilisierung der Enzyme und es schitzt ebenso vor

einer Adhasion der Enzyme an Reaktionsgefalen oder

Sicherheitsdatenblatt Applichem).

Tabelle 13: Pipettierschema fir die PCR

Spitzen (Angabe

Endkonz.
Komponente VVolumen/Reaktion| inder
Reaktion
Master-Mix
10 x Williams Puffer
(100 mM Tris; 500 mM KCL; 20 mM MgCl,; 0,01 %
Gelatine ) 1l 1x
200 uM pro
2 mM dNTP-Mix 1ul dNTP
Firepol Taq [5 U/ul, Solis Biodyne] 0,3 ul 30 uM
0,2 mg/ml BSA 2 ul 40 uM
Primer sense + antisense [2,5 uM] 1l 0,25 UM
Endvolumen
nach Zugabe von Rnase-freiem Wasser und 1 pl RNA 10 pl -
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Die PCR erfolgte in dem Gerédt T3 der Firma Biometra. Nach der Amplifikation
wurden die Proben mit einem Zehntel des Volumens Orange-G-Ladepuffer (30 %
Glycerin; 0,25 % Orange G) versetzt und anschlielend auf ein Agarosegel
aufgetragen. Zusatzlich wurden 4 pl eines 100 bp DNA-Langenmarkers in eine
Geltasche pipettiert (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas).

Tabelle 14: Thermocycler-Programm zur Durchfiihrung der PCR

\Vorgang Dauer Temperatur
Initialer PCR-
Aktivierungsschritt |5 min 95 °C

Drei-Schritt-Zyklus
Denaturierung 45 sek. 94 °C

Annealing 45 sek. 60 °C (alle Primer)
Extension 1 min 72 °C

Zyklenzahl 35

Extension 5 min 72 °C
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2.3.6 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)
Die Real-Time PCR erfolgte in 0,1 ml Reaktionsgefalien in dem Gerét Rotor Gene
3000 (Corbett). Jede Probe wurde in zweifacher technischer Wiederholung
(Protokoll in Tabelle 15) durchgefiihrt. Verwendet wurde das Platinum® SYBR®
Green gPCR SuperMix-UDG with Rox Kit der Firma Invitrogen (Tabelle 16). Die
Quantifizierung der Gene wurde mit den in Tabelle 19 aufgefiihrten Verdunnungen
der cDNA durchgefiihrt.

Tabelle 15: Thermocycler-Programm zur Durchfiihrung der gRT-PCR

\Vorgang Dauer Temperatur
Initialer PCR-
Aktivierungsschritt|5 min 95 °C

Drei-Schritt-Zyklus
Denaturierung 20 sek. 94 °C

Annealing 20 sek. 60 °C bzw. 61°C
Extension 30 sek. 72 °C
Zyklenzahl 40

Tabelle 16: Pipettierschema fir die gRT-PCR

Endkonz.
Komponente Volumen/Reaktion in der
Reaktion
Master-Mix
Puffer (Ready to use Mix) 10 pl -
Primer sense + antisense [10 UM je Primer] 0,8 ul 400 nM
H20 7,2 ul -
Template 2 ul 20 ng
Endvolumen
nach Zugabe von Rnase-freiem Wasser und 1 pl RNA 20 pl -
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2.3.7 Ableitung und Design der verwendeten Primer
Die Primer fur die gRT-PCR (Tabelle 17) wurden mit den Programmen GeneRunner
und Clone9 (als Freeware/ Demoversionen aus dem Internet) auf ihren GC-Gehalt
und auf Primer-Dimer-Bildung uberprift. Je nach Herkunft der abgeleiteten Primer
wird vor den Namen Md fur Malus x domestica bzw. Pc fur Pyrus communis gesetzt.
Die gesamte Sequenz der Zielgene sowie die Akzessionsnummern befinden sich im
Anhang (A 11).

Tabelle 17: Sequenzen, ProduktgroBe und Annealingtemperatur der fur die gRT-PCR
verwendeten sense- und antisense Primer flr ‘Williams Christ‘ (WC) und ‘Conference* (Con)

Name Zielgen Primersequenz Annealing | abgeleitet | Produkt-
von 5' in 3' Richtung [°C] aus groRe
WC | Con
sense
SUPPRESSOR OF
MdSOC 1 TGAAGAGTGTTGTGCGAAGC Malus 146 bp
OVEREXPRESSION
antisense 61 61 X
OF CONSTANS 1
TGTCCACCTCAGAACTCATG domestica
sense
PcTFL 1-1 TERMINAL CACCAAGCTAGTCTGCAATG Pyrus 194 bp
FLOWER 1 antisense 60 60 | communis

CTGTGGTGCCTGGAATGTCTG

sense

MdAP 1 APETALA 1 GAACAAGATCAACAGGCAGG Malus 167 bp
antisense 60 59 X
CAAGGATTTGCTCCATACATG domestica
sense

PcAFL 1-1 APPLE GTCCAACCAAGGTGACAAAC Pyrus 102 bp
FLORICAULA 1 |antisense 60 60 | communis
GGGCGTAGCAGTGCACATAG
sense
PcACTIN B-ACTIN GGTGATGAAGCACAGTCGAA Pyrus 238 bp
antisense 61 61 | communis
CATACATGGCAGGCACATTG
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2.3.8 Sequenzierung der amplifizierten Produkte

Die Sequenzierung der fir die qRT-PCR verwendeten Sequenzen von PcAFL 1-1,
PcTFL 1-1, MdAP 1 und MdSOC 1 erfolgte durch die Firma SeqLAB. Hierzu wurde
jeweils eine PCR-Reaktion mit den Primern (Tabelle 17) angesetzt und anschlieRend
auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Die DNA-Extraktion erfolgte aus dem
Agarosegel mit dem Kit NucleoSpin®Extract 1l (Tabelle 18). Die Proben und die
Primer wurden von der Firma SeqLAB sequenziert, und das Ergebnis wurde
elektronisch bermittelt. Die Ergebnisse der Sequenzierung finden sich im Anhang
(Kapitel AIV).

Tabelle 18: Arbeitsanweisung zur DNA-Extraktion aus einem Agarosegel (Kit
NucleoSpin®Extract 11 von Macherey-Nagel)

Ausschneiden des DNA Fragmentes aus dem Gel und Zugabe von 200 pl Puffer pro
100 mg Gel

Inkubieren der Probe bei 50 °C; etwa 10 min., bis zur volligen Auflésung des Gels

Pipettieren der Probe auf DNA bindenden Filter und Zentrifugieren bei 11000 x g (1
min)

Waschen der Membran durch Zugabe von 700 pl Waschpuffer und Zentrifugieren (1
min, 11000 x g), Vorgang wird wiederholt

Zugabe von 250 pl Waschpuffer und Trocknen der Membran bei 11000 x g, 5 min.

Durch Zugabe von 15 pl vorgewérmtem Elutions Puffer (70 °C) und Zentrifugieren
(1 min, 11000 x g) Losen der DNA aus Membran (Vorgang wiederholen)

2.3.9 Berechnung der Ergebnisse aus der gRT-PCR
Mittels einer Verdunnungsreihe jedes Primerpaares wurde die Primereffizienz
(Tabelle 19) mit dem Programm Rotor Gene 6 (Corbett 3000) berechnet, die dann flr
alle weiteren Schwellenwerte (Ct-Werte) zur Berechnung herangezogen wurde.
Idealerweise liegt die Effizienz eines Primerpaares bei 100 %, was aber in der Praxis
kaum vorkommt. Gute Reaktionen werden erreicht, wenn die Effizienz eines Primers
zwischen 90 - 110 % liegt (PFAFFL, 2004).
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Tabelle 19: Effizienz der verwendeten Primerpaare und die eingesetzte Verdinnung der

Templates in der qRT-PCR

) Effizienz

Primerpaar _ i Verdunnung
‘Williams Christ® | ‘Conference®

PcACTIN (1,07 0,88 1:100
MdAP 1 0,90 0,84 unverdinnt
PcAFL 1-1 (0,97 0,75 1:10
MdSOC1 (0,99 1,0 1:10
PcTFL 1-1 (0,97 0,78 unverdinnt

Die relative Quantifizierung der mRNA wurde mit einer Methode durchgefiihrt, die
sowohl die Effizienz (E) der Primerpaare berucksichtigt als auch die Normalisierung
uber ein Referenzgen (Ref) ermdglicht. Jeder Ct-Wert eines Gens wurde gegen den
jeweiligen Mittelwert vom Zeitpunkt Null (TO) berechnet und gegen ein Referenzgen
(hier: B-ACTIN) normalisiert.

( E (MWCtoGen—cw,en)
Gen

Expressionsrate =
L+ Epe,

(MWCtORge  —Ctige 1)
) (verandert nach PFAFFL, 2004)

Zur Auswertung wurden nur die Ct-Werte herangezogen, die in zweifacher

technischer Wiederholung vorlagen.

2.3.10 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Freeware Programm R
(Version 2.10.0) durchgefuhrt. Fur die statistische Auswertung der relativen
Genexpressionsraten wurde ein Lineares Modell mit Mittelwertsunterschieden
zwischen den Zeitpunkten und den Knospenpositionen durchgefuhrt. Darauf
aufbauend wurden in einem Tukey-Test paarweise Mittelwertsvergleiche zwischen
den Zeitpunkten eines Gens durchgefuhrt, mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von
p < 0,05. Mittelwertsvergleiche ermoglichen es, die Restvarianz um maogliche
Unterschiede zwischen den Knospenpositionen zu Kkorrigieren. Bei Vorlage von
signifikanten Unterschieden wurden die Werte mit unterschiedlichen Buchstaben

gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Bewurzelung und Blutenbildung von Pyrus communis Sorten
3.1.1 Bewurzelung

Die Bonitur der Bewurzelung wurde in jedem Jahr gemeinsam mit der Blutenbonitur
(nach der Uberwinterung) im April durchgefiihrt. Das verwendete Stecklingsmaterial
2005 und 2006 waren Kurz- und Langstecklinge von P. communis ‘Williams Christ*
(Tabelle 1). Im Jahr 2005 zeigten die Kurzstecklinge von ‘Williams Christ® mit 68 %
Bewurzelung signifikant geringere Bewurzelungsprozente im Vergleich zu den
Langstecklingen mit 82 % (Abbildung 9).
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80 -

60 -

40 -

Anteil bewurzelter Stecklinge [%)]

20 -

WC Lang (n=56) WC Kurz (n=53)

Abbildung 9: Bewurzelung* an Stecklingen von P. communis ‘Williams Christ* (WC) aus dem
Versuchsjahr 2005. Lang: Langsteckling, Kurz: Kurzsteckling

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach dem X2-Homogenitétstest,

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.
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Die durchschnittliche Wurzellange der langsten Wurzel an den Stecklingen lag
zwischen 10,1 und 11,6 cm, ohne signifikante Unterschiede zwischen den
Stecklingen (Tabelle 20).

Tabelle 20: Durchschnittliche Wurzelldnge* an Kurz- und Langstecklingen von P. communis
‘Williams Christ* (WC) aus dem Versuchsjahr 2005

wWC WC
Lang Kurz
(n=46) |(n=36)

Wurzellange [cm]  |11,6*° |10,1°

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach einer Rang-Varianz-

Analyse, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.

Die Bewurzelung der Kurzstecklinge 2006 von ‘Williams Christ® war mit 41 %
signifikant besser als die der Langstecklinge mit 26 % (Abbildung 10). Insgesamt
war die Bewurzelung 2006 deutlich schlechter als im Vorjahr, insbesondere die

Langstecklinge bewurzelten tiber 50 % schlechter.
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Abbildung 10: Bewurzelung* an Lang- und Kurzstecklingen von ‘Williams Christ¢ (WC) aus
dem Versuchsjahr 2006. Lang: Langsteckling, Kurz: Kurzsteckling

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach dem X2-Homogenitatstest,

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.
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Die Bonitur der Bewurzelungsqualitat ergab bei beiden Varianten einen hohen Anteil
durchwurzelter Ballen in der Boniturstufe 2 (Abbildung 11). Von den bewurzelten
Kurzstecklingen zeigte der grofite Anteil (88 %) einen Ballen mit wenigen sichtbaren
Wurzeln (Note 2). Von den bewurzelten Langstecklingen zeigte ebenso der Hauptteil
(48 %) einen Wurzelballen der Note 2, 32 % zeigten ein durchwurzelten und 16 %
einen stark durchwurzelten Ballen (Noten 3 und 4). Im Vergleich zeigten beide

Varianten nur wenige Stecklinge in der Boniturnote 1 (Abbildung 11).
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100 -
90 -:-
70 32
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[m]
20 | Note 1

Anteil bewurzelter Stecklinge in den Boniturnoten [%]

10 -

10

4
‘Williams Christ' Lang (n = 19) ‘Williams Christ' Kurz (n = 30)

Abbildung 11: Qualitat der Stecklingsbewurzelung von ‘Williams Christ* (WC) anhand der
prozentualen Anteile in den verschiedenen Boniturstufen der Ballenbonitur im Versuchsjahr
2006. Lang = Langsteckling, Kurz = Kurzsteckling

Note 1: bewurzelt, keine Wurzeln sichtbar
Note 2: bewurzelt, wenige wurzeln sichtbar
Note 3: Ballen durchwurzelt

Note 4: Ballen stark durchwurzelt

Im Versuchsjahr 2007 wurden Langstecklinge von ‘Williams Christ®, ‘Conference’
und ‘Vereins Dechant® verwendet (Tabelle 1). Die Bewurzelung betrug fiir ‘Williams
Christ® 15 %, fiir ‘Conference‘ 27 % und fiir ‘Vereins Dechant’ 26 %. Die
Bewurzelung von ‘Williams Christ® unterschied sich signifikant von der
Bewurzelung bei ‘Conference‘ und ‘Vereins Dechant® (Abbildung 12). Wie aus
Abbildung 13 deutlich wird, war die Qualitat der Bewurzelung sehr unterschiedlich
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zwischen den Sorten. Wéhrend ‘Williams Christ® einen hohen Anteil bewurzelter
Stecklinge mit den Noten 1 (keine Wurzeln sichtbar) und 2 (wenige Wurzeln
sichtbar) aufwies, zeigten die Stecklinge von ‘Conference’ den hochsten Anteil mit
50 % an stark durchwurzelten Ballen (Note 4) und 25 % durchwurzelten Ballen
(Note 3). Die Stecklinge der Sorte ‘Vereins Dechant® zeigten 31 % Ballen-
bewurzelung in der Note 1, jeweils 25 % in den Noten 2 und 3 und 19 % starke

Bewurzelung (Note 4).
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Anteil bewurzelter Stecklinge [%)]
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‘Williams Christ' Lang (n=90) '‘Conference' Lang (n=59) ‘Vereins Dechant' Lang (n=62)

Abbildung 12: Bewurzelung* an Langstecklingen von ‘Williams Christ‘, ‘Conference‘ und
‘Vereins Dechant® aus dem Versuchsjahr 2007. Lang = Langsteckling

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach dem X2-Homogenitétstest,

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.
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Abbildung 13: Qualitat der Bewurzelung von P. communis ‘Williams Christ¢, ‘Conference‘ und
‘Vereins Dechant‘ anhand der prozentualen Anteile in den verschiedenen Boniturstufen im
Versuchsjahr 2007. Lang = Langsteckling

Note 1: bewurzelt, keine Wurzeln sichtbar
Note 2: bewurzelt, wenige Wurzeln sichtbar
Note 3: Ballen durchwurzelt

Note 4: Ballen stark durchwurzelt
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Im Jahr 2008 wurden ausschlieBlich Langstecklinge von ‘Williams Christ® und
‘Conference‘ gesteckt (Tabelle 1). Die Langstecklinge der Sorte ‘Williams Christ®
wurden an zwei Standorten -in Wurzen und Griinwettersbach/ Karlsruhe- geerntet.
Der Bewurzelungserfolg von ‘Williams Christ® Wurzen lag mit 55 % am hdochsten,
gefolgt von ‘Williams Christ® Karlsruhe mit 38 % Bewurzelung und ‘Conference*
mit 6 % Bewurzelung. Die Bewurzelung aller drei Sorten im Folienhaus unterschied

sich signifikant voneinander (Abbildung 14).

100

80

Anteil bewurzelter Stecklinge [%)]

'Williams Christ' Lang (n = 306) | 'Williams Christ' Lang (n =299)| 'Conference'Lang (n = 296)

Wurzen Karlsruhe

Abbildung 14: Bewurzelung* an Langstecklingen von ‘Williams Christ* und ‘Conference‘ aus
dem Versuchsjahr 2008. Von ‘Williams Christ® wurden Stecklinge zweier Standorte getestet
(Wurzen und Karlsruhe). Lang = Langsteckling

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach dem X2-Homogenitétstest,

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.

Die Bonitur der Bewurzelungsqualitdt zeigte einen hohen Anteil bewurzelter
Stecklinge beider ‘Williams Christ® Varianten mit 54 % (Wurzen) und 80 %
(Karlsruhe) in der Note 2, wahrend die Bewurzelungsqualitidt der Stecklinge von
‘Conference‘ sich auf alle Boniturnoten verteilte und einen hdheren Anteil
Stecklinge mit durchwurzelten Ballen (Noten 3 und 4) aufwies (Abbildung 15), wie
auch im Vorjahr.
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Insgesamt war das Ergebnis der Bewurzelung von ‘Conference‘ deutlich schlechter
als im Vorjahr, dagegen war die Bewurzelung von ‘Williams Christ® 2008 deutlich

besser.
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‘Williams Christ' Lang ‘Williams Christ' Lang '‘Conference’ Lang

Wurzen Karlsruhe

Abbildung 15: Qualitat der Bewurzelung an Langstecklingen von ‘Williams Christ* und
‘Conference anhand der prozentualen Anteile in den verschiedenen Boniturstufen im
Versuchsjahr 2008. Von ‘Williams Christ® wurden Stecklinge zweier Standorte getestet
(Wurzen und Karlsruhe). Lang = Langsteckling

Note 1: bewurzelt, keine Wurzeln sichtbar
Note 2: bewurzelt, wenige wurzeln sichtbar
Note 3: Ballen durchwurzelt

Note 4: Ballen stark durchwurzelt

Die Bewurzelung von ‘Williams Christ® (Wurzen) unter kontrollierten
Temperaturbedingungen lag bei 41 % und zeigte einen signifikanten Unterschied in
der Bewurzelung zu ‘Williams Christ® (Karlsruhe) mit 20 % Bewurzelung und
‘Conference’ mit 16 % Bewurzelung (Abbildung 16). Die Bonitur der Be-
wurzelungsqualitat ergab auch hier einen hoheren Anteil der bewurzelten Stecklinge
beider ‘Williams Christ® Varianten in der Boniturnote 2 mit 65 % und 62 % und eine
gleichméRige Verteilung Uber alle Boniturstufen bei ‘Conference’ mit jeweils 30 %
in den Noten 1, 2 und 3 und 10 % in der Note 4 (stark bewurzelter Ballen)
(Abbildung 17).
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Abbildung 16: Bewurzelung* an Langstecklingen von ‘Williams Christ‘ und ‘Conference‘ in der
Klimakammer (2008). Von ‘Williams Christ‘ wurden Stecklinge zweier Standorte getestet
(Wurzen und Karlsruhe). Lang = Langsteckling.

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach dem X2-Homogenitétstest,

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.
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Abbildung 17: Qualitat der Bewurzelung von Langstecklingen von P. communis ‘Williams
Christ® und ‘Conference‘ anhand der prozentualen Anteile in den verschiedenen Boniturstufen
in der Klimakammer (2008). An ‘Williams Christ* wurden Stecklinge zweier Herkiinfte getestet
(W: Wurzen, K: Karlsruhe). (Lang = Langsteckling)

Note 1: bewurzelt, keine Wurzeln sichtbar
Note 2: bewurzelt, wenige Wurzeln sichtbar
Note 3: Ballen durchwurzelt

Note 4: Ballen stark durchwurzelt
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Die Bewurzelung der Langstecklinge von ‘Williams Christ* im Folienhaus war von
Jahr zu Jahr sehr unterschiedlich, und auch innerhalb eines Jahres bewurzelten sich
die Varianten und Sorten sehr unterschiedlich. Betrachtet man die Aufteilung der
Bewurzelungsqualitat in die Boniturstufen von 1 bis 4 zeigt sich, dass die
Bewurzelung von ‘Williams Christ* iiberwiegend mit der Note 2 (bewurzelt, wenige

Wurzeln sichtbar) beurteilt wurde.

In jedem Jahr wurde zu Beginn der Versuche die Stecklingslédnge erfasst (Tabelle 4).
Bei der Frihjahrsbonitur konnte kein Langenwachstum der Stecklinge beobachtet
werden. An wenigen Stecklingen fand eine Neutriebbildung statt.

3.1.2 Blutenbildung
Die typische Bliitenbildung an Langstecklingen von ‘Williams Christ® ist in
Abbildung 18 dargestellt. Deutlich zu sehen ist, dass sich die Bluten hauptsachlich
im oberen Bereich des Stecklings bildeten und am Steckling links ist zu beobachten,

dass nicht immer eine terminale Blitenbildung am Steckling stattfand.

In der Blitenbildung an Stecklingen der Sorte ‘Williams Christ’ gab es 2005 und
2006 keine signifikanten Unterschiede zwischen Lang- und Kurzstecklingen, die
Blutenbildung war an den Langstecklingen jedoch in beiden Jahren etwas hoher
(Tabelle 21). Die Stecklinge aus Wurzen zeigten 2006 eine etwas hohere
Blutenbildung als die Stecklinge 2005 aus Karlsruhe (Tabelle 21).

Abbildung 18: Bliitenbildung an Langstecklingen von ‘Williams Christ* im Friihjahr 2007
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Tabelle 21: Prozentuale Blite an Lang- und Kurzstecklingen von P. communis-Sorten im
Folienhaus (2005 -2008) und unter kontrollierten Temperaturbedingungen in der
Klimakammer (KK, 2008)

Anteil der
S Standort Stecklinge
= |Jahr Sorte Stecklingsart | Mutterpflanze | n | mit Bliten-
X bildung
[%0]
‘Williams Christ Lang 56 118
20051 Williams Christ Kurz Karlsruhe | oo g2
‘Williams Christ* Lang 74 182
2 2990 <yilliams Christ Kurz Wurzen 73 11
-CC;S ‘Williams Christ* Wurzen 920 802
2 12007 ‘Conference® Lang Ruthe 59 3P
L ‘Vereins Dechant® Ruthe 62 0°
‘Williams Christ Waurzen 306 28?
‘Williams Christ* Lang Karlsruhe 299 15°
2008 ‘Conference* Ruthe 296 3¢
v ‘Williams Christ® Wurzen 64 112
X ‘Williams Christ* Lang Karlsruhe 64 3P
‘Conference* Ruthe 64 3°

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach dem X2-Homogenitétstest,
bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05. Statistisch ausgewertet wurde immer die Blitenbildung innerhalb eines
Jahres. Die statistische Auswertung der Daten 2008 wurde getrennt je fir das Folienhaus und die Klimakammer durchgefiihrt.
Die Blutenbildung bei den Birnensorten in den Jahren 2007 und 2008 im Folienhaus
unterschied sich in jedem Jahr signifikant voneinander. In beiden Jahren war die
Bliitenbildung an ‘Williams Christ® hoher als an ‘Conference‘. Bei Betrachtung der
Standorte Wurzen und Karlsruhe war die Blitenbildung an den Langstecklingen des
Standortes Wurzen signifikant hoher. Die Stecklinge von ‘Vereins Dechant® zeigten
2007 keine Blutenbildung (Tabelle 21). Unter kontrollierten Bedingungen in der
Klimakammer (2008) zeigten die Stecklinge von ‘Williams Christ® aus Wurzen die
hochste Bliitenbildung mit einem signifikanten Unterschied zu den Stecklingen aus
Karlsruhe und zu ‘Conference® (Tabelle 21). Vergleicht man 2008 die Blutenbildung
in der Klimakammer mit der Blutenbildung im Folienhaus, so wird deutlich, dass
beide ‘Williams Christ® Varianten im Folienhaus mehr Bliiten gebildet haben. Bei
‘Conference’ war die Blutenbildung in der Klimakammer genau so hoch wie im
Folienhaus (Tabelle 21).
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Tabelle 21 zeigt deutlich, dass die Bliitenbildung bei ‘Williams Christ* im Jahr 2007
mit 80 % im Vergleich deutlich héher war als bei den anderen Sorten und auch in
den anderen Jahren.

Die Bonitur der Stecklinge zeigte, dass Blitenbildung nicht nur an bewurzelten
sondern auch an unbewurzelten Stecklingen stattfand. Abbildung 19 zeigt einen
bewurzelten blihenden Steckling und daneben unbewurzelte blihende Stecklinge.
Die Bliutenbildung an den bewurzelten Stecklingen war insgesamt starker tber alle
Knospenpositionen (Nodien) am Steckling verteilt und die Stecklinge wirkten vitaler
als die unbewurzelten. Die unbewurzelten Stecklinge zeigten oft nur an ein oder 2

Positionen Bliten, selten an mehreren Positionen.

Abbildung 19: Blitenbildung an einem a) bewurzelten Langsteckling und b) unbewurzelten
Langstecklingen von ‘Williams Christ aus dem Folienhaus (April 2007)

In Abbildung 20 ist die Blitenbildung an bewurzelten und unbewurzelten
Stecklingen von 2005 bis 2008 dargestellt. Insbesondere bei Langstecklingen von
‘Williams Christ* fiel auf, dass im Jahr 2007 66 % der Stecklinge keine Wurzel aber
dennoch Bluten ausbildeten. Auch 2008 waren mehr als die Halfte der blihenden
Stecklinge von ‘Williams Christ® aus dem Folienhaus unbewurzelt. Die Sorte
‘Conference’ zeigte ebenfalls unbewurzelte aber bliihende Stecklinge. Diese
Beobachtung wurde nicht nur im Folienhaus gemacht, sondern zeigte sich 2008 auch
unter kontrollierten Bedingungen in der Klimakammer (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Anteil der bewurzelten und unbewurzelten Stecklingen mit Bliite von ‘Williams
Christ* (WC), ‘Conference‘ (Con) und ‘Vereins Dechant* (VD) im Folienhaus (FH) und unter
kontrollierten Bedingungen (KK), ( 2005 — 2008) (Lang = Langsteckling, Kurz = Kurzsteckling)

Die Blitenbildung an den bewurzelten und unbewurzelten Stecklingen bildete sich
verstarkt an den Sprossspitzen und im oberen Bereich und nahm zur Basis hin ab.
Der grofite Anteil der Bliiten war an der apikalen Position zu finden, wahrend kaum
Bluten an Position 1 gebildet wurden (Abbildung 21). Die Ergebnisse 2007 zeigten
an den bewurzelten und unbewurzelten Stecklingen eine Blitenbildung >20 % fiir
die Positionen apikal und 2 bis 7. Aus diesem Grund wurden flr die histologischen
und molekularen Untersuchungen 2008 diese Positionen an den Stecklingen geerntet.
Auch 2008 konnte an diesen Positionen der hdchste Anteil Bliiten verzeichnet
werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Prozentualer Anteil blitenbildender Knospen bezogen auf die Position der
Nodien an bewurzelten und unbewurzelten Langstecklingen von ‘Williams Christ‘ (Wurzen) in
den Jahren 2007 (a) und 2008 (b). Die Position ergibt sich durch die Nummerierung der Nodien
am Steckling von der Spitze zur Basis. Die terminale Knospe hatte die Position ‘apikal‘ (siehe
Skizze).

Mit Ausnahme des Jahres 2007 war die Blitenbildung an den Langstecklingen von
‘Williams Christ* zwar unterschiedlich von Jahr zu Jahr aber mit einer Blitenbildung
zwischen 11 und 18 % an den bewurzelten Stecklingen nicht so stark abweichend
voneinander. Auffallend war, dass die Bliitenbildung an der Sorte ‘Conference‘ sehr
viel niedriger war und ‘Vereins Dechant® gar keine Bliten ausbildete.

Betrachtet man die Bliitenbildung an den unbewurzelten Stecklingen fallt besonders
das Jahr 2007 mit 66 % unbewurzelten, blihenden Stecklingen auf. Hier zeigt sich,
dass fur eine erfolgreiche Blutenbildung (eine ausreichende Versorgungslage
vorausgesetzt) offensichtlich keine Bewurzelung bendtigt wird. Vergleicht man nun
fir ‘Williams Christ* die Ergebnisse der Bewurzelung mit den Ergebnissen der
Blitenbildung, wird deutlich, dass bei guter Bewurzelung (82 %) nur wenige Bluten
(11 %) gebildet wurden (2005). Anders betrachtet war bei schlechter Bewurzelung
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(15 %) die Blutenbildung besser (80 % im Jahr 2007). Diese Beobachtung konnte an
‘Conference‘ nicht gemacht werden. Hier betrug die Bliitenbildung 2007 und 2008 je
3 % wahrend die Bewurzelung einmal 27 % (2007) und einmal 6 % (2008) zeigte.
Die Bliitenbildung an ‘Williams Christ® Wurzen und ‘Conference‘ unter kon-
trollierten Temperaturbedingungen war vergleichbar zu der Blitenbildung der Sorten
im Folienhaus (Abbildung 20).

Vergleichend zu den Ergebnissen der Blitenbildung an den Stecklingen wurde im
Frihjahr 2009 die Blitenbildung an den Mutterpflanzen gepriift. Hier zeigte sich,
dass die Mutterbdaume von ‘Conference‘ an den senkrechten Trieben im oberen

Kronenbereich kaum Bliiten ausgebildet hatten (Abbildung 22).

Die Mutterbdume der Sorte ‘Williams Christ® dagegen zeigten an den senkrechten
Trieben eine 0Oppige Blute. Nach Auskunft der Mitarbeiter haben fast alle
senkrechten Triebe gebliht. Die Bliten am Kurzholz waren durch Frost geschadigt
und die fur die Genexpressionsanalyse herunter gebundenen Zweige hatten nur
endstandig ein paar Blitenknospen (Mail A. Zschammer). Auch hier zeigte sich die

Blutenbildung tberwiegend im Terminalbereich der Triebe (Abbildung 23).
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Abbildung 22: Mutterbdume der Sorte ‘Conference zur Vollbliite a) ohne Blitenbildung und b)
mit Blltenbildung an den senkrechten Trieben am 22. April 2009 in Ruthe

Abbildung 23: Mutterbsiume der Sorte ‘Williams Christ* zur Vollblite an a) senkrechten und b)
waagerecht gebundenen Trieben (eingekreist) am 28. April 2009 in Wurzen (Fotos: A.
Zschammer)
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3.2 Histologische  Untersuchungen zur Blutendifferenzierung an
‘Williams Christ*

Um den Zeitpunkt der Blltendifferenzierung zu ermitteln, sollten die Meristeme
hinsichtlich ihrer morphologischen Verdnderung von vegetativ zu generativ im
Verlauf der Zeit betrachtet werden. Hierbei zeigte sich, dass eine so deutliche
Einteilung der Meristeme in die bei HANKE (1981) genannten Stadien nicht immer
maoglich war. Ausgehend von der Einteilung der Stadien nach Hanke wurden die
Meristeme in der vorliegenden Arbeit in die Stadien I, 11, I1 — I11, 111 und V eingeteilt.
Das Stadium IV wie in Abbildung 3 nach HANKE (1981) gezeigt, konnte in den
vorliegenden Knospenschnitten nicht nachgewiesen werden. Das Stadium |
(Abbildung 24a) zeigt einen abgeflachten, vegetativen Apex. Stadium Il zeigt eine
leicht gewdlbte Oberflache (Abbildung 24b). Die Einteilung 11 — 111 (Abbildung 24c)
wurde gewadhlt, da die in diese Gruppe eingeteilten Meristeme nicht eindeutig ein wie
in Abbildung 24d reproduktives Pflockmeristem (Stadium Ill) zeigten, allerdings in
ihrer Morphologie auch nicht mehr eindeutig eine ,,nur* gewolbte Oberfliche wie in
Stadium 1l aufwiesen. Abbildung 24e zeigt Stadium V mit einem reproduktiven
Infloreszenzmeristem.
Die einzelnen Meristeme wurden unter dem Mikroskop vermessen wie in Abbildung
24f dargestellt. In der Mitte des Meristems wurde die L&nge zwischen den
Blattprimordien vermessen. Ausgehend von dieser Linie wurde senkrecht zur
hochsten Stelle die Hohe gemessen. Die Meristeme in Stadium V wurden nicht

Vermessen.
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Abbildung 24: Morphologische Entwicklungsstufen der Blutendifferenzierung an P. communis
‘Williams Christ‘ und die Einteilung in verschiedene Stadien anhand histologischer Schnitte
(abis d: 100fach vergroRert; e: 25fach vergroRert). Der Malistab ist jeweils mit 100 pm
angegeben. Vegetatives, abgeflachtes Meristem: Stadium | (a), vegetatives, gewdlbtes Meristem:
Stadium 11 (b), Zwischenstadium Il — 111 (c), generatives Pflockmeristem: Stadium 111 (d),
Infloreszenzmeristem: Stadium V (e). Breiten- und Hoéhenmessung [um] des Meristems
zwischen den Blattprimordien (f).

Tabelle 22 zeigt die unterschiedlichen Breiten- und Hohenwerte, die fir die
verschiedenen Meristemstadien an den Langstecklingen und am Baum gemessen
wurden, ebenso wie die kleinsten und hdchsten Breiten eines Stadiums. Insgesamt
lasst sich schlussfolgern, je fortgeschrittener das Stadium umso breiter und héher war
das Meristem. Das Stadium V wurde nicht vermessen. Sowohl bei den
Langstecklingen als auch bei den Trieben am Baum zeigten die Meristeme in
Stadium [1l eine etwas geringere Breite bzw. nicht so stark zunehmende Breite
verglichen mit den anderen Stadien. Betrachtet man den jeweils kleinsten und
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starksten Breitenwert eines Stadiums miteinander, zeigten die Meristeme am Baum
insgesamt breitere Meristeme (Tabelle 22). Meristeme in Stadium | wurden am

Baum nicht gefunden.

Tabelle 22: Gemittelte Breiten- und Hohenwerte [um] der Meristemstadien | bis 111 in Knospen
von Langstecklingen (TO bis T9) und senkrechten Trieben am Baum (11.08. und 09.09.) von
‘Williams Christ* Wurzen (2008). In Klammern angegeben finden sich die jeweils kleinste und
héchste Breitenangabe eines Stadiums.

Stadium Langstecklinge
I 1 -1l 1L
n=10 n=22 n=13 n=>5

Breite [um] 132,0 195,4 246,7 247,8
(91/ 268) | (124/ 376) | (175/ 352) | (137/ 315)
Hohe [um] 72 20,2 43.4 76.2

Stadium senkrechte Triebe am Baum
| I -1 i
n=0 n=3 n=3 n=2

Breite [um] 3628 | 3931 | 2655
(181/ 683) | (263/ 597) | (177/ 353)
Hohe [um] 30,8 78.9 70,4

Zu Beginn des Versuches und bis drei Wochen danach (T3) befanden sich die
Knospen der Langstecklinge im vegetativen Zustand (Abbildung 25). Vier Wochen
nach Versuchsbeginn (T4) konnte zum ersten Mal ein eindeutiges Pflockmeristem
und damit die Umstimmung zur reproduktiven Phase (Stadium I1lI) in den
Langstecklingen beobachtet werden. Sechs Wochen nach Versuchsbeginn (T6)
zeigten sich zum ersten Mal in den Knospen der Langstecklinge
Infloreszenzmeristeme (Abbildung 25). In der Entwicklung von Knospen senkrechter
Triebe am Baum zeigten die Knospen am 11.08. (vergleichbar zu T3) noch kein
eindeutiges generatives Stadium. Etwa vier Wochen spéter (vergleichbar T7)
konnten Pflockmeristeme und bereits Infloreszenzmeristeme gefunden werden
(Abbildung 25). In der Zeit zwischen diesen Terminen wurden keine Proben

genommen.
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Abbildung 25: Prozentuale Verteilung der verschiedenen Stadien der Knospenentwicklung von
TO bis T9 an Langstecklingen sowie an zwei Terminen an senkrechten Trieben (ST) am Baum
von P. communis ‘Williams Christ‘ Wurzen (2008). Ausgewertet wurden die Knospen an den
Positionen der Nodien 2 bis 7 sowie die apikale Knospe.
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3.3 Molekulargenetische Untersuchungen zur Bluteninduktion an Pyrus
communis Sorten

Die RNA konnte bei ‘Williams Christ® aus insgesamt 414 Knospen und bei
‘Conference‘ aus 306 Knospen isoliert werden (2008). Die aus den Knospen isolierte
RNA wurde photometrisch quantifiziert und mittels der Absorptionswerte bei
260/280 nm auf die Reinheit der RNA geprft (der Wert lag fur alle Proben bei etwa
2,0). Die gemessenen RNA-Gehalte lagen zwischen 1,0 und 308 ng/pl. Alle Proben
wurden zusatzlich uber eine PCR auf DNA-Kontamination Gberprift, als Primer
wurde hier ein Elongationsfaktor verwendet. Zur Kontrolle wurde jeweils eine
Wasserprobe mit getestet. Als Positivkontrolle der PCR wurde jeweils eine Probe mit
DNA aus P. communis ‘Williams Christ® getestet. Es konnte keine Kontamination
der Proben mit DNA festgestellt werden. AnschlieRend erfolgte die cDNA-Synthese.
Fur die cDNA-Synthese wurden pro Template 0,2 pg Gesamt-RNA eingesetzt, dabei
konnten fiir ‘Williams Christ 307 und bei ‘Conference‘ 281 der isolierten Proben-
RNA eingesetzt werden. Die Produkte der verwendeten Primer wurden sequenziert
und die Ubereinstimmung lag fur MdAP 1 bei 95 %, fiir PcTFL 1-1 bei 93 %, fiir
PcAFL 1-1 bei 87 % und fur MdSOC 1 bei 72 % (Anhang A 1V).

Die Auswertung der Genexpression erfolgte 2006 und 2007 visuell Uber die
Agarosegele. Die Bandenstarke des Blutenrepressorgens PCTFL 1-1 sollte mit dem
Blutenmeristemidentitatsgen MdAP 1 verglichen werden um Erkenntnisse tber den
jeweiligen Knospenzustand zu gewinnen. Zusatzlich wurden die Banden mit der
Software der Geldokumentation ausgewertet. Da diese Gene als qualitative Marker
bei A. thaliana genutzt werden kdnnen, wurde erwartet, dass jeweils ein Gen der
beiden starker exprimiert vorlag als das jeweils andere. Diese semi-quantitative
Methode (iber den Vergleich der Bandenstérken, lieferte allerdings keine eindeutigen
Beweise Uber eine erfolgte (oder nicht erfolgte) Bliteninduktion in den Knospen, da
eine exakte Beurteilung der Expressionsstarke selten moglich war. Die Auswertung
uber die Software wurde zudem erschwert durch die schwankende Qualitéat der Gele.
Eine einfache visuelle Auswertung der Gele insbesondere bei schwachen und
gleichstarken Banden stellte hier eine grof’e Fehlerquelle dar. Aus diesem Grund
werden in der vorliegenden Arbeit nur die Ergebnisse aus der gRT-PCR beschrieben.
Um die Ergebnisse der gRT-PCR bewerten und vergleichen zu kénnen erfolgte eine

rechnerische Auswertung der Daten (Kapitel 2.3.9) Uber eine Effizienz-korrigierte
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relative Quantifizierung nach der AA-Ct-Methode (PFAFFL, 2004). Als technische
Wiederholungen gelten die Testungen einer Knospen-RNA innerhalb eines gRT-
PCR-Laufes (max. 2).

1. Jeder Wert wurde gegen den Mittelwert des jeweiligen Genes zu
Versuchsbeginn (T0) berechnet.

Der Zeitpunkt TO dient hier als Kontrolle. Eine Ausnahme bei dieser Berechnung
bildete MdAP 1. Da zu Versuchsbeginn (TO) keine Daten dieses Gens in technischer
Wiederholung aus einer Knospe vorlagen, wurden fiir die Berechnungen des
Mittelwertes die Daten des Zeitpunktes herangezogen, die dem Versuchsstart am
nachsten lagen und eine robuste Expression (Nachweis der Expression in zweifacher
technischer Wiederholung einer Probe) von MdAP 1 aufwiesen. Hier dient der
Zeitpunkt T2 als Kontrolle. Damit nicht der Eindruck entsteht, dass zu Beginn der
Versuche berhaupt keine MdAP 1-Expression in den Knospen stattfand, werden
diese Daten in den Diagrammen trotzdem gezeigt, aber unter Vorbehalt betrachtet.
Die Mittelwerte der Daten von MdAP 1 zum Zeitpunkt TO und T1 wurden jeweils

aus den getesteten Knospen eines Termins (8 bzw. 10, s. auch Tabelle 23) gebildet.

2. Jeder Wert wurde gegen das Housekeeping-Gen PCACTIN normalisiert.
Auch hier wurde jeder Wert gegen den Mittelwert von PcCACTIN zum
Zeitpunkt TO (auch fur MdAP 1) berechnet. (PcACTIN wies stabile und
vergleichbare Ct-Werte in den ¢RT-PCR Laufen auf. Eventuelle
Schwankungen wurden durch die Berechnung mit den Mittelwerten
ausgeglichen.)

Die Berechnungen wurden fir jede Knospe und fiir jeden Probetermin durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden diese Einzelwerte logarithmiert und daraus die Mittelwerte
gebildet. Verwendet wurden nur die Daten einer Probe, die in zweifacher
Wiederholung eines qRT-PCR-Laufes vorlagen.

Auf diese Weise konnte eine quantitative Expressionsrate der einzelnen Gene im
zeitlichen Verlauf berechnet werden. Die Werte ermdglichen eine Betrachtung der
Quantitat der Transkripte innerhalb einer Knospe zu einem Zeitpunkt und zeigen
Unterschiede in der Quantitat von Zeitpunkt zu Zeitpunkt, bezogen auf die Kontrolle.
Aufgrund der insgesamt hohen Probenzahl und der Gesamtheit der Kosten fir eine

Knospe von der Aufbereitung der RNA bis zur Auswertung der Expression wurden

74



Ergebnisse

Knospen von Stecklingen aller Termine von ‘Williams Christ’ und nur Knospen
ausgewahlter Probetermine von ‘Conference* untersucht. Zusétzlich wurden an zwei
Probeterminen die Knospen senkrechter Triebe sowie waagerecht gebundener Triebe
von ‘Williams Christ® und an einem Probetermin die Knospen senkrechter Triebe
von ‘Conference® untersucht. Um die Daten an den Terminen TO und T1 genauer
betrachten zu kdnnen, wurden zusatzlich die Knospen dieser Termine von ‘Williams
Christ® aus 2007 sowie an TO die Knospen der Langstecklinge von ‘Williams Christ*
aus Karlsruhe untersucht.

Beachtet werden sollte, dass die Ergebnisse aus jeweils verschiedenen Knospen
mehrerer Stecklinge (zu einem Probetermin) stammen. Die relative Genexpression
wurde aus den Mittelwerten aller Knospen eines Zeitpunktes gebildet, und die
Ergebnisse werden logarithmiert dargestellt, um einen generellen Uberblick im

zeitlichen Verlauf zu bekommen.

3.3.1 ‘Williams Christ¢
In Tabelle 23 ist die Anzahl Knospen von ‘Williams Christ® aufgefiihrt, die an den
jeweiligen Probeterminen untersucht wurden sowie die Anzahl der Knospen, die
davon zur Auswertung der einzelnen Gene gewertet werden konnten. Die
unterschiedliche Anzahl erklart sich zum einen durch nicht nachweisbare Expression
(oder nur in einer Wiederholung) der einzelnen Gene oder durch Ausfall des
Housekeeping-Gens in einzelnen Knospen. Die Tabelle zeigt deutlich, dass die Gene
MdSOC 1, PcTFL 1-1 und PcAFL 1-1 erfolgreich und in hoher Probenzahl tber die
gRT-PCR nachgewiesen werden konnten, wéahrend MdAP 1 in deutlich weniger
Knospen nachgewiesen werden konnte (Tabelle 23). Zum Zeitpunkt TO und T1
gelang es nicht, MdAP 1-Expression in zweifacher Wiederholung in den
Einzelknospen nachzuweisen. Die Anzahl der Knospen, die fir die Berechnung der
Mittelwerte herangezogen wurde, sind in Klammern aufgefiihrt. Auffallend ist, dass
die Gesamtzahl der getesteten Knospen aus dem Folienhaus ab T5 deutlich abnahm,
obwohl zu jedem Termin (mit Ausnahme an TO) die gleiche Knospen Anzahl (<28)
verwendet wurde. Das ist darauf zuriickzufuhren, dass es nicht gelang, ausreichend
RNA aus den Proben zu isolieren um damit eine cDNA-Synthese durchfiihren zu

kdnnen.
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Tabelle 23: Gesamtzahl der in der gRT-PCR getesteten Knospen von T0 bis T8 fiir ‘Williams
Christ‘ (Langstecklinge, senkrechte (ST) und waagerechte (geb) Triebe am Baum, 2008) sowie
die Anzahl der Knospen, die fiir die Auswertung der einzelnen Gene herangezogen werden
konnten. Die Anzahl der Knospen, die fur die Berechnung der Mittelwerte fir MdAP 1 an TO
und T1 herangezogen wurden, sind in Klammern aufgefuhrt und grau gekennzeichnet.

Gesamtzahl der | Anzahl der Knospen, die zur Auswertung
_ in der qRT-PCR der einzelnen Gene gewertet werden
Termin getesteten konnten
Knospen MdSOC 1 |PcAFL 1-1| MdAP 1 |PcTFL 1-1

22.07. |TO 42 36 34 0(8) 36
29.07. |T1 25 24 22 0 (10) 25
05.08. | T2 27 26 26 8 26
12.08. |T3 21 20 20 12 20
19.08. | T4 20 20 19 5 19
26.08. |T5 14 11 10 4 10
02.09. |T6 15 13 14 10 11
10.09. |T7 19 17 18 14 16
16.09. | T8 12 12 12 9 10
11.08. [T3 geb 20 20 20 12 19
12.08. |T3ST 37 33 35 11 36
09.09. |T7geb 12 12 11 12 12
10.09. |T7 ST 38 35 37 35 34

Betrachtet man den Verlauf der Expression aller Gene anhand der Mittelwerte
(dargestellt in Abbildung 26) fallt auf, dass die Expression von MdAP 1 zu
Versuchsbeginn an niedriger in den Knospen vorlag, als die der anderen Gene. Die
Expression von MdAP 1 zu den Zeitpunkten TO und T1 wird hier gestrichelt
dargestellt, da diese Werte nicht in einer Wiederholung der getesteten Knospen
abgesichert werden konnten. Hier wurde ein Mittelwert aus den vorhandenen Werten
gebildet. Ab T2 war eine robuste relative Expressionsrate von MdAP 1 festzustellen,
die bis funf Wochen (T5) nach Versuchsbeginn anstieg, zum Zeitpunkt T6 abnahm
und dann wieder anstieg (T7) (Abbildung 26). Die Standardabweichung der
Expression von MdAP 1 war zu allen Probeterminen sehr stark. Zu keinem Zeitpunkt
unterschieden sich die relativen Expressionsraten von MdAAP 1 signifikant

voneinander (Tabelle 24).

Die Expressionsraten von MdSOC 1 und PcAFL 1-1 verliefen sehr &hnlich.
MdSOC 1 befand sich vom Versuchsbeginn TO bis drei Wochen danach (T3) etwa
auf einem Expressionslevel. Zum Zeitpunkt T4 folgte eine starke Zunahme bis zum
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Zeitpunkt T5 und danach ein Abfall der Expressionsrate unter das Anfangsniveau an
T6. AnschlieBend folgte wieder ein Anstieg an T7 und ein leichter Abfall zum
Zeitpunkt T8 (Abbildung 26). Die Rate war an T4 und T5 signifikant hoher als an
den anderen Terminen (Tabelle 24).

Die Expression von MdSOC 1 zeigte an allen Terminen eine geringe
Standardabweichung. Insgesamt betrachtet nahm die Rate von Beginn bis flnf

Wochen nach Versuchsbeginn zu und danach wieder ab (Abbildung 26).

Die relative Expressionsrate von PcAFL 1-1 war von TO bis T2 auf einem
niedrigeren Niveau als MdSOC 1, verlief aber ab T3 auf demselben Level wie
MdSOC 1 und zeigte dieselben Schwankungen wie MdSOC 1. Auch hier war die
Standardabweichung an allen Terminen gering (Abbildung 26). Mit Ausnahme der
Termine T4 und T5, an denen die Expressionsrate von PCAFL 1-1 signifikant hoher

war, gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Terminen (Tabelle 24).

Die Expressionsrate von PcTFL 1-1 stieg von TO bis T2 leicht an, nahm zu T3 stark
ab und zeigte dann einen starken Anstieg zu T4 und T5. Zum Zeitpunkt T7 sank die
Expressionsrate unter das Anfangsniveau und stieg zum Zeitpunkt T8 wieder leicht
an. Wie auch bei MdAP 1 ist die Standardabweichung an den einzelnen Terminen bei
PcTFL 1-1 sehr stark (Abbildung 26). Der starke Abfall der Expressionsrate an T3
war signifikant zu den Terminen TO bis T2, T4 und T5 (Tabelle 24).

Betrachtet man insgesamt die quantitativen Expressionsraten in Abbildung 26 so féllt
auf, dass der Verlauf von MdSOC 1, PcAFL 1-1 und MdAP 1 mit Ausnahme an T3 in
den Peaks relativ &hnlich verlduft, wéhrend PcTFL 1-1 einen doch deutlich anderen
Verlauf hat. Insbesondere der Termin T3 ist auffallend. Aber auch die Termine T4,
T5 und T7 zeigen entgegengesetzte Peaks — im Vergleich zu den bliihférdernden
Genen. Besonders auffallend an diesen Terminen ist der entgegengesetzte Verlauf
der Rate zu MdAP 1: steigt MdAP 1 an, féallt PcTFL 1-1 (T3, T5, T7); steigt PCTFL
1-1 an, féllt die Expressionsrate von MdAP 1 (T4).
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relative Expressionsrate

* TO | T1 | T2 | T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8 |
22.07.08 | 29.07.08 | 05.08.08 | 12.08.08 | 19.08.08 | 26.08.08 | 02.09.08 | 10.09.08 | 16.09.08 |

== MdSOC 1 e PCcAFL 1-1 MdAP 1 e PCTFL 1-1

Abbildung 26: Relative Expressionsraten von MdAP 1, MdSOC 1, PcAFL 1-1 und PcTFL 1-1 in
Knospen von Langstecklingen an ‘Williams Christ® Wurzen (Folienhaus, 2008). Die Kurven
zeigen die Mittelwerte der Expressionsdaten aus den Knospen eines Termins. Die Darstellung
der Expression von MdAP 1 an TO und T1 ist gestrichelt dargestellt, da die Einzeldaten der
Knospen nicht in technischer Wiederholung vorlagen. Die Pfeile geben die Standardabweichung
der Werte an.

Tabelle 24: Statistische Auswertung der Daten zu den relativen Expressionsdaten von MdAP 1,
MdSOC 1, PcAFL 1-1 und PcTFL 1-1 in Knospen von Langstecklingen an ‘Williams Christ
Wurzen (Folienhaus, 2008). Paarweise verglichen wurden die Mittelwerte zwischen den
Zeitpunkten innerhalb eines Gens.

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
MdAP 1 NE NE a a a a a a a
MdSOC 1 |bd a ab a c c d ad ad
PcAFL 1-1 |a a ab b c c ab b ab
PcTFL 1-1 |a a a b c ac abc ab ab

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test, bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05. NE: aufgrund fehlender Werte nicht ermittelt.

Da die quantitativen Expressionsraten 2008 gerade zu Beginn des Versuches sehr
interessant waren und die Interpretation von MdAP 1 sehr schwierig war, wurden die
Zeitpunkte TO und T1 der Langstecklinge von ‘Williams Christ® 2007 ebenfalls in
einer gRT-PCR getestet. Die Knospenanzahl betrug n =6 an TO und n = 4 an T1.
Auch hier war kein robuster Nachweis der MdAP 1-Expression mdglich. Zum

Zeitpunkt TO konnte in zwei Knospen (ohne Wiederholung) MdAP 1-Expression
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gefunden werden, an T1 war keine MdAP 1-Expression in den Knospen nachweisbar
(Abbildung 27). Die Expressionsraten von MdSOC 1 und PcAFL 1-1 lagen unterhalb
der Rate von MdAP 1 und verblieben jeweils beide auf einem Level, wahrend PcTFL
1-1 von TO zu T1 abnahm. Die Standardabweichungen sowohl von PcTFL 1-1 als
auch von MdAP 1 waren hoch. Wahrend die Expressionsraten 2007 vom Zeitpunkt
TO zu T1 bei allen Genen (aufler MdSOC 1) abnahmen (Abbildung 27), stiegen die
Raten 2008 von TO zu T1 an (Abbildung 26). Hierbei ist allerdings zu beachten, dass
es sich 2007 von TO auf T1 um 2 Tage handelte, wahrend 2008 der Zeitraum
zwischen TO und T1 7 Tage betrug.
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Abbildung 27: Relative Expressionsraten von MdAP 1, MdSOC 1, PcAFL 1-1 und PcTFL 1-1 in
Knospen von Langstecklingen an ‘Williams Christ® Wurzen (Folienhaus, 2007). Die Kurven
zeigen die Mittelwerte der Expressionsdaten aus den Knospen eines Termins. Die Darstellung
der Expression von MdAP 1 an TO zu T1 ist gestrichelt dargestellt, da die Einzeldaten der
Knospen nicht in technischer Wiederholung vorlagen. Die Pfeile geben die Standardabweichung
der Werte an.

Tabelle 25: Mittelwertangaben der relativen Expressionsraten von MdSOC 1, PcAFL 1-1 und
PcTFL 1-1 in Knospen von Langstecklingen an ‘Williams Christ* Karlsruhe zum Zeitpunkt T0
(Folienhaus, 2008). MdAP 1 konnte nicht nachgewiesen werden

Mittelwert (n=22)

Datum Zeitpunkt | MdSOC 1 | PcAFL 1-1 | MdAP1 | PcTFL 1-1

23.07.08 |T0 0,02(20,25) | 0,03(£0,22) 0 0,01(£0,16)

Die Knospen der Langstecklinge von ‘Williams Christ* Karlsruhe vom Zeitpunkt T0
wurden ebenfalls mittels gRT-PCR untersucht. Die Zahl der untersuchten Knospen
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betrug n = 22. Zu diesem Zeitpunkt konnte in den Knospen keine MdAP 1-
Expression nachgewiesen werden und die Expression von MdSOC 1, PcAFL 1-1 und
PcTFL 1-1 befand sich etwa auf einem Level von 0,01 — 0,03 (Tabelle 25).

Um vergleichen zu kdnnen, wie sich das Expressionsverhalten der dargestellten Gene
aus den Knospen am Steckling zeitgleich in Knospen am Baum verhalt, wurden 2008
an zwei Zeitpunkten ebenfalls Knospen senkrechter Triebe (ST) aus dem oberen
Kronenbereich geerntet sowie Knospen von waagerecht gebundenen Asten (geb).
Diese Ergebnisse sind in Abbildung 28 dargestellt. Verglichen werden hier die
Expressionsraten 3 und 7 Wochen nach Versuchsbeginn (T3 und T7). Da zwischen
den zu vergleichenden Zeitpunkten 4 Wochen liegen, sind die Ergebnisse nicht linear
dargestellt. Um den Vergleich zu den Knospen der Stecklinge aus dem Folienhaus an
T3 und T7 zu vereinfachen, werden diese Werte in Abbildung 28 noch einmal mit

dargestellt. Die Anzahl der verwendeten Knospen ist in Tabelle 23 zu finden.

Die Expressionsrate von MdAP 1 war zu beiden Terminen in allen Varianten héher
als der Anteil der anderen Gene (Abbildung 28) und an beiden Terminen signifikant
héher in den Knospen der gebundenen Aste (Tabelle 26). Zum Zeitpunkt T3 war die
relative Expressionsrate von MdSOC 1 und PcAFL 1-1 niedriger in den Knospen der
senkrechten Triebe, aber auffallend ist, dass die Expressionsrate beider Gene etwa
gleich ist (Abbildung 28). MdSOC 1 war signifikant niedriger in den Knospen der
senkrechten Triebe und PCAFL 1-1 war signifikant héher in den gebundenen Asten
(Tabelle 26). PcTFL 1-1 wurde in den Varianten am Baum stéarker exprimiert als in
den Knospen der Stecklinge, befand sich aber bei den Varianten am Baum etwa auf
einem Level (Abbildung 28); der Anteil von PcTFL 1-1 war signifikant niedriger in
den Knospen der Stecklinge (Tabelle 26).
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T3 | T3 ST | T3 geb | T7 | T7ST | T7 geb |

12.08.08 | 11.08.08 | 11.08.08 | 10.09.08 | 09.09.08 | 09.09.08
e MdSOC 1 ® PcAFL 1-1 MdAP 1 APCTFL 1-1

Abbildung 28: Relative Expressionsraten von MdAP 1, MdSOC 1, PcAFL 1-1 und PcTFL 1-1 in
Knospen von Langstecklingen an ‘Williams Christ® Wurzen im Folienhaus, am Baum von
senkrechten Trieben (ST) und waagerecht gebundenen Asten (geb) an zwei Terminen (T3 und
T7). Die Punkte zeigen die Mittelwerte der Expressionsdaten aus den Knospen eines Termins
bezogen auf TO. Die Pfeile geben die Standardabweichung der Werte an.

Tabelle 26: Statistische Auswertung der Daten zu den relativen Expressionsdaten von MdAP 1,
MdSOC 1, PcAFL 1-1 und PcTFL 1-1 in Knospen von Langstecklingen an ‘Williams Christ
Wurzen im Folienhaus (FH), am Baum von senkrechten Trieben (ST) und waagerecht
gebundenen Asten (geb) an zwei Terminen (T3 und T7). Paarweise verglichen wurden die
Mittelwerte der Varianten innerhalb eines Gens.

T3 T7
FH ST geb FH ST geb
MdAP 1 b b a b b a
MdSOC1 |a b a a a a
PcAFL 1-1 |b b a b a a
PcTFL 1-1 |b a a a a a

*Werte, die mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich nicht signifikant nach dem Tukey-Test, bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.

Sieben Wochen nach Versuchsbeginn (T7) wurde PCcTFL 1-1 am schwachsten in den
gebundenen Asten exprimiert, aber ohne signifikante Unterschiede zwischen den
Varianten (Tabelle 26). Der Anteil von PCAFL 1-1 in den getesteten Knospen ist im
Vergleich zu MdSOC 1 an T7 deutlich stérker (Abbildung 28), wobei MdSOC 1

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Varianten zeigte und PcAFL 1-1 in
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den Stecklingsknospen signifikant geringer vorlag (Tabelle 26). Insgesamt betrachtet
war die Standardabweichung bei MdAP 1 und PcTFL 1-1 héher als bei PCAFL 1-1
und MdSOC 1.

Im Vergleich der Zeitpunkte fallt auf, dass bei allen Varianten die Expressionsraten
von PcAFL 1-1 und MdSOC 1 nicht so starken Schwankungen unterlag wie MdAP 1
und PcTFL 1-1. Die Expression von MdAP 1 stieg von T3 zu T7 in allen Varianten
an wahrend der Anteil von PcTFL 1-1 von T3 zu T7 in den Varianten am Baum
abnahm (Abbildung 28).

Um aufzuzeigen, wann die Stecklinge zur Blute induziert wurden, ist nicht nur der
Verlauf der Genexpression interessant, sondern vor allem eine Interpretation der
Gene in ihrer Gewichtung zueinander. Inshesondere das Verhaltnis von MdAP 1 und
PcTFL 1-1 zueinander kénnte Aufschluss tber die Bluteninduktion in den Knospen
geben. Um das Verhaltnis der Gene zueinander besser beurteilen zu kénnen, sollten
Daten eines definierten Knospenzustandes zu Hilfe genommen werden. In-vitro-
Material von ‘Williams Christ® kam dafiir nicht in Frage, da bei dem juvenilen
Material keine MdAP 1-Expression nachgewiesen werden konnte. So wurden die
Genexpressionsraten an fiinf verschiedenen generativen Knospen von ‘Williams
Christ® (deutlich erkennbar an ihrer Schwellung) im Winter 2009 untersucht. Die
relative Genexpression dieser Knospen ist in Abbildung 29 dargestellt. In vier von
finf Knospen war die MdAP 1-Expression starker als die von PcTFL 1-1. Deutlich
erkennbar ist, dass trotz gleichem Zustand der Knospen keine einheitliche Expression
der Gene in den Einzelknospen vorlag (Abbildung 29). Vergleicht man die einzelnen
Blutengene mit dem Repressorgen, zeigt sich ein relativ stabiles Verhaltnis im
Vergleich der Knospen zueinander. Mit Ausnahme der Knospe C sind die Gene
MdAP 1, MdSOC 1 und PcAFL 1-1 stérker als PcTFL 1-1 oder im Verhéltnis 1:1 in

den Knospen vorhanden (Tabelle 27).
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Abbildung 29: Relative Genexpression funf verschiedener Blitenknospen (A - E) von ‘Williams
Christ* geerntet von der Freifliiche in Hannover/ Herrenhausen am 4.12.2009. Die Punkte
zeigen die Mittelwerte der Expressionsdaten einer Knospe aus 2 technischen Wiederholungen
an. Die Balken geben die Standardabweichung der Werte an.

Tabelle 27: Verhéltniswerte der bluhféordernden Gene MdAP 1, PcAFL 1-1 und MdSOC 1 zum
Repressorgen PcTFL 1-1 in finf verschiedenen Blutenknospen (A - E) geerntet von der
Freiflache in Hannover/ Herrenhausen am 4.12.2009. Die Werte wurden gerundet.

Knospe | MdAP 1: PcTFL 1-1 | PcAFL 1-1: PcTFL 1-1 | MdSOC 1 : PcTFL 1-1
A 1:1 3:1 2:1
B 2:1 1:1 1:1
C 02:1 03:1 1:1
D 2:1 1:1 1:1
E 1:1 1:1 1:1

Betrachtet man nun das Verhéltnis von MdAP 1 zu PcTFL 1-1 bei den
Langstecklingen von ‘Williams Christ® Wurzen 2008 im Folienhaus in Tabelle 28
fallt auf, dass dieses nicht so einheitlich war, wie das Verhaltnis von MdAP 1 zu
PcTFL 1-1 in den Blutenknospen (Tabelle 27). Die Verhéltniswerte unterschieden
sich zu allen Terminen deutlich voneinander. MdAP 1 lag immer um ein Vielfaches
hoher in den Knospen vor als PcTFL 1-1 (zwischen 3 bis 356-fach starker).
Insbesondere an T3 ist der Verhéaltniswert mit 356:1 sehr hoch. Betrachtet man
dagegen die Verhéltnisse der Blutengene MdSOC 1 und PcAFL 1-1 zu PcTFL 1-1
haben diese deutlich mehr Ahnlichkeit zu den Werten der Bliitenknospen in Tabelle

27. Das Verhéltnis ist haufig ausgeglichen (1:1) mit Ausnahme an T3, hier ist ein
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deutlicher Unterschied zu den anderen Werten zu beobachten (Tabelle 28). Die
starken Abweichungen an T3 sind vermutlich auf das starke Absinken der relativen
Expressionsrate von PcTFL 1-1 zuriickzufuhren (Abbildung 26). Die Werte,
dargestellt im Verhéltnis der Gene zueinander, zeigten am Baum einen Unterschied
zu den Verhaltnissen im Folienhaus. Alle Blitengene zeigten in den gebundenen
Trieben einen héheren Verhaltniswert zu PcTFL 1-1 als in den senkrechten Trieben
und zum Zeitpunkt T7 auch einen hoheren Wert im Vergleich zu den
Langstecklingen (Tabelle 28). Die Zeitpunkte TO und T1 lassen in ihren
Verhéltniswerten von PcAFL 1-1 und MdSOC 1 zu PcTFL 1-1 keinen starken
Unterschied zwischen den Jahren erkennen und auch nicht zwischen Karlsruhe und
Wurzen. Der Verhaltniswert von MdAP 1 zu PcTFL 1-1 an TO und T1 lasst keine
eindeutige Aussage aufgrund der geringen Probenzahl zu, aber auch hier ahneln sich
die Werte.

Tabelle 28: Verhéltniswerte der Blutengene MdAP 1, PcAFL 1-1 und MdSOC 1 zum
Repressorgen PcTFL 1-1 gebildet aus den Mittelwerten der Expressionsraten an den Terminen
2007 und 2008 von Langstecklingen der Sorte ‘Williams Christ‘. Die Werte fiir MdAP 1 an TO
(2007, 2008) und T1 (2008) konnten nicht in Wiederholung abgesichert werden und sind daher
grau dargestellt. Die Werte stammen von Langstecklingen aus Wurzen, mit Ausnahme des
Zeitpunktes TO K: hier werden die Daten der Langstecklinge aus Karlsruhe gezeigt. Die
angegebenen Werte wurden gerundet.

Termin MdAP 1:PcTFL 1-1 | PCAFL 1-1: PcTFL 1-1 | MdSOC 1 : PcTFL 1-1

24.07.07 | TO 1:1 04:1 01:1
2607.07|T1 | R R 121|031
2307.08|TOK | . R 11| 1:1 |

22.07.08 | TO 1:1 1:1 1:1

29.07.08| T1 1:1 1:1 2:1

05.08.08 | T2 10:1 1:1 1:1

12.08.08 | T3 356:1 23:1 28:1

19.08.08 | T4 3:1 1:1 1:1

26.08.08 | T5 27:1 2:1 1:1

02.09.08|T6 12:1 1:1 1:1

10.09.08 | T7 146 : 1 3:1 2:1
16090878 | 79:1 11 1:1

11.08.08 | T3 ST 13:1 1:1 1:1

11.08.08 | T3 geb 98:1 4:1 2:1

09.09.08|T7 ST 245:1 6:1 2:1

09.09.08 | T7 geb 4764 : 1 15:1 5:1
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Insgesamt lasst sich aus Tabelle 28 erkennen, dass sich in den Knospen sehr viel im
Verhéltnis zwischen MdAP 1 und PcTFL 1-1 im Versuchsverlauf (ab T2) &ndert
insbesondere, wenn man den Vergleich zu den Verhaltniswerten in den

Blutenknospen in Tabelle 27 beriicksichtigt.

Die bisher gezeigten Werte sind Mittelwertberechnungen aus den beprobten Knospen
eines Termins. Die Daten gaben insgesamt einen guten Uberblick (iber die
quantitative Expressionsrate der Gene, lieRen aber keinen Rickschluss (ber die
Einzelknospen am Steckling zu. Da die Quantitat von MdAP 1 und PcTFL 1-1 zur
Beurteilung der Bliteninduktion herangezogen werden kann, wird in Tabelle 29
dargestellt, welche der getesteten Knospen eine hohere MdAP 1-Expression und
welche eine hohere PcTFL 1-1-Expression aufwiesen. Betrachtet werden die
Knospen der Langstecklinge von ‘Williams Christ® Wurzen aus dem Folienhaus
(2008). Dabei wird deutlich, dass zu Beginn des Versuches deutlich mehr Knospen
eine hohere Expression von PcTFL 1-1 aufwiesen (TO bis T2, Tabelle 29). Erst im
Verlauf des Versuches (ab T3) nahm der Anteil der Knospen mit héherer MdAP 1-
Expression zu. Ein Vergleich der Knospen am Baum zeigt, dass die Knospen mit
MdAP 1-Expression an senkrechten Trieben (ST) von T3 zu T7 deutlich zunahmen,
wéhrend der Anteil der Knospen mit starkerer MdAP 1-Expression an gebundenen
Asten schon zu T3 hoher war als der Anteil der Knospen mit PcTFL 1-1-Expression
(Tabelle 30).

Bei keinem der vier getesteten Gene konnten signifikante Unterschiede im

Expressionsverhalten der einzelnen Knospenpositionen festgestellt werden.
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Eine mdgliche Theorie der Bliteninduktion an den Langstecklingen war der Einfluss
der zum Teil sehr hohen Temperaturen wahrend der Kultur im Folienhaus. Die
gemittelten Tagestemperaturen und die maximalen Temperaturhdchstwerte sind
gemeinsam mit den relativen Genexpressionsraten in Abbildung 30 dargestellt.
Betrachtet man den Verlauf der Gene MdSOC 1, PcAFL 1-1 und PcTFL 1-1 anhand
der Trendlinie im Verhéltnis zu den Temperaturen, lasst sich kein Zusammenhang
zwischen Temperatur und Genexpression erkennen. Beobachtet man allerdings den
Verlauf der Genexpressionsrate von MdAP 1 so féllt auf, dass mit einem Anstieg der
maximalen Temperaturwerte tber 40 °C auch ein Anstieg in der relativen
Expressionsrate von MdAP 1 zu erkennen ist. Eine endgultige und klarende Aussage
Uber das Verhalten der Genexpression im Zusammenhang mit der maximalen
Tagestemperatur lieR sich aber aufgrund der Abstdnde zwischen den Probeterminen
nicht treffen. Ein Zusammenhang der Genexpressionsraten mit der Sonnenein-

strahlung liel3 sich nicht erkennen (Anhang, Abbildung A 3).
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3.3.2 ‘Conference’

Die relativen Genexpressionsraten in den Knospen von ‘Conference wurden im
Abstand von 3 bzw. 2 Wochen untersucht. Die Gesamtzahl der getesteten Knospen
und die Anzahl der Knospen, die fur die Auswertung der qRT-PCR verwendet
werden konnten, finden sich in Tabelle 31. Wie bei ‘Williams Christ* wurde hier aus
<28 Knospen pro Termin RNA isoliert und daraus cDNA synthetisiert. Mit
Ausnahme von T5 waren Isolation und Synthese weitestgehend erfolgreich. An T5
gelang es nur aus etwa der Halfte der Knospen, ausreichend RNA fiur die cDNA-
Synthese zu isolieren (Tabelle 31).

Tabelle 31: Gesamtzahl der in der gRT-PCR getesteten Knospen an TO, T3, T5 und T8 fur

‘Conference‘ Langstecklinge und senkrechte Triebe (ST) an T7 am Baum (2008) sowie die
Anzahl der Knospen die fuir die Auswertung der einzelnen Gene herangezogen werden konnten.

Anzahl der Knospen, die zur Auswertung
Gesamtzahl der der einzelnen Gene gewertet werden
Termin in der qRT-PCR konnten
getesteten
Knospen MdSOC 1 |PcAFL 1-1| MdAP 1 |PcTFL 1-1
24.07. |TO 27 26 25 6 26
12.08. |T3 27 26 27 3 26
26.08. |T5 13 12 13 0 13
1609 |18 __ 2 A | A | = 3 __{ 21 __ |
10.09. |T7 ST 28 - \ - 24 27

Die Expressionsraten der getesteten Gene in den Knospen von ‘Conference‘ sind in
Abbildung 31 dargestelit.

Die relative Expressionsrate von MdAP 1 lag immer unterhalb der Expressionsrate
der anderen Gene und nahm zum Zeitpunkt T8 stark ab. An T5 konnte keine
MdAP 1-Expression nachgewiesen werden. Die Raten von MdSOC 1, PcAFL 1-1
und PcTFL 1-1 stiegen (nach einem leichten Abfall an T3) bis zum Versuchsende an,
wobei PcTFL 1-1 vom Versuchsbeginn bis zum Versuchsende immer unterhalb der
Expressionsraten von MdSOC 1 und PcAFL 1-1 lag. Wie auch bei ‘Williams Christ*
ist der Verlauf der Expression dieser beiden Genen etwa gleich, MdSOC 1 wurde
aber stérker in den Knospen exprimiert als PCAFL 1-1. Die Standardabweichungen
sind bei allen Genen und zu allen Terminen etwa gleich. Die Beobachtung, dass bei
Absinken der MdAP 1-Expression gleichzeitig die PcTFL 1-1-Expression stieg,
konnte hier zum Zeitpunkt T8 gemacht werden.
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relative Expressionsrate
o
F

T3 | TS5 | T8 |

TO
24.07.08 | 12.08.08 | 26.08.08 | 16.09.08 |
e MdSOC 1 e PCAFL 1-1 MdAP 1 e PCTFL 1-1

Abbildung 31: Relative Expressionsraten von MdAP 1, MdSOC 1, PcAFL 1-1 und PcTFL 1-1 in
Knospen von Langstecklingen an ‘Conference‘ aus dem Folienhaus (T0, T3, TS und T8, 2008).
Die Kurven zeigen die Mittelwerte der Expressionsraten aus den Knospen eines Termins. Die
Balken geben die Standardabweichung der Werte an.

Die Untersuchung von ‘Conference‘-Knospen am Baum wurde hier zum Zeitpunkt
T7 an senkrechten Trieben (ST) durchgefiihrt und ergab eine Expressionsrate von
-0,316 (£0,15) fur MdAP 1 und -0,615 (£0,27) fir PcTFL 1-1. Hier zeigte sich, dass
die Expression von MdAP 1 in den Knospen am Baum starker war als die Expression
von PcTFL 1-1. Die Standardabweichung der Werte von PcTFL 1-1 war sehr hoch
und starker als die der Werte von MdAP 1.

Bildet man fiir ‘Conference’ die Verhéltniswerte zwischen den Blitengenen und dem
Repressorgen (Tabelle 32), zeigen sich bei MdSOC 1 und PcAFL 1-1 steigende
Verhaltniswerte von Termin zu Termin, wéhrend sich MdAP 1 zu PcTFL 1-1 gleich
oder schwécher verhalt. Nur in den Knospen am Baum ist MdAP 1 stérker im
Verhéltnis zu PcTFL 1-1 (Tabelle 32).

90



Ergebnisse

Tabelle 32: Verhéltniswerte der Blitengene MdAP 1, PcAFL 1-1 und MdSOC 1 zum
Repressorgen PcTFL 1-1 gebildet aus den Mittelwerten der Expressionsraten an den Terminen
2008 von Langstecklingen der Sorte ‘Conference‘. Die angegebenen Werte wurden gerundet.

MdAP 1 : PcTFL 1-1 | PcAFL 1-1: PcTFL 1-1 | MdSOC 1 : PcTFL 1-1
24.07.08 |TO 1:1 1:1 1:1
12.08.08 | T3 1:1 2:1 5:1
26.08.08 | T5 0 2:1 3:1
16.09.08 | T8 0,03:1 3:1 7:1
10.09.08 | T7 ST 2:1 - -

Die Betrachtung der Einzelknospen von ‘Conference® hinsichtlich der stirkeren
MdAP 1- oder PcTFL 1-1-Expression in Tabelle 33 zeigt deutlich, dass nur sehr
wenige Knospen eine stdrkere MdAP 1-Expression im Vergleich zu PcTFL 1-1
hatten und nur die getesteten Knospen am Baum zeigten starkere MdAP 1-
Expression.

Tabelle 33: Quantitative Genexpression von MdAP 1 und PcTFL 1-1 in den Einzelknospen von
‘Conference und deren Knospenposition an Langstecklingen im Folienhaus (an T0, T3, T5 und
T8) und an senkrechten Trieben (ST) am Baum zum Zeitpunkt T7 (2008). Dargestellt ist die

jeweils starkere Expression eines Gens innerhalb einer Knospe (MdAP 1 = lila; PcTFL 1-1 =
grun). Knospen fur die keine Werte vorliegen sind mit einem X gekennzeichnet.

Zeitpunkt TO
Steckling |1 (2 (3 |4 1

© A XX X | |x
§ 2 [x
X 3
[
S 4
3 5 | X
[a B
6
7

Betrachtet man den Verlauf der Expressionsraten von ‘Conference (Abbildung 31)
im Vergleich zu den Expressionsraten von *Williams Christ® (Abbildung 26) so fallt
deutlich der Unterschied in der Expression von MdAP 1 auf, der bei ‘Williams
Christ® zu allen Zeitpunkten hoher war als bei ‘Conference®.

Vergleicht man die Verhdltniswerte der Blitengene zum Repressorgen, fallen bei
‘Williams Christ® die Schwankungen in den Werten von MdAP 1 zu PcTFL 1-1 auf,
wihrend dieses Verhiltnis bei ‘Conference‘ eher ausgeglichen schien. Im Gegensatz

dazu, war das Verhéltnis von MdSOC 1 zu PcTFL 1-1 bei ‘Conference® ansteigend
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wihrend das Verhiltnis bei ‘Williams Christ® ausgeglichener schien (Tabelle 28 und
Tabelle 32).

Bei der Betrachtung der einzelnen Knospen hinsichtlich ihrer Expression von
MdAP 1 und PcTFL 1-1 gab es bei ‘Conference‘ zu allen Zeitpunkten weniger
Knospen mit einer starkeren MdAP 1-Expression als bei ‘Williams Christ‘. Die
Knospen der senkrechten Triebe am Baum zum Zeitpunkt T7 zeigten allerdings
ahnliche Ergebnisse in der Anzahl der Knospen mit starkerer MdAP 1-Expression bei
‘Conference’ und ‘Williams Christ‘(Tabelle 29, Tabelle 30 und Tabelle 33).

Ein statistischer Vergleich der Termine innerhalb eines Gens fand bei ‘Conference’
aufgrund der Zeitspanne zwischen zwei Zeitpunkten nicht statt.
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4. Diskussion
4.1 Bewurzelung und Blatenbildung von Pyrus communis Sorten
4.1.1 Bewurzelung

Die Bewurzelung der Stecklinge in den vorliegenden Untersuchungen zeigte von
Jahr zu Jahr starke Abweichungen in den Ergebnissen. Zur besseren Ubersicht sind
die Bewurzelungsergebnisse (auch anderer Projekte) in Tabelle 34 zusammengefasst.
Die Sorte ‘Williams Christ® zeigte 2005 sowohl fiir die Lang- als auch fir die
Kurzstecklinge eine bessere Bewurzelung als 2006. Die Langstecklinge wiesen 82 %
im Jahr 2005 und 2006 dagegen nur 26 % bewurzelte Stecklinge auf. Die
Bewurzelung der Kurzstecklinge betrug 68 % (2005) und 41 % (2006). Damit war
die Bewurzelung der Kurzstecklinge 2006 besser als die der Langstecklinge. Diese
Werte sind allerdings nur bedingt vergleichbar, da zwischen 2005 und 2006 sowohl
eine Anderung der Mutterpflanzenquelle als auch der Bonitur stattfand. Die Bonitur
der Bewurzelung wurde 2005 als Wurzelbonitur (Abbildung 7) durchgefihrt. Um das
Verschulen der Stecklinge zu ermdglichen und um eine praxisndhere Beurteilung
anzuwenden wurde ab dem folgenden Jahr eine Ballenbonitur (Tabelle 5)
durchgefihrt. Die durchschnittliche Wurzellinge der ‘Williams Christ® Stecklinge
von 2005 lag zwischen 10 und 12 cm (Tabelle 20). Die Ballenbonitur von 2006
(siche ‘Williams Christ‘, Abbildung 11) ergab fur beide Varianten eine Bewurzelung
mit wenig sichtbaren Wurzeln (Note 2). Im Vergleich zeigten die Stecklinge der 38-
jahrigen Mutterpflanzen (2005) insgesamt eine bessere Bewurzelung als die der 14-
jahrigen Mutterpflanzen (2006). Im Jahr 2008 zeigte sich an den Langstecklingen
von ‘Williams Christ® (beide Mutterpflanzenalter nun im direkten Vergleich
innerhalb einer Bewurzelungskultur) eine Bewurzelung von 55 % (Wurzen) und
38 % (Karlsruhe). Die Langstecklinge von ‘Conference‘ bewurzelten 2008 mit 6 %
(Tabelle 34). Die Bewurzelung der Langstecklinge 2007 betrug 15 % fiir ‘Williams
Christ® und 27 % fiir ‘Conference‘, und damit zeigten diese Ergebnisse die
schlechteste Bewurzelung verglichen mit den Vorjahren.

In Tabelle 34 sind ebenfalls Ergebnisse in der Bewurzelung an Kurz- und
Langstecklingen von ‘Williams Christ® und ‘Conference® vergangener Jahre
aufgefiihrt. Die dargestellten Ergebnisse stammen aus Untersuchungen, die in der
Abteilung Baumschule an der Leibniz Universitdt Hannover am Standort Ruthe

durchgefuhrt wurden.
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Das hervorragende Ergebnis von einer 80 %igen Bewurzelung an Langstecklingen
von ‘Williams Christ® (SPETHMANN, 2002) konnte nur 2005 wiederholt werden
(NGUYEN (2006) und eigene Untersuchungen). Die Annahme vorangegangener
Experimente, dass Langstecklinge alter Mutterpflanzen besser bewurzeln als deren
Kurzstecklinge (MEIER, 2004; NGUYEN, 2006) konnte in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls gezeigt werden. In Ubereinstimmung mit MEIER (2004) konnte gezeigt
werden, dass die Langstecklinge jlngerer Mutterpflanzen schlechter bewurzeln als
deren Kurzstecklinge. Vergleichend zu NGUYEN (2006) konnte in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls gezeigt werden, dass die Langstecklinge jungerer Mutterpflanzen
besser bewurzeln als die Langstecklinge alterer Mutterpflanzen.

Tabelle 34: Bewurzelungserfolg von P. communis ‘Williams Christ* und ‘Conference‘ an Kurz-
und Langstecklingen eigener und zitierter Untersuchungen zum Vergleich.

‘Williams Christ* ‘Conference*
*
Mutterpflanze Jung Al
Stecklingsform Kurz | Lang | Kurz | Lang Lang
S | 2005 - - 68 % | 82 % -
(@)
2 3 | 2006 1% | 26% | - ] ]
2 >
W g | 2007 - | 15% | - - 27 %
5 1008 ~ 5% | - |38%| 6%
SPETHMANN (2002) - - - |1 80% -
o § |SPETHMANN (2003) 57 % -
22 | Meir (2004) 71% | 33% |54% | 67 % ]
N
MBABU U. SPETHMANN (2005) - - - | 90% 30 %
NGUYEN (2006) >70 % | >80 % | 40 % | >60 % -

* Der Mutterpflanzenstatus ‘Alt* bei ‘Williams Christ® bezieht sich auf Baume derselben Erwerbsanlage (Griinwettersbach/
Karlsruhe) von 35 bis 41 Jahre (2002 — 2008); ‘Jung* bezieht sich auf 10-j&hrige Baume (MEIER, 2004), 15-jahrige (NGUYEN,
2006) bzw. 14 — 16 Jahre alte Baume (eigene Untersuchungen). Die Mutterbdume von ‘Conference* waren 19 — 20 Jahre alt
(eigene Untersuchungen) und unbekannter Herkunft bei MBABU und SPETHMANN (2005)

Die Ergebnisse der Bewurzelungsqualitat in der Ballenbonitur (Kapitel 3.1) zeigten
fir ‘Williams Christ® Uberwiegend eine Bewurzelung, mit wenigen sichtbaren
Wurzeln (siehe auch MEIER, 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Stecklinge vor der Bonitur bereits Uberwintert, und es ist anzunehmen, dass eine

Bewurzelung dieser Qualitat zum Uberleben der Pflanzen ausreichend ist. Da sich
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diese Beobachtung in jedem Jahr wiederholte ist anzunehmen, dass der Ballen bei
‘Williams Christ® erst mit der Zeit starker durchwurzelt. Das unterschiedliche
Mutterpflanzenalter scheint fur die Bewurzelungsqualitait von ‘Williams Christ’
keine Rolle zu spielen. Die Qualitit der Ballenbonitur von ‘Conference‘ und
‘Vereins Dechant® war nach dem verwendeten Notensystem 2007 und 2008 etwas

besser als bei ‘Williams Christ®.

Tabelle 34 zeigt deutlich wie variabel - unabhangig von der Stecklingsform und dem
Mutterpflanzenalter - der Bewurzelungserfolg von Jahr zu Jahr und auch innerhalb
eines Versuchsjahres sein kann. Die Bewurzelungsergebnisse der Stecklinge von
‘Williams Christ® bei NGUYEN (2006) und der eigenen Untersuchungen 2005 wurden
im selben Zeitraum ermittelt. Alle Stecklinge dieser beiden Versuche wurden zur
selben Zeit geerntet, gleich behandelt und im gleichen Substrat gesteckt. Der einzige
Unterschied war hier nur im Standort der Stecklinge innerhalb des Folienhauses zu
finden. Diese Ergebnisse machen Klar, dass der Bewurzelungserfolg nicht nur von
einem funktionierenden Vermehrungssystem abhdangt, sondern dass vielmehr eine

Fulle von Faktoren die Bewurzelung beeinflusste.

Ein Einfluss der Stecklingsposition auf die Bewurzelung der Langstecklinge ist im
vorliegenden Fall vermutlich vernachldssigbar, da es sich bei allen Stecklingen um
senkrechte Triebe aus dem oberen Kronenbereich handelte. Ebenso war die
Behandlung der Stecklinge in jedem Jahr gleich. Da es sich bei dem
Vermehrungssystem bzw. der Wuchsstoffoehandlung um ein bewdéhrtes System
handelt (Kapitel 2.1.2) ist ein diesbeziglicher Einfluss wohl auch vernachlassigbar.
TWORKOSKI und TAKEDA (2007) beschreiben die Bewurzelung von Pfirsich-
Stecklingen in Abhéngigkeit von der Gabe der Auxinkonzentration, und der
Beschaffenheit des Stecklings (hardwood oder semi-hardwood) und auch des
endogenen Auxin- und Cytokiningehaltes. Sie konnten in Pfirsichstecklingen eine
Abnahme des endogenen Auxingehaltes 102 Tage nach Blihbeginn feststellen. Da
die Erntetermine der vorliegenden Untersuchungen nicht in Zusammenhang mit der
Vollbliite standen, sondern ihren Ursprung in den Erfahrungswerten einer guten
Bewurzelung bei Ernte um den 20. Juli haben, kénnen die endogenen Auxingehalte
in den unterschiedlichen Ergebnissen natlrlich eine Rolle spielen. VVorausgesetzt der

Auxingehalt bei Birnen verandert sich ebenfalls nach der Vollblite. Auch das
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vorherrschende Klima insbesondere wahrend der ersten Tage nach der Ernte spielt
eine Rolle. Nach mindlicher Aussage durch W. Huhn hat sich durch die Erfahrung
vieler Jahre gezeigt, dass starke Hitze wahrend der ersten Tage im Fog die
Wurzelbildung an Stecklingen begunstigt. Nach HARTMANN et al. (2001) erfolgt die
Wourzelinitiation wahrend der ersten Tage nach dem Stecken. EREz und YABLOWITZ
(2003) beschreiben eine Temperatur von 25 °C im Bewurzelungsmedium nachteilig
fir Auxin-behandelte Pfirsichstecklinge, HOwARD (1986) beschreibt eine
Substrattemperatur zur Bewurzelung von Obstbaumstecklingen als optimal zwischen
20 und 30 °C und RocHA CORREA und FETT-NERO (2004) geben fiir Eucalyptus
Stecklinge eine optimale Bewurzelungstemperatur von tagstiber 30 °C an.

Die Temperaturerfassung 2007 konnte aufgrund technischer Probleme der
Messflhler in der hohen Luftfeuchtigkeit in den ersten Tagen nicht aufgezeichnet
werden, aber die Lufttemperaturen im Folienhaus lagen zwischen 20 und 25 °C
(notierte Werte). Im Jahr 2008 lagen die Temperaturen der ersten Tage deutlich
hoher mit 25 bis 35 °C (Abbildungen Al und A2 im Anhang) und die Bewurzelung
2008 war deutlich besser als 2007. Die giinstigen Temperaturen wahrend der ersten
Tage der Wurzelinitiierung konnten also entscheidend fiir den Bewurzelungserfolg
gewesen sein.

Der grofite Einfluss geht von den Mutterpflanzen aus, so wird die Bewurzelung von
Stecklingen beeinflusst von der Vitalitdit der Reiser, dem Ernahrungs- und
Entwicklungszustand der Mutterpflanze und dem Einfluss der Photoperiode in den
Wochen vor der Stecklingsernte (SMITH und WAREING, 1972). Vermutlich ist dies
genau der Aspekt, der fir die unterschiedlichen Ergebnisse in der Bewurzelung der
Stecklinge verantwortlich war. Die Vegetationszeit vor der Ernte der Stecklinge ist

vermutlich ausschlaggebend fiir deren Reaktion wéhrend der Bewurzelung.

Ein Aspekt den man nicht vernachlassigen darf, Gber den aber wenig bekannt ist, ist
der Transport der Stecklinge. Das Stecken sollte immer zeitnah nach der Ernte
erfolgen (SPETHMANN, 2000), aber insbesondere die Stecklinge von ‘Williams
Christ® mussten mehrere Stunden transportiert werden. ES wurde versucht, die
Stecklinge wahrend des Transportes stets feucht und kihl zu halten (Uber nasse
Laken, Klimaanlage und mit Eis geflllte Eimer im Innenraum des VW-Busses) um
eine Uberhitzung wahrend des Transportes im Hochsommer zu vermeiden. Dennoch

waren die Stecklinge neben den Temperaturschwankungen auch anderen
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Stressbedingungen ausgesetzt. Dazu gehdren natlrlich in erster Linie der Schnitt der
Stecklinge sowie die Lagerung wéhrend des Transportes und auch das anschliel}ende

Stecken unter Folienhaus Bedingungen (feuchte Warme und standiger Nebel).

Ebenfalls wichtig ist natlrlich das Klima, das wéhrend der Bewurzelung auf die
Stecklinge einwirkt. Zwar konnte hier (ber das Fogsystem in jedem Jahr eine
Versorgung mit 100%iger Luftfeuchtigkeit (und somit ausreichend Wasser) sicher
gestellt werden, aber die Temperaturen im Folienhaus wahrend der Bewurzelung
waren natirlich wetterabhangig. ZALESNY et al. (2005) haben bei Pappelstecklingen
die Temperaturen im Substrat untersucht und herausgefunden, dass bei einer
Temperatur die 10 °C nicht unterschreitet, fir die Wurzelinitiierung hohere
Temperaturen (14 °C) nétig sind, als fir das folgende Wurzelwachstum. So hindern
hohe Substrattemperaturen bei Pappel die Wurzeln eher am Wachstum.

Vergleicht man die Bewurzelung der Stecklinge aus dem Folienhaus mit der der
Stecklinge aus kontrollierten Temperaturbedingungen zeigt sich, dass die
Bewurzelung im Folienhaus nur fur ‘Williams Christ® Wurzen besser war. Die
Stecklinge von ‘Williams Christ® Karlsruhe und ‘Conference‘ bewurzelten unter
kontrollierten Temperaturbedingungen von 28 °C besser. Betrachtet man die
Bewurzelungsqualitat der Sorten in der Klimakammer, zeigt sich aber das gleiche
Ergebnis wie bei der Bewurzelung der Stecklinge im Folienhaus (Abbildung 16 und
Abbildung 17). Insgesamt wird deutlich, dass flr eine Bewurzelung der
Birnenstecklinge eine Temperatur mit tagstber 28 °C durchaus ausreichend ist.
Ebenso deutlich wird hier aber auch die unterschiedliche Reaktion der Sorten
‘Williams Christ® (Wurzen) und ‘Conference’ sowie das unterschiedliche
Mutterpflanzenalter der Baume von ‘Williams Christ® aus Wurzen und Karlsruhe.
Hier kdnnte eine Erklarung fur die unterschiedliche Bewurzelung der Langstecklinge
junger und alter Mutterpflanzen zu finden sein: Langstecklinge alter Mutterpflanzen
bendtigen geringere Temperaturen als Langstecklinge jiingerer Mutterpflanzen. Eine
Erklarung konnte hier aber natiirlich auch ,,nur* in den unterschiedlichen Standorten
und damit den unterschiedlichen klimatischen Einflissen vor der Ernte der

Stecklinge zu finden sein.
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4.1.2 Blutenbildung

Neben der Bewurzelung der Stecklinge konnte in jedem Jahr auch eine
Blutenbildung im folgenden Fruhjahr beobachtet werden. De facto handelte es sich
bei den geernteten Stecklingen von ‘Williams Christ‘, ‘Conference‘ und ‘Vereins
Dechant’ um senkrechte Triebe aus dem oberen Kronenbereich und damit nach
Literaturangaben um (vorerst) nicht blihende Reiser. Es ist davon auszugehen, dass
am Baum selber zum Zeitpunkt der Stecklingsernte an den tragenden Asten bereits
eine Induktion der Blute stattfand (FEUCHT, 1982; HILKENBAUMER, 1964; HANKE
1981; HANKE et al., 2007).

Die Blitenbildung in den vorliegenden Untersuchungen wurde verstiarkt an den
Langstecklingen von ‘Williams Christ® festgestellt. Es war zu beobachten, dass die
Stecklinge der jlingeren Mutterpflanzen (Wurzen) stérkere Blltenbildung zeigten als
die der dlteren Mutterbdume (Karlsruhe). Die Sorte ‘Conference’ zeigte im Vergleich
eine wesentlich geringere Blitenbildung (obwohl sie nach FeucHT (1982) und
HILKENBAUMER (1964) als bluhwillig gilt) und an ‘Vereins Dechant® fanden sich gar
keine Bluten (Tabelle 21).

Die Blutenbildung an den Langstecklingen von ‘Williams Christ® betrug 11 % (2005)
und 18 % (2006) und war in beiden Jahren hoher als die Blutenbildung an den
Kurzstecklingen (8 % im Jahr 2005 und 11 % im Jahr 2006), (Tabelle 21). Die
héhere Blitenbildung an Langstecklingen im Vergleich zu Kurzstecklingen von
‘Williams Christ® wurde auch bei MEIER (2004) und MBABU UND SPETHMANN
(2006) beobachtet. NGUYEN (2006) hat diese Beobachtung an Langstecklingen
junger Mutterpflanzen ebenfalls beobachtet nicht jedoch an Langstecklingen alter
Mutterpflanzen. Da auch in der vorliegenden Arbeit in den Jahren 2005 und 2006
eine hohere Blitenbildung an Langstecklingen von ‘Williams Christ® gezeigt werden
konnte, wurde in folgenden Versuchen auf die Verwendung von Kurzstecklingen
verzichtet. Im Hinblick auf die bis dahin erzielten Ergebnisse wurden 2007 und 2008
Versuche in grof3erer Stiickzahl der Langstecklinge mit den Sorten ‘Conference® und
‘Williams Christ* durchgefhrt.

Die Sorte ‘Williams Christ® Wurzen zeigte 2007 die hochste Bliitenbildung mit
80 %, wihrend die Bliitenbildung bei ‘Conference‘ 3 % betrug. Im Jahr 2008 betrug
die Bliitenbildung von ‘Williams Christ® Wurzen 28 % und war deutlich hoher als
die Blitenbildung von ‘Williams Christ® Karlsruhe (15 %) und ‘Conference* (3 %).
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Die Bliitenbildung von ‘Conference‘ sowie ‘Williams Christ® Karlsruhe unter
kontrollierten Temperaturbedingungen betrug ebenfalls 3 % und die von ‘Williams
Christ* Wurzen betrug 11 %.

KLEINSCHMITT et al. (1980) beschreiben die Bllteninduktion an Fichte und
Douglasie unter Hitzestressbedingungen. Es wurden 12- bis 15-Jahre alte Baume aus
dem Freiland mit dem Bagger ausgehoben, in Container gesetzt und in ein
Folienhaus mit z.T. Uber 35 °C gebracht. Im darauffolgenden Jahr bildeten beide
Sorten mannliche und weibliche Blitenknospen, wahrend die Kontrollbaume im
Freiland gar keine Bliten (Douglasie) oder bedeutend weniger Bliten (Fichte)
ausbildeten. Diese Ergebnisse wurden auf den Hitze- und Trockenstress der Baume
im Folienhaus zurtickgefthrt. Die Pfropfreiser stammten urspringlich aus den
Kronen von alten Baumen und waren aufgrund des Alters vermutlich bereits in
einem reproduktiven Stadium.

Um die Theorie der Bluteninduktion durch Hitze mit eindeutig juvenilem Material zu
testen, wurden mit Beginn der Vermehrungsphase im Sommer 2007 etwa 50
getopfte, einjahrige Apfelsdmlinge mit in das Folienhaus gestellt um einen
moglichen Einfluss der Temperatur (auch in Verbindung mit der hohen Feuchtigkeit)
auf die Bliteninduktion zu testen. Die Sdmlinge wurden freundlicherweise durch A.
Peil vom JKI Pillnitz zur Verfligung gestellt. Wie einleitend erwahnt, befinden sich
Apfelsamlinge zwischen dem 77. und dem 122. Nodium in der Transitionsphase
(HANKE et al., 2007) und im Durchschnitt hatten die hier getesteten Sdmlinge etwa
30 Nodien. Keiner dieser vegetativen Samlinge bildete im néchsten Frihjahr eine
Blute aus (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Bedingungen in der Klimakammer (mit einer hohen
relativen Luftfeuchtigkeit durch den Fog, Langtagbedingungen und eine konstante
Temperatur von 28 °C) offenbar ausreichend fur eine Blitenbildung an den
Langstecklingen waren und nicht wie anfangs vermutet, diese durch die hohen
Temperaturen von z.T. >40 °C im Folienhaus verursacht wurden. Dies wird
unterstitzt, durch die ausgebliebende Blitenbildung an den Apfelsamlingen.
Vergleichend zu KLEINSCHMITT et al. (1980) wird vermutet, dass es sich bei den
Birnenstecklingen der vorliegenden Untersuchungen um bereits adultes Material

handelte.
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Die Blitenbildung in der Klimakammer war 2008 insgesamt niedriger als unter den
Bedingungen im Folienhaus (Tabelle 21). Die mittleren Tagestemperaturen im
Folienhaus lagen im Zeitraum Juli bis September 2008 etwa zwischen 15 bis 34 °C.
WERTHEIM (2001) gibt als optimale Warmeverhaltnisse fir die Bluteninduktion bei
Birne 20 °C an. Das kdnnte bedeuten, dass eine konstante Temperatur von 28 °C
mdoglicherweise zu hoch fir die Bliteninduktion war. Vergleicht man die
Temperaturen mit dem Jahr 2007 (mit einer Blutenbildung von 80 %) so lagen die
mittleren Tagestemperaturen von Juli bis August hier zwischen 20 und 31 °C und
bildeten damit nicht so einen grollen Temperaturbereich wie 2008 (die Angaben zur
Aufzeichnung der Temperaturen finden sich detailliert im Anhang).

Obstbdaume und besonders Birnenbdaume sind in ihrem Ertragsverhalten an die
jeweiligen Lichtverhéltnisse angepasst und die Bliteninduktion bei Birne ist an
gunstige Warme- und Lichtverhéltnisse gebunden (FEUCHT, 1982). Nach WERTHEIM
et al. (2001) reguliert die Temperatur die Dormanz und die Blutezeit, was im

Wesentlichen Auswirkungen auf die Vegetationszeit hat.

Von den blihenden Stecklingen in den vorliegenden Untersuchungen waren in jedem
Jahr auch Stecklinge unbewurzelt. Hier fielen 2007 insbesondere die Stecklinge der
Sorte ‘Williams Christ® Wurzen auf. Die Bliitenbildung lag insgesamt bei 80 % und
66 % der Stecklinge waren unbewurzelt (Abbildung 20). Da es in jedem Jahr und
unabhéngig von der Gattung oder Sorte zu unbewurzelten aber dennoch blihenden
Stecklingen kam, ist davon auszugehen, dass bei hinreichender Versorgung der
Reiser (die offensichtlich im Fog gegeben war) eine einmal induzierte Blitenbildung
irreversibel war und auch keine Bewurzelung voraussetzte. In den Jahren 2005 und
2007 fiel bei ‘Williams Christ® auf, dass die Langstecklinge entweder gut
bewurzelten (2005 mit 82 %, Blite 11 %) oder viele Bliten bildeten (2007 mit 80 %,
Bewurzelung 15 %). Im Hinblick auf die Ergebnisse der Bliutenbildung an den
Langstecklingen in den Jahren 2006 (18 %) und 2008 (28 % und 15 %) ist die
Ursache hier vermutlich in einer Ausnahmesituation 2007 zu finden. Dieses Jahr gilt
allgemein als schlechtes Bewurzelungsjahr. Schaut man sich die Ergebnisse der
Bewurzelung und der Blutenbildung tber alle Jahre an, entsteht der Eindruck, dass
sich die Blutenbildung der Langstecklinge in einem relativ konstanten Bereich
bewegt (fiir ‘Williams Christ® zwischen 11 und 28 %, fiir ‘Conference’ 3 %),
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wahrend die Ergebnisse in der Bewurzelung von Jahr zu Jahr stark schwankend

waren.

Vergleicht man 2008 die Ergebnisse in der Blutenbildung an den Langstecklingen
mit der Blite der Triebe am Baum wird deutlich, dass die Sorte ‘Williams Christ*
stark an den senkrechten Trieben bliithte, wihrend die Sorte ‘Conference nur wenige
Bliiten an den senkrechten Trieben aufwies (Abbildung 22 und Abbildung 23). Diese
Beobachtung deckt sich mit der Blitenbildung im Folienhaus und lasst vermuten,
dass es sich bei den geernteten Stecklingen um adultes Material handelte, was sich
dann auch in den schwankenden Bewurzelungsergebnissen &uBerte. Nach
SPETHMANN (2000) sind vegetative Stecklinge am besten geeignet, da Bliitenknospen
am Steckling den Bewurzelungserfolg reduzieren.

Auch in den Vorjahren zeigten viele senkrechte Triebe am Baum vom ‘Williams
Christ® Wurzen eine starke Blitenbildung und gegentberstellend zur Blute an den
Stecklingen aus dem Folienhaus stellt sich hier die Frage, warum dann nicht mehr
Stecklinge von ‘Williams Christ® nach der Bewurzelung Bliten zeigten?
Vergleichend zu den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen, insbesondere im
Jahr 2007, entsteht hier der Eindruck, dass die Blutenbildung der Stecklinge deutlich
hoher ware, wenn sie ihre Kraft oder Reserven nicht in die Bewurzelung investieren
missten. Das erklart moglicherweise, warum in jeder Saison auch unbewurzelte,

blihende Stecklinge zu bonitieren waren.

Wie bei der Bewurzelung muss auch hier der Einfluss der Mutterpflanze in Betracht
gezogen werden. Vergleicht man die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen
mit SPETHMANN, 2002 und MEIER, 2004 so l&sst sich keine eindeutige Aussage
daruber treffen, ob nun die Langstecklinge &lterer oder jingerer Mutterpflanzen eine
bessere Blutenbildung zeigten. In der vorliegenden Arbeit war jedoch die
Blltenbildung an den Stecklingen jlngerer Mutterpflanzen hoher als an den
Langstecklingen alterer Mutterpflanzen. Die einwirkenden Parameter auf die
Mutterbdume wéhrend der Vegetation vor der Stecklingsernte sind natirlich
dieselben wie fiir den Bewurzelungserfolg beschrieben (Kapitel 4.1.1). COSTES et al.
(2004) geben an, dass wenig Fruchtbehang im Folgejahr das Wachstum des Baumes
erhdht und es zu einem Ungleichgewicht zwischen vegetativem Wachstum und

Fruchtbehang kommt (daraus resultierend dann auch ein unregelméaBiger Ertrag).
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FEUCHT (1982) beschreibt die einzelnen (waagerecht und senkrecht) Triebe eines
Baumes als individuell -z.B. in ihrer Nahrstoffversorgung- und somit nicht
miteinander vergleichbar. Fur die vorliegenden Untersuchungen wurden nicht nur
verschiedene Triebe eines Baumes sondern mehrerer B&dume geerntet, so dass sich

dieser Faktor auch ungleich erhohte.

Vertikale Triebe aus der oberen Krone -wie sie in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurden - entstehen bei der natuirlichen Kronenentwicklung und dienen der
Stammverlangerung. Dieses Wachstum wird bei Kernobst oft erst nach 20 Jahren
eingestellt und bei manchen Sorten auch im hohen Alter nicht (HILKENBAUMER,
1964). Die Triebe unterliegen also erst mal nur dem Wachstum, und erst wenn sich
diese Triebe neigen, werden sie auch Bluten und Frichte bilden (HILKENBAUMER,
1964). CosTEs et al. (2004) geben an, dass die apikale Dominanz bei jungen Birnen
sehr stark wahrend des monopodialen Wachstums ist. VVertikal wachsende Triebe aus
dem oberen Kronenbereich kénnen eine beachtliche Lange erreichen und aufgrund
der ausgepragten Apikaldominanz der Terminalknospe werden keine Seitentriebe
gebildet (FRIEDRICH et al., 1978). Die Triebspitzen hemmen die Blutenbildung in den
benachbarten Knospen. Die Ursache fur diese Hemmung wird durch einen starken
Auxinstrom und den Transport von Abscisinsdure jeweils von der Spitze in Richtung
Stamm hervorgerufen. Sind die Triebspitzen allerdings geschwacht, konnen die
Seitenknospen zur Blite angeregt werden (FEUCHT, 1982).

CosTEs et al. (2004) beschreiben an jungen veredelten Birnen eine Zunahme der
sylleptischen Aste (Seitentriebe) bei gleichzeitiger Abnahme der apikalen Dominanz.
Die apikale Dominanz ,stoppt® nach einer starken Wachstumsphase, und es
entstehen Seitendste (gefiederter Wuchs). Mit Zunahme der Bildung von Seitendsten
wurde ein Anstieg der Blutenzahl beobachtet. Mit der Entwicklung der Seitenaste
wird eine Zunahme der aktiven Meristeme innerhalb eines Baumes vermutet, und das
erhoht die Konkurrenz zwischen den Meristemen um Kohlenhydrate und Né&hrstoffe.
Die dann wieder folgende Abnahme in der Bildung von Seitenésten ist vermutlich
darauf zurickzufiihren, dass die Nummer der aktiven Meristeme ihr Maximum
erreicht hat. Es werden holzige Strukturen aufrecht erhalten und die verschiedenen
Achsen am Baum konkurrieren. Eine andere Vermutung ist, dass der Wechsel

zwischen apikalem und lateralem Wachstum durch eine Anderung in der
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Konzentrationen zwischen Kohlenhydraten und Phytohormonen oder zwischen

Phytohormonen in den Schossen hervorgerufen wird (CosTES et al., 2004).

Obstbaume brauchen zur Regulierung der Bliteninduktion aufgrund ihrer GroRe und
der Distanzen zwischen verschiedenen Wirkorten sogenannte ‘longdistance signals®
(LDS) und fir diese Signale sind die Pflanzenhormone die wahrscheinlichsten
Kandidaten. So sind manche Gibberelline und Auxin als Inhibitoren und Cytokinine
als Forderer in die Bliteninduktion involviert und stehen in Interaktion zueinander
(BANGERTH, 2009). Versuche haben gezeigt, dass in der Auxin-Cytokinin Interaktion
mit schwécherem Cytokininstrom eine Blltenknospenbildung unterdriickt wird.
Entfernt man die Sprossspitze der Pflanze, wird der Auxinstrom schwacher wéhrend
der Cytokininstrom zunimmt und Blutenknospenbildung induziert wird (BANGERTH,
2008).

Ein hoher Auxingehalt hemmt die Blutenbildung und das Herunterbinden senkrecht
gewachsener Triebe bewirkt eine Veranderung im Hormonhaushalt und die
Blutenbildung wird angeregt (SCHUMACHER, 1989; SANYAL und BANGERTH, 1998;
WERTHEIM et al., 2001). Fiir die vorliegenden Untersuchungen ist anzunehmen, dass
durch den Schnitt der Stecklinge bei der Ernte, der Hormonhaushalt im senkrechten
Trieb aus dem Gleichgewicht geriet. Hier lasst sich vielleicht eine Erklarung fur die
unterschiedliche Blitenbildung an den Stecklingen im Vergleich zu den Trieben am
Baum von ‘Williams Christ® finden. Die Triebe am Baum wurden in ihrer
Entwicklung nicht gestort, wéahrend die Stecklinge sowohl durch den Schnitt, als
auch durch den Transport und die Kultur im Fogsystem gestresst wurden und somit
eine Veranderung im Hormonhaushalt stattfand.

CosTES et al. (2004) vermuten, dass die Beziehung zwischen vegetativem Wachstum
und Bliltenbildung bei Birnen nicht nur ein Antagonismus verschiedener
Hormongehalte ist, sondern es sich vielmehr um ineinandergreifende Prozesse
handelt. Was insgesamt erklart, warum bestimmte immer gleiche Voraussetzungen
wie gleicher Stammdurchmesser, die Anzahl der Seitendste, etc. nicht ausreichen um
den Schalter zur Blutenbildung einfach umzulegen (CosTes et al., 2004). In der
vorliegenden Arbeit wird diesbezlglich auch deutlich, dass die Sorte bei der

Bluteninduktion von Birne eine grofl3e Rolle spielt.
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Im Gegensatz zu A. thaliana oder anderen 1- und 2-jahrigen Pflanzen ist die Blite an
Bdaumen kein einmaliger Vorgang, sondern wird nach Erreichen der reproduktiven
Phase von Jahr zu Jahr wiederholt. Der Baum muss ,,haushalten, und er ist in der
Lage die Bliteninduktion seiner Knospen zu regulieren, wahrend krautige Pflanzen
aufgrund ihrer geringeren Lebenszeit moglichst alle Meristeme zur Blute induzieren
(GoLbsCHMIDT und SAMACH, 2004; BANGERTH, 2009). So konnte an adulten
subtropischen Baumen gezeigt werden, dass ganze Aste vegetativ blieben und erst
nach einem starken exogenen Stimulus (niedrige Temperatur) die Blite induziert
wurde. An Citrus wurde gezeigt, dass nur die aul’en liegenden Knospen durch einen
Stimulus zum Bluhen kamen, wéhrend die inneren (obwohl am &lteren Holz) nicht
empféanglich waren. Wurden die Baume zurlickgeschnitten, wurden auch einige
innenliegende Knospen zur Blite umgestimmt (BANGERTH, 2009). Mango erhalt
einen erheblichen Anteil der Knospen im vegetativen Zustand auch wenn gentigend
Bluhstimulus vorliegt (BANGERTH, 2009).

Vieles ist bei der Bluteninduktion an perennierenden Pflanzen unbekannt und
spekulativ. Man kann natlrlich anhand der Vorgange in krautigen Pflanzen
Vermutungen fir den Hormonhaushalt von Bédumen treffen, aber man sollte daraus

nicht automatisch dieselben Annahmen ableiten (BANGERTH, 2008 und 2009).
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4.2 Blutendifferenzierung und Bliteninduktion von Pyrus communis
Sorten
4.2.1 Blutendifferenzierung

Bei P. communis ‘Williams Christ® sollten neben den Genexpressionsanalysen zur
Bluteninduktion 2008 die histologischen Untersuchungen zur Bltendifferenzierung
zur Eingrenzung zeitlicher Abfolgen herangezogen werden. Dabei war der Zeitpunkt
der ersten morphologischen Veranderungen in den Knospen an den Langstecklingen
hier von besonderem Interesse. Die Ernte der Knospen bezog sich wie bei den
Untersuchungen zur Genexpression auf die apikale Knospe sowie die Positionen
zwei bis sieben am Steckling. Vergleichend wurde auf mikroskopische Aufnahmen
an Apfel zuriickgegriffen, da keine histologischen Untersuchungen an Birne
vorlagen. Hierbei kam es zu Abweichungen in der Beurteilung der
Entwicklungsstadien des Meristems, da es offensichtlich trotz der nahen familiaren
Verwandtschaft von Apfel und Birne Abweichungen in der Morphologie der
beginnenden Blutendifferenzierung gibt. CARRERA (1982) beschreibt die
Blutendifferenzierung bei Birne von Mitte Juni bis Ende Juli, abhangig von der
Sorte, dem Standort und dem jahreszeitlichen Verlauf. Der Zeitpunkt variiert zudem
mit der Position des Holzes, so differenzieren Knospen an schwach wachsenden
Asten eher Bliiten aus, als an stark wachsenden Asten. Die erste morphologische
Verdnderung ist die Verbreiterung des Apex verbunden mit der Bildung einer
konvexen Form. Dann folgte eine Verlangerung des Apex in eine zylindrische Form
Nach FEucHT (1982) und FOSTER et al. (2003) erfolgt die Blitendifferenzierung
unmittelbar nach der Bluteninduktion und ist 2 bis 3 Wochen spater morphologisch
erkennbar. Ausgehend von diesen Angaben wurde erwartet, bei einer bereits
induzierten Blitenbildung zum Erntezeitpunkt der Langstecklinge, Knospen mit
einer morphologischen Verénderung bereits zum Erntetermin oder wenig spéter zu
finden. Die getesteten Knospen befanden sich zu Versuchsbeginn morphologisch
noch in den Stadien | und Il, die hier als vegetativ beurteilt wurden wurden.
Allerdings konnte ebenfalls eine Verbreiterung des Apex beobachtet werden und
eine leichte Wolbung der Oberflache (konvexe Form) in Stadium Il. Eine
morphologisch eindeutige Differenzierung in das generative Pflockmeristem oder
zylindrische Form (Stadium 11I) konnte zum ersten Mal am 19. August (T4)

nachgewiesen werden (Abbildung 25). Damit hétte rechnerisch der Termin der
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Bluteninduktion an den Langstecklingen 2008 (Wurzen) zwischen dem 29. Juli und
dem 05. August gelegen. FOSTER et al. (2003) haben axillare Meristeme an
Kurztrieben von Apfel gemessen, die entweder in eine Infloreszenz ubergehen
(95 %) oder vegetativ bleiben (5 %) und geben an, dass vegetative Meristeme eine
Breite <130 pum haben und Meristeme, die sich floral entwickeln eine Breite > 130
pum haben. HANKE (1981) gibt fur den flachen vegetativen Apex eine Breite < 120
pum und fiir den verbreiterten Apex ebenfalls > 130 um. In der vorliegenden Arbeit
wurden an den Langstecklingen Meristeme <130 pm in den Stadien | und Il
gefunden, genauso wie Meristembreiten > 130 pm. Erst ab Stadium Il — Il waren
alle Meristeme > 130 um. In den Knospen senkrechter Triebe am Baum waren die
Meristeme in allen Stadien > 130 um (Tabelle 22). Eine solch klare Einteilung tber
die Meristembreite konnte hier also im Zusammenhang mit der Morphologie des
Meristems nicht festgestellt werden (Tabelle 22). Es konnte allerdings gezeigt
werden, dass eine Verbreiterung des Apex von Stadium zu Stadium stattfand und ab
Stadium 1l nahm die Verbreiterung des Apex ab und im Verhaltnis wurde der Apex
langer.

Bei HANKE (1981) und FoOsSTER et al. (2003) handelte es sich um Knospen von
Fruchttrieben, die mit grofRer Sicherheit gebliht hatten, wahrend dieses bei den
Knospen der Langstecklinge von ‘Williams Christ® nicht vorhergesagt werden
konnte. Zudem ist bei Apfel der Bliitenbeginn durch eine zeitliche Abfolge klar
geregelt: erst terminale, dann laterale Bliten (Esumi et al., 2005). Fur Birnen musste
also erst einmal genau geklart werden, wie die morphologische Entwicklung der
generativen Knospen am Baum erfolgt. Nach Esumi et al. (2005) ist diese
Reihenfolge nicht festgelegt, wahrend CoRTES et al. (2004) die Reihenfolge genau
wie bei Apfel beschreiben. In den vorliegenden Ergebnissen konnte beobachtet
werden, dass die Meristeme in den senkrechten Trieben am Baum etwas breiter
waren als die im gleichen Stadium an den Langstecklingen. Das kann daran liegen,
dass diese durch den Schnitt der Stecklinge, in der Entwicklung dann etwas
zuruicklagen. Es misste aber grundsétzlich und in groerer Zahl untersucht werden,
wie sich die Knospen am Baum (an senkrechten Trieben und an Fruchttrieben)
morphologisch entwickeln und ob es (zeitliche) Unterschiede in der Entwicklung von

Knospen an einem Baum gibt.
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4.2.2 Bluteninduktion
HATTASCH et al. (2008) geben an, dass in Apfelknospen ein bis zwei Wochen nach
der Zunahme der Transkription von MdFT und AFL 1 und 2 eine morphologische
Verénderung (Verbreiterung des Apex) zu beobachten war. Die -eindeutige
Verbreiterung des Apex konnte in den Knospen der vorliegenden Arbeit nicht
nachgewiesen werden, aber die eindeutige Umstimmung eines Meristems in das
generative Pflockmeristem konnte zum ersten Mal am 19.08. nachgewiesen werden.
Vergleichend zu HATTASCH et al. (2008) zeigt der Verlauf von PcAFL 1-1 in der
vorliegenden Arbeit einen Anstieg in der Expressionsrate genau in der Zeit zwischen
dem 29. Juli und 05. August, der bis zum 26. August anhalt (Abbildung 26).
Dieses Ergebnis zeigt, dass die Umstimmung in ein eindeutig reproduktives
Meristem etwa 2 - 3 Wochen nach dem Anstieg der Expressionsrate von PCAFL 1-1
und 4 Wochen nach dem Schnitt der Stecklinge erfolgte.
Da die Verbreiterung des Apex als erste morphologische Anderung nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte und es (aufgrund der relativ geringen Probenanzahl in
den histologischen Untersuchungen) auch nicht ausgeschlossen werden kann, dass es
bereits vor dem 19.08. generative Meristeme gab, kann hier nicht die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass eine Bllteninduktion ausschlieBlich nach
dem Schnitt der Stecklinge erfolgte.
In der vorliegenden Arbeit wurde FT in den Blattern der Stecklinge nicht untersucht,
aber Yoo et al. (2005) haben an Arabidopsis-Mutanten gezeigt, dass FT zeitlich ein
wenig eher aktiviert wird als SOC 1 und Veranderungen in der FT-Expression auch
Veranderungen in der Expression von SOC 1 und/oder AP 1 bedingen (FLACHOWSKY
et al., 2009). Hingegen hat SOC 1 keinen Einfluss auf FT (Yoo et al., 2005). Die
Expression von SOC 1 findet hauptséchlich im Blatt und im Sprossapex statt. Sie
steigt im Zeitverlauf an und hat einen starken Anstieg im reproduktiven Apex. Im
frihen Stadium des Ubergangs von vegetativ zu generativ ist SOC 1 nicht im
Meristem nachweisbar (da es von AP 1 unterdriickt wird), wird dann aber im &lteren
Blutenmeristem wieder exprimiert (PARCY, 2005 und TuRcK et al., 2008). In A.
thaliana erfolgt die Induktion von FT und SOC 1 schnell (innerhalb weniger
Stunden) und direkt, wahrend die Induktion von LFY einen Tag benétigt - vermutlich
weil die Induktion indirekt stattfindet (PARCY, 2005). In der vorliegenden Arbeit war

von Beginn an eine MdSOC 1-Expression in den Knospen nachweisbar. Sie stieg
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innerhalb von einer Woche signifikant an und stieg weiter an bis zum 26. August,
auch PcAFL 1-1 wurde von Versuchsbeginn an exprimiert, mit einem Anstieg ab T2
(Abbildung 26). Nach HEmMPEL et al. (2000) beeinflusst LFY bei A. thaliana die
Bildung von AP 1. Die Expression von AP 1 findet erst nach mehrstundiger Aktivitat
von LFY statt und in Ify Mutanten ist AP 1-Expression verzdgert und schwécher
wahrend ektopische Expression von LFY auch ektopische Expression von AP 1
verursacht. Das lasst vermuten, dass AP 1 durch LFY reguliert wird (HEMPEL et al.,
2000). Die Induktion von AP 1 findet allerdings auch unabh&ngig von LFY statt
(HEMPEL et al., 2000; PARcCY, 2005). Vermutlich ist FT in der Lage LFY zu
induzieren und mdglicherweise kann LFY von SOC 1 beeinflusst werden (PARCY,
2005; JUNG und MULLER, 2009). Das konnte erklaren, warum der Nachweis von
MdAP 1 zu Beginn der Versuche nicht stabil war (siehe auch die Ergebnisse 2007
(Abbildung 27) und Karlsruhe 2008 (Tabelle 25)), da die MdAP 1-Expression dann
von PcAFL 1-1 erst reguliert wurde (Abbildung 26). Geht man davon aus, dass die
Stecklinge aufgrund des Mutterpflanzenalters beim Erntetermin bereits in der
reproduktiven Phase und die Knospen per se bereits zur Blite induziert waren, aber
durch einen Inhibitor gehemmt werden (GoLDSCHMIDT und SAMACH, 2004), ist
erklarbar, warum MdSOC 1, PcAFL 1-1 und MdAP 1 von Versuchsbeginn
nachweisbar waren.

Liu et al. (2007) konnten in A. thaliana nachweisen, dass AP 1 die Expression von
SOC 1 unterdriickt. Das konnte der Grund sein, warum in der vorliegenden Arbeit
die Expression von MdSOC 1 nach dem 26. August wieder sank.

Vermutlich hindert TFL 1 die Verbindung zwischen AP 1 und LFY und andererseits
konnen sowohl AP 1 als auch LFY die Expression von TFL 1 unterdriicken (HEMPEL
et al., 2000). An Apfelknospen konnte gezeigt werden, dass die Expression von
MdTFL 1 bevorzugt in vegetativen Geweben stattfindet. Die Expression ist stark im
frihen Juli etwa 2 Wochen bevor die Blitenknospenbildung induziert wird. Danach
erfolgt eine Abnahme der Expression bis zum spéten Juli. Das bedeutet, dass
MdTFL 1 am Baum vom spéten Juni bis zum frihen Juli in die Induktion der
Blitenregulation involviert ist (KoTobA und WADA, 2005; HATTASCH et al., 2008).
KoToDA et al. (2003) geben an, dass die Transkription von TFL direkt vor der
Bluteninduktion reduziert wird und HATTASCH et al. (2008) vermuten in der

reduzierten Expression von MdTFL 1-1 und 1-2 in eigenen Versuchen an Apfel eine
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gleichzeitige Zunahme blihférdernder Gene. In der vorliegenden Arbeit konnte ein
drastisches, signifikantes Absinken der Expression von MdTFL 1-1 am 12. August
beobachtet werden (Abbildung 26). Gleichzeitig stieg die Expression von MdAP 1,
MdSOC 1 und PcAFL 1-1 an. Das konnte bedeuten, dass zu diesem Zeitpunkt
tatsdchlich die Bluteninduktion in den Knospen stattfand. Die histologischen
Untersuchungen zeigten die ersten eindeutig generativen Knospen - mit
Pflockmeristem - am 19. August. Damit ware der zeitliche Rahmen von der
Induktion zu den ersten morphologischen Verénderungen (Verbreiterung des Apex)
und Bildung des Pflockmeristems auf weniger als eine Woche reduziert. Das scheint
unwahrscheinlich wenn man die Angaben mit Literaturwerten (die 2-3 Wochen fir
diesen Zeitraum angeben) vergleicht.

Es konnten keine antagonistischen oder synergistischen Effekte in der Expression
zwischen MdSOC 1 und PcTFL 1-1 gefunden werden, diese Beobachtung wurde
auch bei JUNG und MULLER (2009) und HATTASCH et al. (2008) gemacht.

Da sowohl AP 1 als auch TFL 1 weitere Aufgaben in der Blitenbildung haben,
konnten die Expressionsraten dieser beiden Gene in den vorliegenden
Untersuchungen auch in anderer Weise interpretiert werden. So ist AP 1 zusétzlich
ein Blltenorgan-Identitats-Gen und TFL 1 ein Infloreszenzmeristem-ldentitats-Gen
(HeR, 1999; HANKE et al., 2007; HATTASCH et al., 2008). HATTASCH et al. (2008)
beobachteten einen Anstieg der TFL-Expression nach der Bluteninduktion und
interpretieren dies als den Zeitpunkt, der den Beginn der Infloreszenzbildung
markiert. Es konnte sein, dass der Anstieg der MdAP 1-Expression in den
vorliegenden Untersuchungen mit der Anlage der Blitenorgane zusammenhéngt und
der signifikante Anstieg der PCTFL 1-1-Expression am 19. August - also eine Woche
nach dem Absinken (Abbildung 26) kénnte mit der Entwicklung der Infloreszenz der
Knospen zusammenhangen.

Bei FOSTER et al. (2003) und HATTASCH et al (2008) wurden generative Knospen
untersucht, wahrend in der vorliegenden Arbeit vermutlich sowohl generative als
auch vegetative Knospen untersucht wurden. Es ist moglich, dass sich die
unterschiedlichen Entwicklungszustande in den hier untersuchten Knospen
»uberlappten®. ES wurden jeweils Mittelwerte aus den Expressionsraten der Knospen

eines Termins gebildet, und es ist sehr wahrscheinlich, dass einige Knospen vegetativ
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und andere generativ waren. Es ist ebenfalls mdglich, dass einzelne Knospen erst
wahrend der Kultur im Folienhaus zur Bliite umgestimmt wurden.

Betrachtet man die MdAP 1-Expression der Gene am Baum im Vergleich zu den
Langstecklingen sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den senkrechten
Trieben und den Stecklingen zu erkennen, wohl aber zu den waagerecht gebundenen
Asten. PCTFL 1-1 zeigt nur am 11. August einen signifikanten Unterschied zu den
Varianten am Baum und am 09. September nicht mehr (Abbildung 28). Aber hier
reichen zwei Termine nicht aus um den Verlauf der Expression am Baum mit dem

der Stecklinge wirklich vergleichen zu kdnnen.

Die Blutenbildung an den Langstecklingen von ‘Williams Christ* 2008 war mit 28 %
héher als in den anderen Jahren (mit Ausnahme von 2007). Schaut man sich die
Blute der Mutterbdume im Frihjahr 2009 am Baum an, zeigt sich eine starke
Bliitenbildung an den senkrechten Trieben und weniger an den gebundenen Asten
(Abbildung 23). Der Unterschied der Genexpression von MdAP 1 zwischen den
gebundenen Asten und den senkrechten Trieben kann in den vorliegenden
Untersuchungen somit nicht auf eine Erhéhung der Blitenbildung zuriickzufuhren
sein. Eine mogliche Erklarung fiir die schwéchere Blitenbildung an den gebundenen
Asten ist aber moglicherweise darin zu finden, dass es in Wurzen im Herbst 2008
starken Hagel gab und im Fruhjahr 2009 nochmals einen Kalteeinbruch mit starkem
Frost. Beides verursachte nach Aussagen der Mitarbeiter, starke Schéden an den
Knospen — gerade in den unteren Bereichen der Baume.

Beziiglich der Genexpression in gebundenen Asten konnten keine Literaturangaben
gefunden werden, aber in vielen Arbeiten konnte eine Steigerung der Blutenbildung
durch mechanisch induzierten Stress nachgewiesen werden. So ist nach SANYAL und
BANGERTH (1998) Ethylen ein wichtiger Regulator der Bliitenknospenbildung. Im
Versuch an Apfel wurde mechanisch induzierter Stress durch Binden der Aste
erreicht. Horizontale Aste wurden hoch und vertikale Aste herrunter gebunden. Das
Ergebnis war eine Zunahme in der Ethylenproduktion -wobei das Herunterbinden der
vertikalen Aste einen stirkeren Effekt hatte als das Hochbinden der horizontalen
Aste- und eine 2 bis 2,5fache Abnahme des polaren Auxintransports sowie eine
3fache Abnahme des Cytokiningehaltes zur Folge hatte. Insgesamt kam es zu einer
Erhohung der Blitenknospenbildung. ITo et al. (2004) beobachteten in einem

Versuch drei Tage nach dem Waagerecht Binden von Zweigen bei der Japanischen
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Birne, dass die Anteile an Saccharose und Sorbitol in den Seitenknospen von Trieben
sanken, sich aber nach sieben Tagen nicht mehr von den ungebundenen Asten
unterschieden. Die Blitenproduktion wurde erhoht. Apikale Dominanz wurde
behindert und dadurch die Blitenentwicklung in den Seitenknospen erhoht. Die
Blutenentwicklung fand an horizontalen Trieben eher statt als an vertikalen Trieben.
Hier wurde beobachtet, dass durch das waagerechte Binden der Aste der
Auxintransport im Spross gesenkt wurde, wahrend die Cytokinin-Konzentration in
den Seitenknospen stieg.

Die Expressionsraten in den Knospen von ‘Conference* zeigten im Vergleich zu den
Knospen von ‘Williams Christ einen deutlichen Unterschied. Zwar wurden hier
nicht so viele Termine untersucht, vergleicht man aber die dargestellten Termine mit
denen von ‘Williams Christ®, fallt auf, dass der Anstieg von MdSOC 1 und PcAFL 1-
1 schwécher verlauft und PcTFL 1-1 zu allen Zeitpunkten starker exprimiert wurde
als MdAP 1 (Abbildung 31). Im Hinblick auf das Ergebnis der geringen
Blutenbildung mit 3 % an den Stecklingen im Folienhaus (Abbildung 20) und auf der
Freiflache am Baum (Abbildung 22) bestatigt sich hier die Annahme, dass (Obst-)
Geholze, wenn sie die juvenile Phase abgeschlossen haben, in allen Knospen
Bliitengene ,,bereit halten und diese auch nachweisbar sind, aber die Knospen
dennoch in ihrer Blutenbildung gehemmt werden.

In den Knospen der Stecklinge lag PCcTFL 1-1 starker exprimiert vor als MdAP 1
nicht aber in den Knospen der senkrechten Triebe am Baum. Neben TFL wirken
auch andere Repressoren wie z.B. FLOWERING LOCUS C (FLC). FLC unterdrickt
in A. thaliana die Intergratoren FT, LFY, CO und SOC 1 und ist im Blatt und im
Apikalmeristem nachweisbar (HANKE et al., 2007; ALEXANDRE und HENNIG, 2008;
JUNG und MULLER, 2009).

Eine Ursache der Bliteninduktion an den Langstecklingen wurde zu Beginn der
Arbeit in den hohen Temperaturen, die wéahrend der Kultur im Folienhaus vorkamen,
vermutet und es wurde eine Zunahme von MdAP 1 gleichzeitig mit einem Anstieg
der Temperatur beobachtet. Um hier eine kldrende Aussage treffen zu konnen,
mussten mehr Probenahmen um einen Temperaturanstieg herum gemacht werden.
Da aber unter kontrollierten Temperaturbedingungen bei 28 °C ebenfalls Bliiten-
bildung beobachtet wurde, sind die hohen Temperaturen vermutlich kein
Bluteninduktor. Hierfir spricht auch die Tatsache, dass die Blutenbildung an
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‘Conference‘ unter kontrollierten Bedingungen und im Folienhaus je 3 % betrug.
Wie bereits in Kapitel 4.1.2 erwdhnt kann sich eine zu hohe Temperatur
moglicherweise eher hemmend auf die Blitenbildung auswirken FERGUSON et al.
(1994) haben festgestellt, dass die Proteinsynthese in Zellen von Birnenfriichten bei
einer Temperatur von 25 °C (6h) sinkt und weiter sinkt bei ansteigenden
Temperaturen und vermuten, dass Hitzeschockproteine dafiir verantwortlich sind.
Temperaturen zwischen 39 und 42 °C scheinen kritisch fiir Birnenzellen zu sein und
die Mortalitatsrate steigt signifikant bei 45 °C. Diese Werte zeigen, dass sich
steigende Temperaturen bei Birnen wahrscheinlich eher nachteilig auswirken.

Ein Versuch mit jungen In-vitro Sprossen von ‘Williams Christ® (unver6ffentlichte
Daten, 2009) die Oh, 2h, 3,5h und 20h einer Temperatur im Klimaschrank von 35 °C
ausgesetzt wurden (Lichtbedingungen wie im Kulturraum) zeigten keine MdAP 1lund
PcAFL 1-1 Expression in den Knospen, lediglich PcTFL 1-1 konnte nachgewiesen
werden. Damit kann ein Einfluss der Temperatur auf die Bluteninduktion juveniler
‘Williams Christ‘-Sprosse innerhalb weniger Stunden ausgeschlossen werden.
SzankowsKI et al. (2009) haben jedoch gezeigt, dass es moglich ist Uber RNAI-
Silencing von MdTFL 1 juvenile In-vitro-Pflanzen von Apfel nach sechs Monaten
zum Blihen zu bringen. Juvenile Pflanzen kénnen dann zur Blite induziert werden
wenn entweder der Blihrepressor ausgeschaltet wurde oder aber eine konstitutive

Uberexpression der bliihfordernden Gene stattfindet (SzANKOwsKI et al., 2009).

Bei der Aktivitat von Genen spielt die circadiane Uhr (Photoperiode) ebenso eine
Rolle. Den Nachweis lieferten Untersuchungen tber sogenannte LHC-Gene (light
harvesting complex), die in der Photosynthese fur Chlorophyll-bindende Proteine
kodieren und die der Lichtabsorption in der Photosynthese dienen. Die Transkripte
sind dann am stérksten vorhanden, wenn sie am meisten gebraucht werden. Dieser
Zeitpunkt ist um die Mittagszeit erreicht, wenn die Sonne am hochsten steht. Nachts
sind diese Transkripte kaum nachzuweisen (STAIGER, 2000). Von den Genen, die an
der Bluteninduktion in Obstknospen beteiligt sind, ist nicht bekannt wie genau sie
von der circadianen Uhr beeinflusst werden. Da es sich aber bei Obstbdumen um
Langtagpflanzen handelt und die Blitenbildung auch tber CO induziert wird
(HANKE et al., 2007), ist davon auszugehen, dass die circadiane Uhr Einfluss nimmt.
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Neben vielen beeinflussenden Aspekten wie Klima, Standort, Entwicklungszustand
etc. (WILKIE et al., 2008) scheint die Bllteninduktion duRerst sortenabhéngig zu sein.
In den Knospen von ‘Williams Christ® und ‘Conference‘ konnten von Beginn an die
blihfordernden Gene MdSOC 1, PcAFL 1-1und MdAP 1 nachgewiesen werden. Das
lasst darauf schlieRen, dass es sich bei den Stecklingen um adultes Pflanzenmaterial
handelte. Die Expression von PcTFL 1-1 war in den Knospen von ‘Conference*
starker als die Expression von MdAP 1, wihrend dies bei ‘Williams Christ®
umgekehrt war. Dieses Ergebnis wird durch die starkere Bllte an den Stecklingen
von ‘Williams Christ (im Vergleich zu ‘Conference®) bestitigt.

In den Knospen senkrechter Triebe am Baum konnte sowohl bei ‘Williams Christ*
als auch bei ‘Conference‘ eine starkere MdAP 1-Expression (vergleichend zu
PcTFL 1-1) nachgewiesen werden. Wéhrend die Blite an den senkrechten Trieben
am Baum bei ‘Williams Christ® auch stark war, war sie bei ‘Conference aber eher
schwach.

Bei ‘Williams Christ® handelt es sich offenbar (anders als in der Literatur angegeben)
um eine sehr bluhwillige Sorte, was sich auch auf die Konkurrenztriebe oder

Sommerschosse Ubertragt - ganz im Gegensatz zu ‘Conference".
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4.3 Abschlussbetrachtung
In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das
Mutterpflanzenalter einen groRen Einfluss auf den Bewurzelungserfolg hatte. Im
Vergleich der Bewurzelung kurzer und langer Stecklinge von ‘Williams Christ®
bewurzelten die langen Stecklinge alterer Mutterpflanzen besser und bei jlingeren
Mutterpflanzen bewurzelten die Kurzstecklinge besser. Im Vergleich der
Bewurzelung langer Stecklinge bewurzelten die von jungeren Mutterpflanzen besser
als die von éalteren. Das Mutterpflanzenalter hat auf die Bewurzelungsqualitat keinen

Einfluss. Der Bewurzelungserfolg war in den einzelnen Jahren sehr unterschiedlich.

Die Blitenbildung an den Stecklingen jungerer Mutterpflanzen war hoher als an den
Stecklingen alterer Mutterbdume. Es konnte gezeigt werden, dass hohe Temperaturen
(um 28 °C) auf die Bluteninduktion vermutlich einen eher hemmenden Einfluss
ausuben, wahrend sich Temperaturen zwischen 25 und 35 °C in den ersten Tagen
nach dem Stecken positiv auf die Bewurzelung auswirkten. Ein Einfluss der
Temperatur auf die an der Bluteninduktion beteiligten Gene konnte nicht gefunden

werden.

Im Hinblick auf die gezeigten Ergebnisse und im Zusammenhang des Alters und der
Reproduktivitdt der Mutterpflanzen ist zu vermuten, dass auch in den frischen
Neutrieben adulter Pflanzen der Blihimpuls bereits vorliegt.

Die histologischen Untersuchungen der Knospen an den Langstecklingen von
‘Williams Christ® zeigten eine eindeutige morphologische Verdnderung zum
reproduktiven Meristem vier Wochen nach dem Stecken. Vergleichend zu
Literaturangaben hatten die Meristeme aber bereits zu Versuchsbeginn eine Breite
von >130 pum, was bei Apfelmeristemen bereits als Verbreiterung zum
Blutenmeristem und erste morphologische Anderung gewertet wurde.

Im Gegensatz zu juvenilen A. thaliana mussten die Transkripte der bliihférdernden
Gene wie SOC 1 und AFL 1 nicht erst akkumuliert und aktiviert werden und sowohl
MdSOC 1 als auch PcAFL 1-1 konnten in den Knospen von ‘Williams Christ® (zum
Teil auch starker exprimiert als PcTFL 1-1) und ‘Conference® bereits zu
Versuchsbeginn nachgewiesen werden. Ein schwieriger Aspekt dieser Arbeit liegt in
der Tatsache begriindet, dass die Ergebnisse der Genexpression spater nicht am

Steckling zu Uberprufen waren. Da mit den Probenahmen der jeweilige Steckling aus
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der Vermehrung genommen wurde und das tatséchliche Blihverhalten damit nicht
mehr zu beurteilen war.

Betrachtet man aber diesbeziiglich die Blitenbildung der senkrechten Triebe an den
Mutterpflanzen ist davon auszugehen, dass die ‘Williams Christ‘-Stecklinge als
Triebe am Baum vermutlich gebllht hétten, wahrend die ‘Conference‘-Stecklinge
generell eher nicht so starke Bliite an den senkrechten Trieben am Baum zeigten.
Eine solche Blitenbildung, wie bei ‘Williams Christ® dargestellt, konnte weder an
den Langstecklingen von ‘Conference® und ‘Vereins Dechant’ noch an einjdhrigen
Apfelsdmlingen beobachtet werden. Das zeigt insgesamt, dass die Bliiteninduktion
stark sortenabhéngig ist und dass juvenile Pflanzen nicht durch den Stress im Fog zur
Blite induziert werden kdnnen.

Vergleichspflanzungen vergangener Jahre haben allerdings auch gezeigt, dass
verschulte Langstecklinge von ‘Conference® bereits im Frihjahr nach dem
Verschulen ebenfalls Bliten bildeten.

Insgesamt lassen die Ergebnisse darauf schliel3en, dass es sich bei den Stecklingen
um senkrechte Triebe handelte, die sich bereits in der reproduktiven Phase befanden,
was sich auch an den Ergebnissen des schwankenden Bewurzelungserfolges
wiederspiegelte, da sich juveniles Material besser bewurzelt als adultes (SPETHMANN,
2000).

Im Hinblick auf die ricklaufigen Anbauzahlen bei Birne (CosTES, 2004) kdnnte die
Vermehrung von Birnen auf eigener Wurzel Giber die Vermehrung als Langstecklinge
dennoch ein guter Ansatz sein. Badume auf eigener Wurzel kdnnen die Ressourcen
des Substrates besser nutzen, sind einheitlicher im Wuchs und es besteht keine
Gefahr der Unvertraglichkeit mit der Unterlage (FRIEDRICH et al., 1978; TWORKOSKI
und TAKEDA, 2007). Ein Nachteil der Vermehrung der Birnenlangstecklinge ist
jedoch der wenig planbare Bewurzelungserfolg. Zwar bewurzelten die
Langstecklinge von ‘Williams Christ® und ‘Conference® in jedem Jahr, aber der
Bewurzelungserfolg schwankte erheblich - trotz der immer gleichen Versuchs-
durchfihrung und Behandlung der Stecklinge.

Durch die Bliitenbildung bei ‘Williams Christ® im Frithjahr nach dem Bewurzeln
entfallt die sonst ubliche juvenile Phase in der Vermehrung von Obstbdumen.
Grundsatzlich bedeutet diese Art der Vermehrung, bei erfolgreicher Bewurzelung
eine Verkirzung der unproduktiven Standzeit. Nach dem Verschulen der Stecklinge
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von ‘Williams Christ® konnte in den vergangenen Jahren wiederholt Bliiten- und
auch  Fruchtbildung beobachtet werden (SPETHMANN, 2007). In einer
Vergleichspflanzung von In-vitro vermehrten Birnen, Samlingen, wurzelechten
Stecklingen und Quitte A als Unterlage konnten gute Ergebnisse fir die
wurzelechten Stecklinge von ‘Williams Christ’ beobachtet werden. Bereits nach drei
Jahren Standzeit zeigten die Langstecklinge einen Stammdurchmesser und einen
Fruchtansatz der vergleichbar zu den Birnen auf Quitte A war. Die In-vitro-Pflanzen
zeigten nach drei Jahren ein dhnliches Verhalten wie die S&mlinge (SPETHMANN,
Vorlesung). Das gehemmte Wachstum, das nach dem Verschulen und in der weiteren
Kultur beschrieben wird (SPETHMANN, 2002; MEIER, 2004) wirde es ermdglichen,
schwachwichsige Birnenplantagen anzulegen — wie es auch im ,high density
planting® durch Auswahl der Unterlagen bereits durchgefiihrt wird (WERTHEIM,
1981; WERTHEIM et al., 2001). Im Vergleich von Langstecklingen, die an jungen
Allee- und alten Obstbdumen geerntet wurden zeigte sich, dass die Stecklinge der
Alleebdume (z.B. Acer platanoides und Ulmus ‘Regal ) nach dem Verschulen ein
starkes Wachstum aufwiesen, wéhrend die Stecklinge der Obstbdume (Pyrus,
Prunus, Malus) ein gehemmtes Wachstum zeigten (OSTERC und SPETHMANN, 1998;
SPETHMANN, 2007 und Vorlesung). Das gehemmte Wachstum ist vermutlich auf das
Alter der Mutterpflanzen zuriickzufuhren, da mit zunehmendem Alter der Pflanzen
der Hohenzuwachs abnimmt (HILKENBAUMER, 1964; SPETHMANN, 2000). Auch
hemmen Blitenknospen wéhrend der Bewurzelungsphase das Weiterwachstum von
Stecklingen nach erfolgreicher Bewurzelung (SPETHMANN, 2000). Ein Aspekt, der
fur die Vermehrung von Birnen auf eigener Wurzel spricht, ist, dass die
herkdmmliche Vermehrung von Birnensorten auf Quittenunterlagen (die verwendet
werden, weil sie eine Friihreife induzieren) bei Pyrus die Vitalitat der Reiser mindert,
allerdings in einem noch vertretbaren Rahmen. Es wird meist die Quitten-Unterlage
C gewadhlt, die letztlich am vitalsten wirkt, am starksten Fruhreife hervorruft und
kleineren Wuchs verursacht (WERTHEIM et al., 2001; BUNEMANN, 2002). Aufgrund
von Unvertraglichkeiten zwischen Unterlage und Sorte sind immer noch Zwischen-
veredelungen notwendig, die zeitaufwendig sind. Nachteilig wirkt sich ebenfalls eine
Kalk- und Frostempfindlichkeit der Quittenunterlagen aus. Die Standfestigkeit ist
geringer im Vergleich zu Samlingsunterlagen von Pyrus (AID, 2004). Die Boden-

anspruche fir Samlingsunterlagen sind zwar gering, sie sind langlebig, frosthart und
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standfest, allerdings wachsen sie sehr stark und der Ertragsbeginn ist spat (AID,
2004). Auch im Vergleich zu Birnensamlingen ist die Vermehrung von Birnen Uber
Langstecklinge (bei erfolgreicher Bewurzelung) vorteilhaft, da sie nicht so stark
wachsen und schon Uber die Fahigkeit zur Blte verfligen.

In folgenden Untersuchungen muss geklért werden, wie sich die Morphologie und
die Expression blihfordernder und blihhemmender Gene in Knospen am Baum uber
das Jahr verhalt um detailliert beurteilen zu kénnen, ob die Blitenbildung im Fog
genauso verlauft wie am Baum. Hierbei mussen auch die verschiedenen Positionen
der Knospen am Baum beriicksichtigt werden.

Uber zusatzliche Untersuchungen muss die Bewurzelung von Stecklingen adulter
Mutterpflanzen verbessert werden. Hierbei konnten Analysen zum endogenen
Hormonhaushalt in den Stecklingen vor und nach dem Schnitt viel zur Klarung
beitragen. So konnte geklart werden, ob die Bliten verschiedener Sorten Uber
Hormonwechselwirkungen gesteuert werden und wie sich der Auxingehalt auf den

Bewurzelungserfolg auswirken kann.

Im Hinblick auf den optimalen Zeitpunkt der Stecklingsernte, um das bestmdgliche
Bewurzelungsergebnis in Verbindung mit der Bliteninduktion zu erhalten, ist es

ratsam, nochmals Terminversuche durchzufiihren.

Um das weitere Ertrags- und Wuchsverhalten der wurzelechten Stecklinge im
Vergleich zur herkdmmlichen Vermehrung Uber Quittenunterlagen beurteilen zu
konnen ist es notwendig, eine Vergleichspflanzung tber viele Jahre zu betrachten

und ebenfalls in jedem Jahr zu bonitieren.
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6. Anhang
Tabelle A 1: Verwendete Geréte und Materialien im Labor
Gerat Typ Hersteller
Waage
Tischzentrifuge
Reaktionsgefale 0,1 ml Corbett
0,2ml0,5ml;1,5ml,20ml |Sarstedt

Pipetten 0,1 ul, 20 pl; 200 pl; 1000 pl  |Eppendorf
Pipettierspitzen 10 pl; 500 pl, 1000 pl Sarstedt
Photo-Kamera Canon
BioDocAnalyze Video
(RNA) Biometra Ti 5 Biometra

verwendetes
Programm

zur anschlielenden BioDocAnalyze 2.0 Biometra

Bearbeitung
Thermocycler T3 Biometra
Autoklav
Vapoklav
Mikrowelle
Gefrierschrank
-80 °C Schrank
Vortex
Schittler
PH-Meter
Elektrophoresekammern
Photometer
Prézisionskivette

Materialien Typ Hersteller

Kit fur RT-PCR OneStep RT-PCR Qiagen®
Kit zur Isolation von
RNA Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit|Invitek
Agarose SeaKem LE Agarose Biozym
Ethidiumbromid 10 mg/ml Stammldsung Roth
Langenmarker Forever 100bp Ladder Seegene
Ethanol 99,8% Roth
4-DNA-GroRenmarker 100ng MBI Fermentas
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A I: Steckplane

2005:

Versuch wurde aus Platzgriinden geteilt.

WC Il L

Anderer Versuch

WC IV L

WC IV L

WCIL
WCIIL
WC | K
WCII K
WC I K

WC: Williams Christ Karlsruhe
L = Langsteckling
K = Kurzsteckling
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2006:

WCIL

WC IV L

WC Il L

WCIK

WCIIL

WC I K

WC II K

WC IV K

WC: Williams Christ Wurzen

L = Langsteckling
K = Kurzsteckling
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2007:
links
ConlllL ConlV K VDIV L A
%
2A
VD IV K WC IV L YA
£ standort Solarimeter
+ « |
Z Standort Temperaturfiihler
>
VD IlIL ConlL WC W: Williams Christ Wurzen
Con: Conference
VD: Vereins Dechant
WCVIIL |[WCVK |WCVIIL |WCHK L = Langsteckling
K = Kurzsteckling
VDI K
rechts
WC VI K WCVIL VD Il K ConlVL WC VI K
WCIL Con lll K WC I K ConlK VDIl L
WC IV K VDIL ConllL WCIVL
WCIIIL WC VII K Conll K WC I K WCIIL
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2008:

Folienhaus

Con | WC W I WCW Il Con Il
WC W I WCK I Con 111 WCKII
WCWIV |ConlV WC WV ConV
WC K 111 Con VI WCK IV WC KV
Con VII WC W VI | Con VIII WC K VI
WC W VIl | Con IX Con X WC<I§>VII
<] >

v

WC W | WCKVIII | WCW IX Con XI
VI

WC K IX WC W X WC K X Con XII
WC W XI | Con XIlI WC W XIlI | WC W

.J\>> X1
WC K XI WC K XII WC W | WC K XIllI
X1V

WC K XIV | WCW XV | WCK XV | ConXIV
WC W | WC K XVI | Con XV Con XVI
XVI

WC K WC W
XVII XVII

WC W:Williams Christ Wurzen
WC K:Williams Christ Karlsruhe
Con: Conference

17 Wiederholungen a 25 Stecklinge
I-XVI1 : Wdh, nur Langstecklinge
vAg
<}Q\l> Standort Solarimeter

v

{}> Standort Temperaturfuhler
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Klimakammer

Con

50 Stecklinge

<=

WC_K

50 Stecklinge

WC_W

50 Stecklinge

*%_

WC W
Con
WC_K

Je 15 Stecklinge

WC W:Williams Christ Wurzen
WC K:Williams Christ Karlsruhe
Con: Conference

Je 75 Langstecklinge

# Standort Temperaturfiihler
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Abbildung A 3: Darstellung der mittleren und maximalen Sonneneinstrahlung pro Tag im Folienhaus (FH), 2008 sowie die relativen

Genexpressionsraten von PcTFL 1-1, MdAP 1, PcAFL 1 und MdSOC1 an den Probeterminen
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A 111: Gensequenzen zum Ableiten der Primer

APPLE FLORICAULA 1: Pyrus communis PcLFY 1 mRNA for LEAFY protein,
complete cds

(AB162030.1)
1 [atglgatccag atgccttete tgegaacttg ttcaagtggg acttacgtgg gatggttgtg
61 ccgacgaacc gggttcagct cgaagcggec gtaacgecag cageggeage tgctgegggg

121 gcggttggtt atactttaag gccgecaaga gagettggac ttggagggct tgaagacttg
181 ttccaggctt atggggtcag atactacccg geggegaaga tageggagct tggatttact
241 gtgaacaccc tcttggacat gaaggatgat gagcttgatg acatgatgag cagectctct
301 cagatattcc gctgggagtt gettgttggg gagaggtatg gtatcaaage tgecgtcaga
361 gcecgagegee geegecttga ggaggaggac tetcggegge geaacectgt ctetggtgat
421 accaccacca atgccctaga tgetctctce caagaaggac tgtcggagga gecagtgeaa
481 caagagaagg agatggtggg gagcggtgta gggatggegt gggaggttgt gacggcggga
541 gagaggcgga agaagcageg gaggatgaag aaggggcaat ataggaactg tagtgetgta
601 gggggtcata ataatgatca taacgagggt gtagacgaca aggacgacga catggacgac
661 atgaatgggc aggggaacgg tggaggaggg gggttgctag gcgagagaca gagggageac
721 ccgttcatcg tgacggagcee tggggaggty geacgtggea aaaagaacgg tcttgattac
781 ctcttccatc tctacgagcea gtgecgtgat ttcttgatce aggtccagaa cattgccaag
841 gagcgceggtg aaaaatgtce aaccaaggtg acaaaccagg tgtttaggta tgccaaaaag
901 tcaggcgcaa getacatcaa caagccgaag atgcggeact atgtgeactg ctacgecctg
961 cattgcctgg acgtggagge atcgaatgtg ttgaggagag cgttcaagga gacgggegaa

1021 aatgtcgggt catggcggcea ggcatgttac aagectcttg tggtcattge agcgggecaa

1081 ggctgggaca tcgatgecat tttcaattct catceecgtc tttecatctg gtacgtteee

1141 acgaagctcc gtcagctttg tcacgecgag cgecacaaca ccgectetag ctetgectec

1201 ggtggcgggg gcgageacct gccctat
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APETALA 1 aus Malus x domestica
(AY071921)

1 tctgggggtttcggttgtttggtttttttgagaaagaaaatcaaagaacaagcagttgaa

61 agagtgagtggtaactcagagtccataaatatttaatdatggggagaggtagagttcage
121 tgaagcgcatagagaacaagatcaacaggcaggtgactttttccaaaagaagcactggge
181 tgctgaagaaggctcatgagatctctgtcttgtgtgatgctcaggttgctttgattgtct
241 tctccaacaaggggaagctccttgagtacgccacagattcatgtatggagcaaatecttg
301 aacgctatgaaagatactcttacgcagaaagacagctagttgaaccagattttgagtcac
361 agggtaactggacctttgaatattccagactaaaggctaaagttgaggttttgcaaagaa
421 accataggcactatttgggagaagacctggattccttgactctcaaggaaatccaaagtt
481 tggagcaacagcttgacaccgctcataaacaaattcgattaagaaaaaatcaactcatge
541 atgaatccatcactgagcttcagagaaaggaaaaggcgatacaggagcaaaataacttgce
601 tagcaaagaagataaaggagaaggagaaggctgcagctcagccccaggttcaaaactggg
661 agcagcagaaccatgaccttgacctgcttccacagecccttccatgtcttaacattgggg
721 ggacgcagcaagatgaattccttcaagtgaggaggaaccagcetggaccttacactggaac

781 cattttattcatgccatctcggatgctttgctgcttgatcatcaatgggta
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TERMINAL FLOWER 1: Pyrus communis PcTFL 1-1 mRNA for TFL1-like
protein, complete cds

(AB162042.1)
1 ggagtgctat tagctcctcc tgaattgact tagecattaa tcttttcttt ttacactttc
61 tcttctctct ctctetctct ctetctetet ctetetetct ctetctetct cttaaa a
121 aaagagcatc ggagcctctg gttgttggga gagtgatagg agatgttctt gattccttca
181 ctgcaacaac aaaaatgtct gtcacttaca acaccaagct agtctgcaat ggacttgage
241 tetttcctte tgttgtcaca gecaaaccta gagttgagat tcaaggaggg gatatgagat
301 ccttctttac tttggtgatg acagacccag attttcctgg cectagtgat ccttatctaa
361 gggagcacct geactggatt gtgacagaca ttccaggeac cacagatgec acatttggaa
421 gagaggtggt gagttatgag atgccgaagc ccaatattgg catccacagg tttgtgtttg
481 ttctcttcaa gcagaatcga agacaatcaa tcaacacacc ttcctcgagg gatcacttca
541 gcactcgaag cttcgcggece gaaaatgace tgggtettee tgtegetgee gtctacttca
601 acgcgcagag agaaactgca getagaagac getagetagt agetgtacce agaactcctc

661 catccatt
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R-ACTIN: Pyrus communis PCACT mRNA, partial cds
(AB190176.1)
1 ggaactggaa tggtgaaggc tggatttgct ggtgatgatg ctcccagggc tgtgtttect
61 agtattgttg gtcgtccacg acacacaggt gtcatglgttg gtatgggtca gaaggatgec
121 tatgtaggtg atgaagcaca gtcgaaaaga ggtatcctta ccttgaagta tcccattgag
181 catggtatag tgagcaactg ggatgacatg gagaagatct ggcatcatac tttctacaat
241 gaacttcgtg ttgctcctga agagcaccca gttctgetca cagaggcetcec tctcaatect
301 aaggccaaca gagaaaagat gacccaaatt atgtttgaga ccttcaatgt gectgecatg
361 tatgttgcca tccaggctgt tetcteactt tatgecagtg gtcgtacaac aggtattgtg
421 ctggactcag gtgatggtgt gagtcacact gtcccaatct acgaaggtta tgcccteect
481 catgccatcc ttcgtctgga ccttgetggt cgtgacctca cagatgettt gatgaagatt
541 ctcactgaaa gagggtacat gtttaccact actgctgaac gggaaattgt ccgtgatatg
601 aaggagaagc ttgcatatgt tgcccttgat tatgagcaag aacttgagac tgccaagagc
661 agctcgtcag ttgagaagaa ctatgagctt cctgagggcc aagtcatcac aattggagct
721 gagagattcc ggtgcccaga agtgctcttc caaccatcce tcattggaat ggaagcetget
781 ggcattcatg agactaccta caactctatc atgaagtgtg atgtggatat cagaaaagac
841 ctatatggaa acatcgtgct cagtggtggg tcaactatgt tcectggtat tgcagaccgt
901 atgagcaggg agatcaccgc tcttgctcca agcagcatga agatcaaggt tgtggcteca
961 ccggagagaa agtacagtgt ctggattgga gggtccaccc ttgcatccge tcagtacatt

1021 ccaacagatg tgtatttcac cacgg
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SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1: SOC 1 aus Malus x
domestica

(GU983664.1)
1 [atggtgagaaagaaggttgagatgaaaagaattgagaataacacaagccgacaagtgacc
61 ttctcgaaacgtcgaaaggggttgttaaagaaagcttatgagetttcggttctttgcgat

121 gctgaagttgcagtcatcgtcttctcgcaaaaaggcaggatctatgagttctccaggtct
181 gacatgcaacggactataaatcgataccataaacatgaaaatggatcagggccgaccaac
241 aaggttgaagtggaacaatatgtgcagcacttgaagcatgaatcagctattatagccaag
301 aagatagagatcctagaagcttcccageggaagcttttgggaaatgatctggattcttge
361 cctgttgaagaactccaagagatcagtagccagetggagegaagettacgcageataagt
421 gagagaaaggctcaattatacacggagcagatggaacaacataaggcaagggagaggttc
481 ctgttacaagaggatgcacagttacgtgaagagtgttgtgcgaagecgtggatggagttt
541 tcacctcaagaaaaaagagcttctgcgtctgtaagcaatgaaaaagcaggagcttctget
601 tctgctccgataaactaccggagecaaagtageatgagttctgaggtggacaccgatttg

661 ctcattggacagccaaatggtgcgegctgttga
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A 1V: Ubereinstimmung der Produkte aus der Sequenzierung

Die Nummern 120 bis 123 bezeichnen die eingeschickten Sequenzen

MdAP 1
CAGAGACTGGGCTGCTGAAGAAGGCTCATGAGATCTCTGTCTTGTGTGATGCTCAGGTTG

CTTTGATTGTCTTCTCCAACAAGGGCAAGCTCTTTGAGTACGCCACAGATTCATGTATGG
AGCAAATCCTTGA

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

AP GAACAAGATCAACAGGCAGGTGACTTTTTCCAAAAGAAGCACTGGGCTGCTGAAGAAGGC 60
120 e CAGAGACTGGGCTGCTGAAGAAGGC 25
* R R R I I I I I i I i i
AP TCATGAGATCTCTGTCTTGTGTGATGCTCAGGTTGCTTTGATTGTCTTCTCCAACAAGGG 120
120 TCATGAGATCTCTGTCTTGTGTGATGCTCAGGTTGCTTTGATTGTCTTCTCCAACAAGGG 85
B R R R R R R R R R R R I I I S I S S
AP GAAGCTCCTTGAGTACGCCACAGATT-————————————————————— 146
120 CAAGCTCTTTGAGTACGCCACAGATTCATGTATGCAGCAAATCCTTGA 133
R R R R e
PcTFL 1-1

CTTCTTCTGTTGTCCAGCCAACCTAGAGTTGAGATTCAAGGAGGGGAGTTGAGATCTTTC
TTTACTTTGGTGATGACGGACCCAGATTGTCCTGGCCCTAGTGACCCTTATCTAAGGGAG
CACCTGCACTGGATTGTGACAGACATTCCAGGCACCACAGATCAGACATTCCAGGCACC
ACAGA

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment
tfl ACACCAAGCTAGTCTGCAATGGACTTGAGCTCTTTCCTTCTGTTGTCACAGCCARACCTA 60
121 e CTTCTTCTGTTGTC-CAGCCAA-CCTA 25

* kkkkkkkkkkk khkkkkkk kkkk

tfl GAGTTGAGATTCAAGGAGGGGATATGAGATCCTTCTTTACTTTGGTGATGACAGACCCAG 120
121 GAGTTGAGATTCAAGGAGGGGAGTTGAGATCTTTCTTTACTTTGGTGATGACGGACCCAG 85

kk ok kkkkk ok k ok kkk ok k ok ok kkkk khkkkkhkkhkk hhkkkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkkhkkhkk Kkkhkkkkkk

tfl ATTTTCCTGGCCCTAGTGATCCTTATCTAAGGGAGCACCTGCACTGGATTGTGA ————— 174

121 ATTGTCCTGGCCCTAGTGACCCTTATCTAAGGGAGCACCTGCACTGGATTGTGACAGACH 145
KA, KAAKAAAAAAAKAAKAA A, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak A A A kKKK

PcAFL 1-1

GNNCAAAAGGCAGGGGCAAGCTACATCAACAAGCCAAAGATGCGGCACTATGTGCACTG
CTACGCCCA

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

afl AAAAATGTCCAACCAAGGTGACAAACCAGGTGTTTAGGTATGCCAAAAAGTCAGGCGCAR 60

122 e GNNCAAAAGGCAGGGGCAA 19
* *kkkkk Kkkkk Kkkkk

afl GCTACATCAACAAGCCGAAGATGCGGCA-———————————————————— 88

122 GCTACATCAACAAGCCAAAGATGCGGCACTATGTGCACTGCTACGCCCA 68

ER R R R R R S
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MdSOC 1

CTGGGNATCNCNAGAAAAGACTTCTGCTTCTTTAGCTATGAAAANGCAG
GAGCTTCTGCTTCTGCTCCNNTCANCTACTGGAGCCNAATGAGCTNNGTA
GATNCTNGACGTGGACAA

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

Soc
123

Soc
123

Soc
123

TGAAGAGTGTTGTGCGAAGCCGTGGATGGAGT TTTCACCTCAAGAAAAAAGAGCTTCTGC
———————————————————————————————— CTGGGNATCNCNAGAAAAGA-CTTCTGC

* * % * kkkkkk Kkhkkkkkk

GTCTGTAAGCAATGAAAAAGCAGGAGCTTCTGCTTCTGCTCCGATAAACTACCGGAGCCA
TTCTTTA-GCTATGAAAANGCAGGAGCTTCTGCTTCTGCTCCNNTCANCTACTGGAGCCN

KAk Kk Ak KAAKAKAKAAK KAAKAAAA KA KA A A KA A A A KA,k )%k *k kK kkkKk KkhkkkKkK

AAGTAG-———————————————————————— 126
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