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Aus dem Institut fiir Pflanzenziichtung Quedlinburg
der Deutschen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften zu Berlin

Uber physiologische Ursachen der Ascochyta- und Mycosphacerella-
Resistenz der Erbse (Pisum sativum L.)

Die phenolischen Inhaltsstoffe der Samenschale und ihre Bedeutung fiir die FuBinfektion*

Von E. CLAUSS,

Mit 11 Abbildungen

A. Einleitung

Unter der auBerordentlichen Formenfiille der
Erbsensorten sind wiederholt deutliche Unterschiede
im Grad der Anfilligkeit fiir die Erreger der Ful3- und
Brennfleckenkrankheit, Ascochyta pinodella Jones,
A. pisi Lib. und Mycosphaerella pinodes (Berk. et
Blox.) Stone beobachtet worden (GILCHRIST 19z6,
OGDEN 1936, WEIMER 1040, 1047, STOLL 1951, Bau-
MANN 1953, SKOLKO u.a. 1954, LYALL u. WALLEN
1958). Es laBt sich ganz allgemein feststellen, dal3
die widerstandsfahigsten leider die den Wildformen
nahestehenden buntsamigen Typen sind, die wegen
ihrer qualitativen Minderwertigkeit fast nur noch
als Futtererbsen angebaut werden. Mit betrdcht-
lichem Abstand folgen die farblossamigen Formen,
unter denen sich die Schalerbsensorten in der Regel
als merklich widerstandsfihiger erweisen als die z. T.
extrem anfilligen Markerbsen, die ausgerechnet die
geschmacklich besten Sorten sind.

Nach den Untersuchungen von SToLL (1951) und
SORGEL (1952} spielt die Samenschale der Erbse im
Infektionsgeschehen eine wichtige Rolle. Die FuB-
infektion, in der Regel die primire Ursache des
Befalls, beginnt mit der Besiedlung der Testa des
keimenden Samens im Boden. Srtorr fand, dafl sich
die Parasiten auf Samenschalen der resistenten bunt-
samigen Erbsen im Gegensatz zu denen von anfalli-
gen Sorten nur trige und sehr spirlich entwickeln.
Diese besondere Widerstandsfahigkeit beruht auf
der hohen Mazerationsfestigkeit gegen fermentative
Angriffe. Wird den buntsamigen Erbsen die schiit-
zende Samenschale entfernt, so lassen sie sich infi-
zieren. Demnach handelt es sich nach den Beobach-
tungen von StoLL bei der FuBkrankheitsresistenz
dieser Sorten um eine Scheinresistenz, die auf die
Barrierewirkung der mazerationsfesten Samenschalen
zuriickzufithren ist. SORGEL kultivierte die FuB-
krankheitserreger auf Samenschalendekokten und
konnte dadurch beweisen, dall die Widerstands-
fahigkeit der Testa buntsamiger Erbsen nicht allein
im Sinne Stoiis strukturell bedingt sein kann,
sondern in hohem Grade durch den Gehalt wasser-
léslicher, die Entwicklung der Parasiten stark hem-
mender Substanzen verursacht wird. Die ersten Ver-
suche zur Klarung der Natur der Inhaltsstoffe unter-
nahm SCENEIDER {1¢52). Er fand, daB es sich offen-
bar um gerbstoffartige, phenolische, in Beziehung
zu Anthocyanidinen stehende Substanzen handelt.
Die Ergebnisse von SORGEL und SCHNEIDER sind in
neuerer Zeit von EwinNg (1959) fiir einen anderen
Auflaufschadpilz der Erbse, fiir Pythium ultimum
Trow., bestdtigt worden.

* Quedlinburger Beitrige z. Ziichtungsforschung Nr. 58.

Wir setzten die von SORGEL und SCHNEIDER be-
gonnenen Arbeiten fort, identifizierten die phenoli-
schen Inhaltsstoffe der Samenschalen der resistenten
buntsamigen!, d. h. buntblithenden Erbsen, priiften
sie auf fungistatische Wirksamkeit und untersuchten,
ob die von StorL beschriebene Mazerationsfestigkeit
mit den Phenolkérpern im Zusammenhang steht.
Wir priiften weiterhin, ob auch fiir die abgestufte
Anfalligkeit der farblossamigen?, d. h. weiBbliihenden
Schal- und Markerbsen antifungal wirksame pheno-
lische Testa-Inhaltsstoffe von Bedeutung sind. Von
einigen Ergebunissen, die auch die Angaben von EwIxG
(1959) prizisieren, ist bereits kurz berichtet worden
(Crauss 1961).

B. Experimenteller Teil

1. Versuchsmaterial

Zur Bestimmung der phenolischen Testa-Inhaltsstoffe
wurden die folgenden Erbsensorten gewahlt. Violett
blithende Sorten: ‘Graue Buntbliithende Zuckererbse’, die
Futtererbsen ‘Baltersbacher’, ‘Hédinger” und 'Gierslebe-
ner’, weiterhin ‘Benton field pea’, ‘Gierslebener Neuzucht
(Banater)’, ‘Lucienhofer Wintererbse’, ‘Niedrige Grau-
blaubliihende’, ‘Original’, ‘Osziborse’, ‘Ruby’, ‘Selecta’,
‘Spith’s Violetta’ und ‘Weihenstephaner Felderbse’.
Rosa/hellrot - bliihende Sorten: ‘Hohenheimer Rosa-
blithende’, ‘Hohe Rote Schwedische Futtererbse’, ‘Nero
X Annoncy’, ‘Ogema’, ‘Schweizer Riesen Goldgelb’,
‘Svaléfs Stamm 0355 und ‘Universal’. Wir priften
auBerdem etwa 8o weitere violett oder hellrot blithende
Stamme, Kreuzungen und Herkiinfte, vorwiegend aus
dem Sortiment des Instituts fir Pflanzenziichtung Qued-
linburg und von dem VEG Saatzucht Neugattersleben®.
WeiBblithende Schalerbsensorten: ‘Brunsviga’, ‘Cerosa’,
‘Goldkugel’, ‘Klein-Wanzlebener Futtererbse’, ‘Maiperle’,
‘Maipal’, ‘Nordsaat’, ‘Onsa’, ‘Swanhild’, ‘Waldmanns
Futterfreude’ und ‘Zeiners Kurz u. Gut’. WeiBblithende
Markerbsensorten: ‘Bodeperle’, ‘Bordi’, ‘Desi’, ‘Edel-
perle’, ‘Eta’, ‘Foli’, ‘Kobold’, ‘Pilot’, ‘Steadfast’, ‘Siille
Dicke’ und “Wunder von Kelvedon’.

Die gut getrockneten Erbsen wurden grob geschrotet,
die Samenschalen ausgeblasen, entstaubt und gemahlen.
Zur Gewinnung kleiner Samenschalenproben schilten
wir einzelne Samen.

Versuchspilze: Fiir den Nachweis fungistatischer Wir-
kungen fand ein luftmycelarmer und zahlreiche Pykni-
dien bildender Stamm von Mycosphaerella pinodes Ver-
wendung, den SORGEL von Erbsen aus dem Ostsee-
Kiistengebiet isolierte. Fiir die Submerskulturen zur
Gewinnung von Kulturflissigkeitskonzentraten benutzten
wir auflerdem ebenfalls durch SGRGEL von Erbsen isclierte
Stamme von Ascochyia pinodella und 4. pist.

! Die Gegeniiberstellung von ,,bunt”- und ,farblos-
samigen’‘ Erbsensorten in den Arbeiten von SToLL (1951)
und SORGEL (1952 u. 1956a) ist nicht glicklich gewahit,
wie die folgenden Ergebnisse zeigen werden. Ein korrek-
teres Einteilungsprinzip bietet die Bliitenfarbe; es soll
deshalb in unserer Arbeit von ,,buntblithenden‘ statt von
., buntsamigen und von , weilblithenden™ statt von
. farblossamigen’ Soxrten gesprochen werden.

2 Herrn Dr. BERGER (Neugattersleben) danke ich fiir
die Bereitstellung zahlreicher Saatgutproben.
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2. Chemische Methodik

Extraktion und Vortrennung dev Extrakte; Die mit sie-
dendem Wasser vorgequollenen Samenschalen wurden
mit Methanol mehrmals bis zur Farblosigkeit des Aus-
zuges extrahiert. Die vereinigten Rohextrakte engten wir
vorsichtig (verminderter Druck, 35 °C, CO,-Strom) bis
zur Dickiliissigkeit ein und verdiinnten anschlieflend mit
wenig Wasser. Durch Ausschiitteln mit Petroldther
lieBen sich Chlorophyll, Wachse usw. entfernen; anschlie-
Bend Vortrennung der Extrakte durch erschépfendes
Ausschiifteln mit Ather und danach mit Athylacetat.
Die Riickstinde der Atherausziige wurden nochmals in
wenig heiBem Wasser gelést und mit Chloroform ausge-
schiittelt, die restlichen Substanzen erneut in Ather
iibergefiithrt.

Chromatographische Tvemnung: Papiersorten: Schleicher
& Schiilll Nr. 2043 b mgl (Bogenschromatogramme
12 X 40 cm) und Nr. zo45 bgl (hauptsdchlich als Keil-
streifen; MATTHIAS 1954). Der Trenneffekt der Keil-
streifen lieB sich durch teilweise Abdnderung des Formats
(Keilwinkel 80°, Breite 6 cm) fiir unsere Zwecke wesentlich
erhShen. Zur préparativen Trennung der Inhaltsstoffe
wurden diese aus in Streifen geschnittenen Bandchromato-
grammen (statt der Startpunkte gleichmafBige Startlinien
aufgetragen) eluiert. Chromatographie eindimensional
aufsteigend in 29%iger und 15%iger Essigsdure, n-Buta-
nol: Kisessig:Wasser (4:1:5), Xylol:n-Butanol: Eis-
essig: Wasser (4:6:2:8; WAGNER u. BOEM 1957), Forestal-
Gemisch:konz. HCl: Eisessig: Wasser (3:30:10 und abge-
dndert 3:25:15 und 3:20:20). Die Verminderung des
Essigsdureanteils im Forestal-Gemisch ermoglichte eine
bessere Trennung des Cyanidin von Petunidin, Paconidin
von Malvidin und Pelargonidin von Paeonidin.

Vergleichssubstanzen: Durch Totalhydrolyse von Blii-
tenanthocyanen mit 2n HCl (20min im siedenden
Wasserbad, Ausschiitteln mit Amylalkohol) wurden die
folgenden Anthocyanidine gewonnen: Delphinidin aus
Delphinium elatum L., Malvidin aus Malva silvestris L.,
Petunidin und Paeonidin aus violetten bzw. rosafarbenen
Sorten von Pefunia hybrida und Pelargonidin aus Salvia
splendens. Terula- und p-Cumarsiure synthetisierten
wir aus Vanillin bzw. p-Oxybenzaldehyd und Malonsdure
(HERRMANN 1958c¢). Die iibrigen Substanzen waren
Handelsprdparate.

Nachweisveakiionen: 1. Fluoreszenz im UV-Licht,
Chromatogramme unbehandelt, anschlieBend mit NH,
bedampft. 2. Phosphormolybdansdure (2%, in Methanol)
und anschlieBend NH,-Bedampfung (Ritey 19350).
3. p-Diazobenzolsulfonsdure. 10 mg in 10 ml 10%iger
Sodalésung (BORNER 1958). 4. Diazotiertes p-Nitranilin.
0,5 ml 0,5%iges p-Nitranilin (in 2n HCl) mit o,5 ml
0,5%iger NaNOy-Losung und mit 15ml 20%iger Na-
acetatlsg. versetzt (SwaIN 1953; HENNIG u. BURKHARDT
1958). Die besprithten Chromatogramme (1. Farb-
reaktion) werden nach leichtem Antrocknen mit 10%jiger
Sodalsg. nachbespritht (2. Farbreaktion). 5. Natrium-
nitrit-Reagens (HERRMANN 1956a). 1g NaNO, und
1,18 ml Eisessig in 50 ml Methanol. Die besprithten und
unter schwachem Erwdrmen rasch getrockneten Chroma-
togramme werden nachbespritht mit o,5n methanol.
KOH. 6. Vanillin-Salzsdure (BATE-SMITH 1954). 2 Teile
10%ige methanol. Vanillinlsg. und 1 Teil konz. HCL
Die Phenolkérper wurden direkt oder mach Hydrolyse
bzw. alkalischem Abbaun mit authentischen Priparaten
verglichen. Die Farbreaktionen der in den Samenschalen
gefundenen Phenole s. Tab. 4.

3. Methodik der mykologischen Versuche

Kulturmethode: Zur Gewinnung vergleichbarer Werte
fiir fungistatische Effekte ist bei unseren Versuchspilzen
die Z&hlung der gebildeten Pyknidien besser geeignet als
die mit Mangeln und Schwierigkeiten behafteten Lingen-
und Gewichtsmessungen am Mycel (S6RGEL 1952). Wir
benutzten zur Zahlung der Pyknidien die Methode von
SORGEL (1951). Nahrsubstrat: 29 iger Samenschalen-
dekokt von der Markerbse ‘“Wunder v. Kelvedon’. Ver-
suchstemperatur 23,5—~24 °C, Versuchsdauer im allge-
meinen 144 h. Jede Versuchsserie enthielt 5 Parallelen,
die wir im Abstand von 24 h auszdhlten, oder nach
jeweils 24 h wurden 5 Parallelkulturen fixiert und ausge-
zdhlt. Besonders bei Versuchen mit Leucoanthocyan-
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Zusatzen erwies sich die 2. Methode als giinstiger, da die
Pyknidien auf den lebenden Kulturen durch starke Luft-
mycelentwicklung verdeckt waren, nach Fixierung und
Durchfeuchtung des Luftmycels jedoch sichtbar wurden.
5 Parallelen ergaben weitgehend gesicherte Mittelwerte.

Stevtlesation; Die Néahrdekokte wurden bei 1,3 atii
30 min autoklaviert. Zur Vermeidung oxydativer bzw.
kondensativer Verdnderungen im Autoklaven sterili-
sierten wir die Losungen der einfachen Phenolkérper mit
dem Bakterienfilter. Die Leucoanthocyan-Priaparate und
Samenschalen fiir Zusatzdekokte wurden wenigstens 24 h
lang mit Ather/Methanol (3:1) reichlich angefeuchtet.
Nach dem Entfernen von Ather und Methanol im Vakuum
wurden in sterilem Wasser die Leucoanthocyane unter
kurzem Erhitzen gelost, die Samenschalen 30 min vor-
sichtig ausgekocht.

4. Methoden zum Nachweis von Pektinasen
und Cellulasen

Die Pilzstimme wurden unter Beliiftung 1 Woche bei
23,8 °C in einem 29%igen Samenschalendekokt (‘W.v.
Kelvedon’) kultiviert; nach Abfiltrieren von Samenscha-
len und Mycel schonendes Einengen der Kulturfliissig-
keit im Vakuum bei 18—20 °C auf 1/,, des Ausgangs-
volumens. Die Bestimmung der Pektinase- bzw. Cellu-
lase-Aktivitit des Rohfermentkonzentrates erfolgte im
Hoppler-Viskosimeter an der Abnahme der Viskositit
einer 2%igen Apfelpektin- bzw. 3%igen Carboxymethyl-
celluloseldsung (Ansatz: 15 ml Pektin- bzw. CM-Cellu-
loselsg., gemischt mit 10 ml Sérensen-Phosphatpuffer
pH 7,16 und 25 ml Rohfermentkonzentrat). Die par-
allelen Kontrollen enthielten die Fermentkonzentrate im
abgekochten Zustand. Die Leucoanthocyan-Priparate
wurden in der Mischung aus Pektin-(CM-Cellulose-)
16sung und Puffer gelést, danach das Fermentkonzentrat
zugesetzt. Die Kugelfallzeiten bestimmten wir aus dem
Durchschnitt von je 5 Messungen. Die Viskositéten lagen
zwischen 11 und 3 Centipoise.

5. Identifizierung der phenolischen Inhalts-
stoffe

a) Leucoanthocyane

Den Hauptanteil der aus Samenschalen buntblithender
Sorten reichlich anfallenden Extraktstoffe bilden hell-
bis rotlichbraune, adstringierende, gerbstoffartige Sub-
stanzen. Ihre kirschrote Farbreaktion mit Vanillin-
Salzsiure und die Behandlung nach BaTe-SMITH (1954)
mit 2 0 HCl (20 min im siedenden Wasserbad), wodurch
die korrespondierenden Anthocyanidine gebildet werden,
beweisen, daB es sich um die Leucoanthocyane (LA)
Leucodelphinidin und Leucocyanidin handelt. Die ent-
standenen Anthocyanidine, mit wenig Amylalkohol aus-
geschiittelt, wurden im Forestal-Gemisch (3:30:10)
chromatographiert; wir fanden im Vergleich mit authen-
tischen Substanzen auf Misch- und Paralleichromato-
grammen Delphinidin und Cyanidin. Der vorsichtige
alkalische Abbau der Anthocyanidine bestitigte das
Ergebnis: Als zu erwartende Spaltprodukte fielen neben
Phloroglucin (A-Ring der Anthocyanidine) Gallussiure
(B-Ring des Delphinidins) bzw. Protocatechusiure (B-
Ring des Cyanidins) an. Da es nicht sicher war, ob bunt-
blithende Erbsen generell in der Testa LA enthalten, ob
sie bei den weiBblithenden Sorten ausnahmslos fehlen
und ob neben Leucodelphinidin und Leucocyanidin noch
mit anderen Leucoanthocyanidinen zu rechnen ist,
wurden kleine Samenschalenproben von iiber go bunt-
blithenden und etwa 50 weilblithenden Sorten, Kreuzun-
gen und Herkiinften ebenfalls mit 2 n HCl behandelt
und die Anthocyanidine wie oben chromatographiert.
Wir fanden nur Leucodelphinidin und Leucocyanidin.

In 29,iger Essigsdure und besonders giinstig im Xylol-
gemisch (4:6:2:8) konnten die LA papierchromatogra-
phisch in mehrere Komponenten getrennt werden (Tab. 1)
die, zur Kontrolle einzeln mit heier 2 n HCI behandelt,
in allen Féllen entweder Delphinidin oder Cyanidin
ergaben. Da die LA kondensativen Verdnderungen
unterliegen, handelte es sich bei den Komponenten
mit dem héchsten Rf-Wert vermutlich um die mono-
meren Leucoanthocyanidine, bei den tiefer liegenden um
,,0ligomere Kondensationsstufen und am Startpunkt
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Tabelle 1. Rf-Werte dev Leucoanthocyvane.
! 2% Eisessig , 4:6:2:8
. | \
Leucocyanidin- | 0,34 0,44—0,45
Komponenten i 0,34—0,35
: 0,277 — 0,00 0,13—0,14
. (homogene Zone)  0,08—0,00
Leucodelphinidin- 0,28 \i 0,33
Komponenten 0,17 0,20
0,13
0,12—0,00 0,05
| {homogene Zone) 0,02
! : 0,00

4:6:2:8 = Xylol:n-Butanol: Eisessig: Wasser; Schl. & Sch. 2043 b mgl.

blieben die hochkondensierten Komponenten liegen. Zu-
nehmende Kondensation dulert sich bei den LA auf Chro-
matogrammen in kontinuierlicher Depression des Rf-
Wertes (Roux u. EVELYN 1958). Eine gewisse Frak-
tionierung der Kondensationsstufen lieB sich durch Aus-
schiitteln der wiBrigen Extrakte mit Ather und anschlie-
Bend mit Athylacetat erreichen. Im Ather wurden be-
sonders die vermutlich monomeren Komponenten ange-
reichert, die allerdings nur einen Bruchteil der Gesamt-
menge der LA ausmachen. Mit Athylacetat lieBen sich
die niederen Kondensationsstufen (1oslich in absolutem
Methanol} der waBrigen Restphase entzichen, in der der
Hauptanteil, die gerbstoffartig hochkondensierten Kom-
ponenten (in absolutem Methanol vorwiegend unléslich)
zuriickblieben.

LA-Préparate flir die mykologischen Versuche ge-
wannen wir folgendermaBen: Athylacetatphasen aus den
Extrakten von den Sorten ‘Graue Buntblithende' und
‘Hohenheimer Rosablithende’ wurden zur Reinigung
nochmals mit wenig H,O geschiittelt, schonend einge-
dampft und die Ruckstande gelost in wenigen ml Metha-
nol, tropfenweise einem UberschuB wasserfreiem Ather
zugesetzt, wobei sich geringe Verunreinigungen von
Oxyzimt- und Oxybenzolcarbonsiuren losten. Die LA
fielen als bridunlich-weifles Pulver aus; diese schwach-
kondensierten Prdparate waren fiir mykologische Ver-
suche ausreichend sauber. Aus einer bei 3 °C aufbe-
wahrten wilrigen Phase von ‘Graue Buntblithende’ fiel
nach einiger Zeit eine hochkondensierte Fraktion aus,
die abfiltriert und nacheinander mit Eiswasser, Methanol
und wasserfreiem Ather gewaschen und getrccknet wurde.
Die Verwendbarkeit dieses Prdparates war zeitlich be-
grenzt; durch weitere Kondensation hatte es nach 3 Mo-
naten seine Laslichkeit in warmem Wasser teilweise ver-
loren.

Tabelle 3. Rf-Werte dev phenolischen Substanzen.
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LEine quantitative Bestimmung des LA-Gehaltes wurde
an trockenen Samenschalen der Sorte ‘Graue Buntbl.’
unter Anwendung der nach FRIEDRICH (1954) verein-
fachten Hautpulvermethode durchgefiihrt.

Im Zusammenhang mit der von der Bliitenfarbe ab-
hingigen Verteilung der Leucoanthocyanidine bestimm-
ten wir die Aglykone der Bliitenanthocyane von 35 Sorten
mit mehr oder weniger variierender Bliitenfarbung. Die
Bliiten wurden ohne Extraktion mit 2 n HCl 20 min im
siedenden Wasserbad zur Hydrolyse der Anthocyane
erhitzt; Ausschiitteln mit Amylalkohol und chromato-
graphischer Vergleich mit authentischen Substanzen
{Tab. 2). Die Anthocyanidine fanden wir stets in folgen-
den Mengenverhidltnissen: Delphinidin > Petunidin >
Malvidin (in violetten Bliiten), Cyanidin > Paeonidin
und in Einzelfillen Spuren von Pelargonidin (in rosa bis
hellroten Bliten).

Tabelle 2. Rf-Werte dev Anthocyanidine.
Laufmittel (konz. HCI: Eisessig: Wasser)
3:30:10 i 3:25:15 ! 3:120:20

Pelargonidin 0,68 ‘ 0,63 0,48
Cyanidin 0,49 | 0,41 0,34
Paeonidin 0,66 | 0,56 0,43
Delphinidin 0,31 0,23

Petunidin 0,46 0,35 |

Malvidin 0,62 ; 0,50 1

b) Oxybenzolcarbonsiuren, Oxyzimisiuren,
Glykoside

In den Atherphasen der Samenschalenextrakte lieSen
sich durch Vergleich mit authentischen Substanzen unter
Anwendung der genannten Spriihreagenzien sehr geringe
Mengen freier p-Hydroxybenzoesdure, Protocatechuséure,
Vanillin- und Syringasdure, p-Cumar- und Ferulasiure
und in einigen Fillen Gallussdure nachweisen (Tab. 3
u. 4). Fiir den gleichzeitigen Nachweis der Substanzen
war 2%ige Essigsdure das giinstigste Laufmittel.

Zur Identifizierung einiger glykosidischer Inhaltsstoffe
wurden zunidchst sus den wilirigen Restphasen der
Extrakte von buntblithenden Sorten die storenden LA
durch Fillung mit essigsaurem Bleiacetat entfernt. In
den wiBrigen Phasen konnten wir das Hydrochinon-g-
glucosid Arbutin und eine zweite Substanz nachweisen,
die die gleichen Farbreaktionen wie Arbutin, jedoch
andere Rf-Werte gab. Das Arbutin und die zweite Sub-
stanz wurden von Bandchromatogrammen (entwickelt
im 4:1:5-Gemisch) isoliert und hydrolysiert: wir fanden
in beiden Fillen Hydrochinon. Die zweite Substanz ist

Laufmittel: I I I ¢ 1l v v
Papiersorte: 2043 | 2045 | 2043 2043 2043 2043
! |

Hydrochinon 0,65 0,51 0,71 0,84 0,72 0,76
Phloroglucin | 0,51 0,39 0,60 0,70 0,45 | 0,603
p-Oxybenzoesiure \ 0,55 0,44 0,65 0,91 0,85 | 0,78
Protocatechusiure ‘ 0,44 0,33 0,55 0,82 0,67 | o,70
Gallussdure | 0,31 0,23 0,46 0,64 0,36 . 0,58
Vanillinsdure 0,49 0,38 0,64 0,89 0,82 0,81
Syringasdure . 0,42 0,31 0,61 0,85 0,79 | 0,83
p-Cumarsidure 10,35 0,25 0,53 0,91 0,85 0,81
Ferulasidure ‘ 0,30 0,21 0,48 @ 0,89 0,82 } 0,81

(cis/trans) 0,57 0,44 0,68 — — —
Substanz C 0,50

0,56
Substanz ¥ 0,50 0,44 0,67 | 0,81 0,63
. {0,58) .
1o 71 | 0,63 0,73 (0,88)
. \ 0,75) | - (0.79) ‘

Arbutin L0977 0,65 0,78 0,48 ’ 0,13
Hydrochinon- \ \

glucosid I1 0,80 | 0,81 0,35 0,04
Syringasédure- ’ ‘

R ,glkaSid“ 0,75 i 077 0,50 0,20 Abb. 1. Fluoreszenz der Komponenten der

Laufmittel: I = 29, Essigs.; II = 15%
BuOH: Eiscssig: Wasser (4 6:2:8);
2043 U. 2045 = Schl. u. Sch. 2043 b mgl bzw. 2045 b gl.

* In Klammern spurenweise auftretende Komponenten.

Papier:

Essigs.; I1I = n-BuOH:Eisessig: Wasser(4:1:5);
V= konz. HCl: Eisessig: V\asser (3:30:10).

Substanz F (und C) im UV-Licht, aus Samen-
schalen der Schalerbsen ‘Klein-Wanzlebener’
(tinks) und ‘Onsa’ (rechts). Keilstreifen hal-
biert, NH,-bedampft; Laufmittel 4:6:2:8.
Die dunkelblaue Fluoreszenz der Substanz C
wird nur undeutlich wiedergegeben.

IV = Xylol:n-
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ebenfalls ein Hydrochinonglucosid (1I): Der Pyridin-
auszug des neutralisierten Hydrolysates enthielt nur
Glucose. DaB es sich hierbei um Pyrosid, eine Veresterung
des Arbutins mit Essigsdure (FRIEDRICH 1960}, handelt,
ist unzutreffend, da in diesem Falle mit einer Hebung,
nicht aber mit einer Depression des Rf-Wertes (in wasser-
gesdtt. n-Butanol und in n-Butanol:Eisessig: Wasser
- = 40:10:7) gerechnet werden miite. Gegen die Glucosi-
dlerung beider Hydroxylgruppen des Hydrochinons
spricht die Ubereinstimmung der Nachweisreaktionen
mit denen des Arbutins. Es diirfte sich daher viel eher
um ein p-Hydroxyphenyldiglucosid handeln. Allerdings
fiihrte auch der Vergleich mit chromatographischen
Daten von Hydrochinongentiobiosid und -cellobiosid
(ANDERSON u. a. 1960) vorldufig noch zu keiner Klidrung.

mit KOH
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|
|
|
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| blutrot
i gelblich

ohne

gelblich
h. briaunl.-
gelblich
gelblich

h. braunlich
orange

gelblich
grinlich oliv
ocker

h. braun
gelblich
gelblich
gelblich
gelblich
braunl.

dunkel.

DpN

Eine weitere Substanz, die sich nur sehr langsam mit
Athylacetat den wiBrigen Extrakten entziehen lieB, iso-
lierten wir ebenfalls von Bandchromatogrammen: die
Hydrolyse fithrte zu Syringasdure. Der niedrige Rf-Wert
(0,20) im Laufmittel 4:6:2:8 macht eine Glykosidierung
der Syringasdure wahrscheinlicher als eine Veresterung.
Da dieses Syringaséure-,,glykosid*‘ und das Hydrochinon-
glucosid II bei simtlichen untersuchten Sorten vorkom-
men und daher fiir die Resistenzunterschiede von unter-
geordneter Bedeutung sind, wurden zunichst keine
weiteren Versuche zur Identifizierung unternommen.

mit Na,COy
auf h. rosa
braunorange
rosarot
blaB blau-
violett
h. gelb-
briunl.
ultramarin
violett
violett
‘ h. blau
gelbbriunl.
gelbbraun
h. == hell, dkl.

eisblau
Diazotiertes p-Nitranilin,

farblos
violett
eisblau
blau

blau

ohne

¢) Substanzen C und F

In den Ather- und Athylacetatphasen der Samen-
schalenextrakte von Schalerbsen fanden wir zwei weitere

gelborange
zitronengelb
blaf schiefer
orange
orange-
braunl.

h. orangerot
h. briunl.

h. briaunl.

h. braunl.-
orange
gelbbriunl.
gelb

rosa
orange

braunl.
gelb

phenolische Substanzen (C und F). Die Ahnlichkeit bzw.
weitgehende Ubereinstimmung der Substanz F mit
Ferulasdure und die der Substanz C mit p-Cumarséure in
bezug auf UV-Fluoreszenz und Nachweisreaktionen (vgl.
Tab. 4) deutete auf Ester oder Glykoside dieser Oxy-
zimtsduren hin. Die Vermutung erwies sich jedoch als
falsch; die wiederholten Versuche, die Substanzen salz-
sauer oder alkalisch (6% HCI oder 109, NaOH, 60 min

DSS
griin — braun | h. gelb-

blaB rosa/
h.briunl.
ockerbraun
gelb
hautfarben
orange
rosarot

rot

violett

rot

violett
orangerot
orangerot
rosarot
gelb

dkl. gelb

siedendes Wasserbad) zu hydrolysieren, blieben erfolglos
Moglicherweise handelt es sich um gerbstoffartige Sub-
stanzen. Beide Substanzen (besonders F) trennten sich
in geeigneten Laufmitteln in mehrere Komponenten
(Tab. 3) mit ibereinstimmenden Nachweisreaktionen.
Ein besonders hoher Trenneffekt wurde auf Keilstreifen
im Laufmittel 4:6:2:8 erzielt (Abb.1). Die Haupt-
komponente der Substanz F (Rf 0,50 in 29,iger Essig-

kirschrot
kirschrot
kirschrot

Tabelle 4. Nachweisveaktionen dev phenolischen Substanzen.

sdure), von Bandchromatogrammen isoliert! und erneut
chromatographiert, trennte sich wiederum in die Xom-
ponenten Rf 0,50 und o,71. Es muB} dahingestellt bleiben,
ob es sich hierbei nm &dhnliche Vorginge wie z. B. bei
der papierchromatographischen Trennung der cis- und
trans-Isomere von Oxyzimtsduren handelt.

= Nitrit-Reagens, VS = Vanillin-Salzsiure, DpN

PMS
blaugrau

grau
schwach grau

olivgrau

blaugrau
grau

blaugrau
grauoliv

schwach

blaugrau
blaugrau
blaugrau
grau

UV-Fluoreszenz

C. Ergebnisse

1. Die phenolischen Inhaltsstoffe
der Samenschale der Erbse

Nach den Ergebnissen der Prifung von iiber
9o Sorten, Kreuzungen und verschiedenen Herkiinf-
ten enthalten sémtliche buntblithenden Erbsenformen
in den Samenschalen Leucoanthocyane. Der Leuco-
anthocyangehalt ist dabei iiberraschend hoch, z. B.
bei der Sorte ‘Graue Buntblithende’ etwa 13,5% des
Trockengewichts der Samenschalen. Bisher fanden
wir keine weiBblithende Sorte mit leucoanthocyan-

NH,-bedampft
intensiv blau
dkl. blan

dkl. violett
eisblau

dkl. violett
schwach
dkl.-blau

schwach
schwach
violett

blau

DSS = Diazot. Sulfanilsiure (sodaalkal.) , NR

unbehandelt

blau
blau

haltiger Samenschale, selbst unter den Formen nicht,
die auf Grund der hellbraunen Marmorierung der
Testa von LEEMANN (1954) systematisch in die Nihe
der buntblithenden Typen gestellt worden sind. Das
Auftreten dieser Substanzen diirfte demnach in iiber-
einstimmung mit den Ergebnissen von EwING (1959)
gen-gekoppelt mit der Anthocyanbildung sein.

Wir konnten lediglich die beiden Leucoanthocyani-
dine Leucodelphinidin und Leucocyanidin nach-

1 In gleicher Weise erhielten wir ein Préparat fiir myko-
logische Versuche.

Abkiirzungen: PMS = Phosphormolybdinsiure,

Hydrochinongtucosid IT
Syringasiure-,,glykosid

Hydrochinon
Phloroglucin
p-Oxybenzoesdure
Protocatechusiure
Gallussdure
Vanillinsdure
Syringasdure
p-Cumarsaure
Ferulasaure
Substanz C
Substanz F
Arbutin
Leucodelphinidin
Leucocyanidin
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weisen, die zur sogenannten Phloroglucin-Reihe
(Phloroglucin-Stellung der Hydroxylgruppen am
A-Ring) gehdren. Vom gen-gekoppelten Auftreten
von Bliitenanthocyanen und den Leucoanthocyanen
abgesehen, bestehen zwischen beiden Substanz-
gruppen des weiteren interessante substitutionelle
Zusammenhénge, die sich in der Ubereinstimmung
der Anzahl der Hydroxyl- und Methoxylgruppen am
B-Ring des Flavonoidskeletts duBlern (Abb. 2). Die
Mehrzahl der buntblithenden Erbsentypen besitzt
eine mehr oder weniger rotviolette
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und erfolgt bei beschidigten Samen besonders rasch.
Die Lokalisation der Leucoanthocyane lie§ sich an
Samenschalenquerschnitten histochemisch mit Vanil-
lin-Salzsdure kldren. Nach der intensiven roten
Farbreaktion inkrustieren sie die Membran simt-
licher Zellschichten. Im Gegensatz zu den Antho-
cyanen, die auf Samenschalen verschiedener Sorten
meist nur mebr oder weniger ausgeprigte Fleckungen
verursachen, sind die Leucoanthocyane durchweg
iiber die gesamte Testa einschlie8lich Hilum verteilt.

Bliitenfarbe, relativ selten sind da- » o . T
gegen rtosa bis hellrot blihende Leucoad/;fz%cg;gmdme Anthocyanidine der Blitenfarbstorte Bf/f;;%’;
Sorten. Die rotvioletten Typen Leucodelphinidin Delphinidin | Petunidin | Malvidin
enthalten in den Samenschalen aus- 0 ily OCH, 0CH,
nahmslos Leucodelphinidin und teil- + o §yw1: o | PP
weise. geringe Spuren von Leuco- o oH ocH, '{”‘9
cyanidin. Die Anthocyanidine der OH vivlett
Bliitenfarbstoffe dieser Typen be-

sitzen Ubereinstimmend mit dem 0 oH UCHS’—
Leucodelphinidin die 3’, 4, 5’-Sub- + o’ >0HE >UH] rosa
stitution am B-Ring des Flavonoid- H bis
systems, es sind Delphinidin und ot ot rot
dessen beide Methylidther Petunidin O H O OH

und Malvidin. Die rosa bis hellrot Leveocyanidin Cyanidin | Paeonidin [Pe/arvgaﬂ/‘d/ﬂ

blithenden Formen enthalten in den
Samenschalen nur Leucocyanidin,
dessen 3’,4’-Substitution am B-
Ring ebenfalls bei den Bliitenanthocyanidinen wieder-
kehrt; es wurden Cyanidin und dessen Methylidther
Paeonidin und nur in zwei Fillen zusitzlich Spuren
von Pelargonidin mit der 4’-Substitution gefunden.
Die Anthocyane, die bei verschiedenen Sorten beider
Gruppen in den Samenschalen vorkommen und die
Ursache violetter Punktierungen, Marmorierungen
oder volliger Violettfirbung sind, entsprechen eben-
falls diesem Schema — es handelt sich entweder um
Delphinidin- oder um Cyanidinglykoside.

Die Ablagerungen der Leucoanthocyane in den
Samenschalenzellen beginnt bereits in den noch kaum
entwickelten Samenanlagen zum Zeitpunkt des Ab-
welkens der Bliitenblitter. In diesem Stadium, wie
auch im weiteren Reifeverlauf, sind sie, solange die
Samen noch griin sind, praktisch farblos. Durch ihre
Eigenschaft oxydativer Autokondensation werden
sie jedoch nach dem Abtrocknen der Samenschalen
der reifen Samen zunehmend in briunliche, gerb-
stoffartige Substanzen iibergefiihrt. Die Briunung
nimmt mit der Alterung des Saatgutes weiter zu

Abb. 2. Substitutionelle Zusammenhange zwischen den Leucoanthocyanidinen der Samenschalen und

den Anthocyanidinen der Bliitenfarbstoffe der Erbse.

Leucoanthocyan-positiv sind auB8erdem der Funiculus
und dessen Ansatzstelle in der Hiilse.

Das auf die buntblithenden Sorten beschrinkte
Vorkommen der Leucoanthocyane, die bemerkens-
wert hohen Konzentrationen und der Gerbstofi-
charakter ihrer Kondensationsprodukte deuten auf
Zusammenhdnge mit der FuBkrankheitsresistenz
dieser Sorten hin. Der Leucoanthocyangehalt ist,
soweit wir es nachpriifen, bei allen Sorten mit leuco-
delphinidinhaltiger Testa recht betrachtlich; schit-
zungsweise liegen etwa die gleichen Mengen vor wie
bei der Sorte ‘Graue Buntblithende’. Die Delphini-
dinausbeute war nach der vergleichenden Behandlung
mit heiBer verdiinnter HCl in jedem Falle sehr hoch,
obwohl keine quantitative Umwandlung erfolgt. Bei
den Sorten mit leucocyanidinhaltiger Testa unter-
liegt der Gehalt gréBeren Schwankungen, er scheint
bei diesen Sorten auBerdem generell etwas niedriger
zu liegen.

Alle weiteren phenolischen Substanzen in den
Samenschalen buntblithender Sorten treten mengen-

Tabelle 5. Ubersicht dibev die phenolischen Inhaltsstoffe der Samenschalen einiger Evbsensorten.

Sorten : 1
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5 6 7 8 9

Leucodelphinidin
Leucocyanidin
p-Hydroxybenzoesiure
Protocatechusiure
Gallussdure
Vanillinsédure
Syringasdure*
p-Cumarsdure
Ferulasdure
Hydrochinonglucoside* *
Substanz C

Substanz F

1 —4 buntblihende, 5— 10 weilblihende Schal- und 11-—13 Markerbsensorten.
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1 Graue Buntbl., 2 Baltersbacher, 3 Hodinger, 4 Hohenh. Rosabl., 5 Onsa, 6 Brunsviga, 7 Kl.-Wanzlebener, 8 Waldmanns Futterfr., ¢ Nordsaat, 10 Zeiners

K. u. G., 11 W. v. Kelvedon, 1z Kobold, 13 Pilot
* frei und gebunden. — ** Arbutin und Hydrochinonglucosid 1T

+ = vorkommend, — = fehlend, (} = Spuren, ? = vermutlich fenlend
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Abb. 3. Unterschiede im Gehalt der Substanz F in den Samenschalenextrakten

verschiedener Erbsensorten, nach fallenden Konzentrationen v. links n. rechts

geordnet (Fluoreszenzzonen der Substanz F auf den Chromatogrammen vgl. Abb.1).

Oben Schalerbsen (v. links n. rechts): Cerosa, Onsa, Kl.-Wanzlebener, Nordsaat,

Swanhild und Maibote. Unten Markerbsen: Foli, Edelperle, Desi, W. v. Kelvedon,
Kobold und Bordi.

miBig weit hinter den Leucoanthocyanen zuriick.
Die Samenschalen violett blithender Sorten (z. B.
‘Graue Buntbl’, ‘Baltersbacher’ und ‘Hodinger
Futtererbse’) enthalten geringe Mengen Gallussdure,
die an das Vorhandensein von Leucodelphinidin ge-
bunden zu sein scheint, das am Seitenphenylring
ebenfalls drei vicinale Hydroxylgruppen trigt; in
leucocyanidinhaltigen Samenschalen wurde sie nicht
gefunden. Das Auftreten der Gallussdure hingt
moglicherweise mit der Kondensation des Leucodel-
phinidins zusammen, denn helle Samenschalen ent-
halten weniger als stark gebrdunte.

Sowohl bei buntblithenden als auch bei weill-
blithenden Schal- und Markerbsensorten wurden in
geringen Mengen die Phenolcarbonsduren p-Hydroxy-
benzoesdure, Protocatechusiure, Vanillin- und Sy-
ringasdure, die Oxyzimtsduren p-Cumar- und Ferula-
siaure und in etwas hoheren Konzentrationen Arbutin,
ein weiteres Hydrochinonglucosid (IT, wahrscheinlich
ein p-Hydroxyphenyldiglucosid)
und Syringasdure in vermutlich
glykosidisch gebundener Form

E. Cravuss:

"zu entnehmen.

Der Ziichter

wie bei den buntblithenden nachweisen. Die Ver-
hiltnisse in den Bliiten sind allerdings noch nicht
untersucht. Inwieweit die bisher noch nicht identi-
fizierten Substanzen C und F, auf die noch aus-
fithrlicher eingegangen wird, eine Rolle als genuine
Vorstufen der Leucoanthocyane spielen kénnten, ist
vorlaufig noch nicht zu entscheiden. Interessant ist
jedenfalls, daB sie offenbar nur in den Samenschalen
weilblithender Sorten vorkommen.

Die bei allen untersuchten Erbsensorten, also auch
bei extrem anfilligen Markerbsen (z. B. “Wunder v.
Kelvedon’, ‘Kobold’, ‘Pilot’) gefundenen Phenol-
korper konnen keine wesentliche Resistenzursache
sein, vor allem auch deswegen, weil auffillige Kon-
zentrationsunterschiede nicht vorzuliegen scheinen.

Die im UV-Licht intensiv fluoreszierenden Sub-
stanzen C und F konnten wir mit Sicherheit nur bei
weiliblithenden Sorten nachweisen. Der Gehalt dieser
Substanzen unterliegt sortenbedingten Schwankun-
gen, wie der dquivalente papierchromatographische
Vergleich von 11 Schal- und Markerbsensorten be-
weist (Abb. 3). In Tab. 6 sind die gepriiften Sorten
nach der Fluoreszenzintensitiat der Substanzen visuell
in 4 Konzentrationsstufen eingeteilt. Es fillt hierbei
auf, daB die meisten der als widerstandsfihiger gelten-
den Schalerbsensorten die fluoreszierenden Substan-
zen in der Testa enthalten, wihrend sie — von einer
Ausnahme (‘Foli’) abgesehen — bei den gepriiften
Markerbsensorten fehlen oder nur in verschwindend
geringen Spuren vorkommen. Nach dieser Fest-
stellung kénnte ein direkter Zusammenhang zwischen
dem Vorkommen der Substanzen und erhéhter Wider-
standsfihigkeit vermutet werden. Die Beurteilung
dieser Frage wird jedoch diffiziler, wenn man die
Bewihrung der Sorten in Feldinfektionsversuchen
untersucht. Den Infektionsversuchen von SToOLL
(1951) und BAUMANN (1953) mit Ascochyta pinodella
bzw. Mycosphaerella pinodes ist im wesentlichen Uber-
einstimmung von relativer Widerstandsfahigkeit mit
dem Vorkommen der Substanzen C und F bei den
Schalerbsen ‘Brunsviga’, ‘Cerosa’, ‘Klein-Wanzlebe-
ner’, ‘Nordsaat’, ‘Onsa’ und ‘Zeiners Kurz u. Gut’
Hochgradige Anfilligkeit und Ab-
wesenheit der Substanzen stimmt bei den Mark-
erbsen ‘Bérdi’, ‘Wunder v. Kelvedon’, ‘Kobold’,
‘Pilot’ und ‘SiiBe Dicke’ iiberein. Die relative Wider-
standsfdhigkeit der Markerbse ‘Edelperle’ konnte
ebenfalls noch einen gewissen Zusammenhang be-
stitigen. Véllig den Erwartungen widersprechend

Tabelle 6. Konzentrationsunierschiede dev Phewolkivper C und F in den Samen-
schalen vown Schal- und Mavkerbsensovien.

gefunden (Tab. 5).

Beiden weiBblithenden Sorten sehr dentlich

Fluoreszenzintensitit auf den Chromatogrammen im UV-Licht

i deutlich ‘ schwach i Spuren oder fehlend

konnte, bedingt durch die gene-
tisch kontrollierte Blockierung

O
der Anthocyan- und Leuco- C;i)asa
anthocyan-Biosynthese, eine An-  Kl.-Wanzlebener
hiufung von B-Ring-Vorstufen, Brunsviga

wie z. B. Oxyzimtsduren, erwar-
tet werden (vgl. REZNIK 1960).
Die Oxyzimtsiuren p-Cumar-
und Ferulasiure lieBen sich je-
doch in den Samenschalen weiB-
blithender Erbsen nur in den glei-
chen geringen Konzentrationen

Schalerbsensorten
Nordsaat * Maiperle
Swanhild . Maipal
Goldkugel

Zeiners K. u. G.

Waldmanns Futterfreude

Markerbsensorten
Foli - Edelperle ‘ W.v.Kelvedon
\ Bodeperle = Kobold
‘ Eta | Bordi
i | Desi Pilot
\ SiiBe Dicke
] \ Steadfast
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sind die ziemlich hohe Resistenz der ‘Maiperle’, die
merkliche Anfalligkeit der ‘Goldkugel’ und die hohe
Anfilligkeit der Markerbse ‘Foli’. Von den anderen
Sorten fehlen leider bisher prizise Angaben iiber den
Grad ihrer Widerstandsfahigkeit.

Da die Konzentrationen der Substanzen C und F
auch in den Samenschalen der Schalerbsen ‘Onsa’,
‘Cerosa’, ‘Kl. -Wanzlebener’ usw. nicht als sehr be-
deutend zu bezeichnen sind, sie diirften die der
anderen phenolischen Inhaltsstoffe nicht wesentlich
iibersteigen, wird ihre vermutete Resistenzfunktion
ebenfalls kaum unterstrichen. Diese Frage wird u. a.
in den folgenden mykologischen Versuchen mnoch
weiter gepriift.

2. Zur Wirkung der Samenschalenphenole
auf Wachstum und Sporulation
von Mycosphaerella pinodes

a) Leucoanthocyane

SORGEL (1952) fand, daBl die auf Samenschalen-
dekokten verschiedener Zusammensetzung kulti-
vierten Fulkrankheitserreger in bezug auf Wachstum
und Sporulation gleichsinnig reagieren; M. pinodes
erwies sich unter ihnen als die empfindlichste Art.
Wir fiihrten daher unsere Versuche mit diesem Pilz
durch und nehmen an, dal die erzielten Effekte
sicher auch fiir die beiden Ascochyta-Arten gelten.

Nach Vorversuchen, die wir u. a. zur Bestitigung
der Ergebnisse von SORGEL (1956a) ansetzten, wirken
sowohl die Dekokte von leucodelphinidin- als auch
von leucocyanidinhaltigen Samenschalen fungista-
tisch. Die Priifung der aus Samenschalen isolierten
Leucoanthocyan-Priparate bestitigte, dafl diese Sub-
stanzen wie vermutet die Ursache des fungistatischen
Effektes sind.

Das eine der Leucodelphinidin-Praparate enthielt wie
das leucocyanidin-Priparat vorwiegend niedere Kon-
densationsstufen (,,oligomer”), das andere war gerbstoff-
artig hochkondensiert (,,polymer*). Von der Uberlegung
ausgehend, dal bei einem ungefihren Leucoanthocyan-
gehalt von 13,59, des Tr.-gew. der Samenschalen (von
‘Graue Buntblithende’) in einem 19%igen, deutlich fungi-
statischen Dekokt mit einer Konzentration von rund
0,13% zu rechnen ist, wurden die Priparate o,1 und
0,019%ig dem 2%igen Kontrollndhrdekokt von ‘W.wv.
Kelvedon’ zugesetzt.

Alle Leucoanthocyan-Priparate hemmten bei M.
pinodes das Mycelwachstum und bewirkten eine
erhebliche Verminderung der Pyknidienproduktion
{Abb. 4 und 5, Tab.7). Das ,oligomere” Leuco-
cyanidin verhinderte 0,19%ig die Bildung von Pykni-
dien nahezu vollstindig; es entwickelten sich in
144 h weniger als 19, der Kontrolle. Das entspre-
chende Leucodelphinidin-Praparat wirkte o0,1%ig
dhnlich stark; es wurden in 144 h nur 35,59, der
Pyknidien der Kontrolle gebildet. Wir méchten
jedoch nicht den SchluB ziehen, da das Leucocyani-
din die wirksamere Substanz sei. Dazu fehlen exakte
Vorstellungen, aus welchen Kondensationsstufen sich
die Préparate vorwiegend zusammensetzten. Die
,;oligomeren’ Priparate hemmten die Pyknidien-
bildung selbst 0,019%ig noch sehr deutlich.

Besonders in den Hemmkulturen mit den ,,oligo-
meren‘‘ Lencoanthocyanen waren die wenigen Pykni-
dien im Gegensatz zu denen der Kontrollen kleiner,
stark hyphenborstig und von dickem Luftmycel iiber-
deckt. Das Submersmycel, das in den Kontrollen
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halbkugelig gewtlbt an der Unterseite der Filtrier-
papierscheiben hing, war in den Leucoanthocyan-
kulturen wesentlich schwicher, nur als flaches Polster
entwickelt. Die abgeflachte Form des Submers-
mycels erweckte den Eindruck, als ob der Pilz nur
zogernd, geradezu ,,widerstrebend’ in die ihm nicht
zusagende Nihrlosung vordringe. Die gleichen Ver-
dnderungen des Wuchsbildes hatte SORGEL (1952) bei
den Versuchen mit Samenschalendekokten beobach-
tet. Auch BAUMANN (1953) betrachtet verstirkte
Luftmycelbildung bei M. pinodes als Reaktion auf
nicht zusagende Néhrsubstrate.

Tabelle 7. Hemmung dev Pykunidienbildung bei Myco-

sphaevella pinodes duych Leucodelphinidin-Priparate.
72 h ‘ 96 h 120h k 144 h

Versuchsdauer !

Anzahl der Pyknidien:
Kontrolle I 90 377 505 792
LD ,,oligomer' 0,19, — 7 30 45
Kontrolle 11 152 339 552 ; 623
LD , polymer” o,1% 37 83 180 | 230

Dem Vergleich der Hemmwirkung der beiden
Leucodelphinidin-Priparate (Tab.#%) ist zu ent-
nehmen, daf} die fungistatische Wirksamkeit offen-
bar vom Kondensationsgrad der Leucoanthocyane
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Abb. 4. Hemmung der Pyknidienbildung bei Mycosphaerella pinodes durch
schwachkondensierte Leucoanthocyane. Kontrolindhrsubstrat (K) mit 0,1% (I)
bzw. 0,01% (II) Leucocyanidin bzw. mit 0,01% (I1I) Leucodelphinidin.
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Abb. 5. Die Pyknidien auf den Filtrierpapierscheiben der M. pinodes-Kulturen

ohne und mit Leucocyanidin-Zusitzen. Rechts: Kontrollndhrsubstrat (K);

Mitte: K mit 0,01% und links: K mit 0,19 Leucocyanidin. Kulturdauer 144 h.
Schwach vergrofiert.
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abhingt; steigende Kondensation fiihrt zur Herab-
setzung des Hemmeffektes. Das ,,oligomere Pri-
parat unterdriickte die Bildung von Pyknidien fast
bis 96 h vollstdndig und erreichte bis 144 h Kultur-
dauver nur 5,5% der Kontrolle. In den Kulturen
mit hochkondensiertem Leucodelphinidin war bereits
die Anfangshemmung wesentlich geringer. Die Pyk-
nidienbildung setzte schon nach 50 h ein, erreichte
bei 72 h bereits 24%, der Kontrolle und stieg bis
144 h auf 379, an.

Die stark fungistatisch wirksamen Leucoantho-
cyane bilden demnach, da sie in hohen Konzentra-
tionen iiber die gesamte Testa verteilt sind, fiir die
Samen buntblithender Erbsensorten eine wirksame
Barriere gegen den Angriff der FuBkrankheits-
erreger. Diese Barrierewirkung geht, wie Versuche
mit Samenschalendekokten bestéitigten, bei altern-
dem Saatgut durch die zunehmende Kondensation
der Leucoanthocyane teilweise verloren.

Wir verglichen die Wirkungen von Samenschalen-
dekokten (dem Kontrollndhrdekokt zugesetzt) von frischen
hellfarbigen und 6 Jahre alten, stark gebriunten Samen
der Sorte ‘Graue Buntbl.’. Eventuelle jahresbedingte
Schwankungen im Leucoanthocyangehalt lieBen sich
ausschliefen, indem in einem weiteren Versuch die Samen-
schalen heller und brauner Samen aus 4 Jahre altem
Saatgut der Sorte ‘Baltersbacher’ verglichen wurden. Die
Ursache der ungleichen Firbung dieses Materials war die

Beschidigung (Risse, Frafspuren) der Testa vieler Samen,
die eine raschere Braunung zur Folge gehabt hatte.

Die Hemmung der Pyknidienproduktion von M.
pinodes durch einen 1%igen Dekokt von hellen
Samenschalen der Sorte ‘Graue Buntbl.” {Gr. BblL
1959) war noch merklich stdrker als durch einen
29,igen Dekokt von braunen Samenschalen (Gr.
Bbl. 1953). Die hohe fungistatische Wirkung der
Leucoanthocyane bleibt demgegeniiber in mehrere
Jahre alten, aber hell gebliebenen Samen annahernd
unverdndert erhalten, wie dem Versuch mit ungleich
gebrauntem, aber gleichaltrigem Saatgut der Sorte
‘Baltersbacher’ (Baltb.) zu entnehmen ist (Tab. 8).

Tabelle 8. Vergleich der fungistatischen Wivkung dev Leu-
coanthocyane in Dekokten von hellen und gebrdunten Samen-
schalen.

72h ‘ 96 Ix 120 h ‘ 144 h
Versuchsdauer

Pyknidienproduktion in 9% der Kontrolle
T g

Gr. Bbl. (1953), 1%ig 32 48 53 | 60
Gr. Bbl. (1953), 29%,ig 17 28 38 44
Gr. Bbl. (1959), 19%ig 10 19 26 33
Baltb., 1%ig, hell 8 29 31 29
Baltb., 1%1ig, braun 38 | 59 56 53
Eine beiliufig gemachte Beobachtung scheint diese

Ergebnisse zu bestdtigen. Wahrend mehrerer Keimver-
suche mit Saatgut der Sorte ‘Graune Buntbl.’ lieB sich
wiederholt anf Samenschalen gequollener, stark ge-
braunter Samen die Entwicklung von Bakterien fest-
stellen. Auf der Testa {frischer, heller Samen wuchsen
jedoch keine Bakterien. Diese Beobachtung deutet auch
darauf hin, daf die Leucoanthocyane — wenigstens die
Komponenten geringen Kondensationsgrades — nicht
allein fungistatisch, sondern offensichtlich auch antibak-
teriell wirken, wodurch eine allgemeine Schutzfunktion
dieser Substanzen unterstrichen wird.

b) Substanz F
Von den phenolischen Testainhaltsstoffen der
weiBblithenden Erbsen kamen als moégliche Resistenz-
faktoren lediglich die Substanzen C und F in Frage

E. CLauss:

Der Zuchter

Wir beschrinkten die mykologische Testung auf die
Substanz F, da die Konzentration der Substanz C bei
allen untersuchten Sorten wesentlich niedriger liegt.

Das benutzte Priparat der Substanz F, isoliert aus
Samenschalen der Schalerbse ‘Kl.-Wanzlebener’, wurde
wie bei den vorangegangenen Versuchen in 5 Parallelen
dem Niahrdekokt in einer Verdiinnung 1:6000 zugesetzt;
1:3000 konnten wir nur eine Kultur ansetzen, da uns
keine grofBeren Mengen des Prédparates zur Verfiigung
standen.

Die Substanz F hemmte sowohl die Pyknidienpro-
duktion als auch das Mycelwachstum von M. pinodes
(Abb. 6). Die Pyknidien-

bildung wurde in der Ver- o ]

P . o
dinnung 1:6000 auf43% 4w

der Kontrolle (Kultur- /
daver 115 h) herabge- 950
setzt. Die Hemmwirkung l
der Verdiinnung 1:3000 a9
war noch stirker (etwa /
30% der Pyknidien der §7w
Kontrolle), es fehlen hier :\ o

jedoch reprisentative  § /
Mittelwerte. Aus ver- Ysw
schiedenen Griinden hal-  § / / A
ten wir es fiir ratsam, den 400 /
erzielten = Hemmeffekt /
sehr vorsichtig zu beur- y
teilen: 1. Die angewand- 0 / /
ten Konzentrationen lie- / .
gen zweifellos bedeutend 00 .
héher, als sie in den Sa- / .
menschalen der Sghalerb- 0 7 T
sen zu erwarten sind, wo- Kobtardaver

beizu berticksichtigen ist,
daB die Vergleichbarkeit
der nicht bekannten Ver-
teilung der Substanz in
den Samenschalen mit der homogenen Verteilung im
fliissigen Substrat ohnehin problematisch ist. 2. Die
Ergebnisse der folgenden Versuche unterstreichen
keineswegs eine effektive Wirksamkeit der Substanz F.

Wir verglichen die Entwicklung von M. pinodes
auf 19,igen Samenschalendekokten von je einer
Mark- (‘Foli’) und einer Schalerbsensorte (‘Onsa’),
deren Samenschalen die Substanz F enthalten, mit
einer Mark- (‘W. v. Kelvedon’) und einer Schalerbse
(‘Maipal’), denen die Substanz F fehlt. Auf den
Dekokten von beiden Markerbsensorten wurde eine
nahezu {ibereinstimmende Anzahl von Pyknidien
gebildet (‘Foli’: 284 und ‘W. v. Kelvedon': 273 Pyk-
nidien). Eine Hemmwirkung der Substanz F kommt
also nicht zum Ausdruck. Die geringe Differenz
zwischen den Pyknidienzahlen der Schalerbsensorten
(‘Onsa’: 420 und ‘Maipal’: 471 Pyknidien) halten wir
daher ebenfalls nicht fiir beweiskriftig. Das Mycel
machte auf den Dekokten von ‘Foli’ und ‘Onsa’ einen
durchaus ,,normalen’* Eindruck. Die Tatsache, da8
der Pilz ausgerechnet in den Samenschalendekokten
der beiden Schalerbsen giinstigere Entwicklungsbe-
dingungen als in denen von den Markerbsensorten
vorfindet, beweist, welche Bedeutung den trophischen
Faktoren zukommt. Wollte man den Resistenzgrad
dieser vier Sorten nach der Pyknidienproduktion auf
den Samenschalendekokten beurteilen, so miiBte man
den falschen SchluB ziehen, daB die beiden Schal-
erbsen anfilliger als die Markerbsen seien. Die Ur-

Abb. 6. Hemmung der Pyknidienbil-

dung bei M. pinodes durch Substanz F.

Kontrollndhrsubstrat (K), mit Subst. F
in Verdiinnung 1:6000 (F).
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sache fiir das Ausbleiben einer Hemmwirkung kann
nicht die durch die Dekoktherstellung bedingte Ver-
dinnung sein, denn bei Infektionsversuchen mit
Konidienaufschwemmungen von M. pinodes an quel-
lenden Samen der gleichen vier Sorten lieBen sich
ebenfalls keinerlei Hinweise fiir eine héhere Wider-
standsfahigkeit Substanz F-haltiger Samenschalen
feststellen. Die Samenschalen wurden bei allen vier
Sorten ohne Unterschiede rasch besiedelt. Demnach
konnen die Konzentrationen der Substanz F in den
Samenschalen nicht fir einen wirkungsvollen Effekt
ausreichen. Die hoéhere Widerstandsfihigkeit der
meisten Schalerbsensorten muf3 daher auf anderen
Grundlagen beruhen.

¢) Phenolcarbonsiduren, Oxyzimisiuren, Arbutin und
Hydrochinon

Weiterhin schien uns von Interesse, welche Wir-
kungen die in den Samenschalen allgemein verbrei-
teten phenolischen Inhaltsstoffe, eingeschlossen die
nur bei violettblithenden Sorten gefundene Gallus-
sdure, auf die Entwicklung von M. pinodes ausiiben.
Mit Hemmwirkungen war kaum zu rechnen. Es stand
im Gegenteil die Moglichkeit offen, daB diese Sub-
stanzen fiir die Entwicklung des Pilzes belanglos sind,
vielleicht aber auch als Kohlenstoffquelle fungieren
kénnen. Von verschiedenen WeiBfiule- und anderen
Pilzen ist z. B. bekannt, daB sie einige Phenolcarbon-
und Oxyzimtsiuren abbauen bzw. als Kohlenstoff-
quelle verwerten (KNOSEL 1958 u. 1959, FLAIG u.
HaIiper 1961).

Die Substanzen p-Hydroxybenzoesiure, Protocatechu-
sdure, Gallussdure, Vanillinsdure, Syringasdure, p-Cumar-
sdure, Ferulasiure, Arbutin und dessen Aglykon Hydro-
chinon wurden dem {iblichen Niahrsubstrat zugesetzt.
Mit den angewandten Konzentrationen: Arbutin und
Hydrochinon 1/, bzw. /0, m, die iibrigen Substanzen
Y1000 D2W. Y1000, M, blieben wir erheblich unter den Kon-
zentrationen (0,2 —o0,1%ig oder !/,, m), mit denen andere
Autoren (S1EBs 1955; KIRKHAM u. FLoOD 1956; BYRDE
u. a. 1960) in dhnlicher Fragestellung arbeiteten. Die
Konzentrationen des Arbutins {Hydrochinons) wurden
héher angesetzt, da es in den Samenschalen in etwas
groBeren Mengen als die phenolischen Sduren vorkommt.

Tabelle 9. Die Wirkung verschiedener phenolischey Sub-
stapzen auf die Pykwidienbildung von Mycosphaevella

pinodes.
(Versuchsdauer 144 h) (inpgz{rg;l eﬁzﬁﬁgﬁe)
T
Versuch I: !
Kontrolle 1413 100
Hydrochinon m/500 1346 95
Arbutin m/500 747 53
p-Cumarséure m/1000 1020 72
Ferulasdure m/1000 347 25
Versuch II:
Kontrolle 1680 100
p-Hydroxybenzoesdure m/1000 496 30
Protocatechusiure m/1000 717 43
Gallussdure m/1000 1079 64
Vanillinsdure m/1000 496 30
Syringasiure m/1000 299 18

Bei den /;00 bzw. 119000 molaren Konzentrationen
unterblieb bei simtlichen gepriiften Substanzen eine
sichtbare Wirkung. In dhnlich wirkungslosen Mengen
diirften diese Phenolkérper natiirlicherweise im
Kontrollndhrdekokt aus Samenschalen von ‘W. v.
Kelvedon’ enthalten sein. M. pinodes zeigte sich
jedoch bemerkenswert empfindlich fiir einige dieser
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Phenole in 1/, bzw. /44 molaren Konzentrationen;
simtliche Substanzen wirkten in diesen geringen
Mengen bereits fungistatisch. Da wir diese Phenol-
kérper bei allen gepriiften Sorten fanden und sie in
vivo daher keine Rolle als Resistenzfaktoren spielen
kénnen, weisen auch hier die erzielten Hemmungen
darauf hin, wie vorsichtig der Nachweis derartiger
Effekte zu beurteilen ist.

Samtliche phenolische Sduren hemmten 1/, molar
das Mycelwachstum von M. pinodes, p-Cumarsidure
allerdings nur sehr schwach. Deutlicher duBerte
sich die Wirkung an der Pyknidienproduktion
{(Tab. g9). Besonders hohe Effekte erzeugten die
methoxylierten Substanzen. Ferulasidure setzte die
Pyknidienproduktion auf 259, Vanillinsiure auf
309 und Syringasidure mit 2 Methoxylgruppen auf
189, der Kontrolle herab. Die ebenfalls hohe Wirk-
samkeit der p-Hydroxybenzoesdure (30%, der Kon-
trolle) und im Zusammenhang dazu die Verminderung

Abb. 7. Enzymatische Deglucosidierung des Arbutins durch M. pinodes (Kontroil-

dekokt + /g, m Arbutin). V. links n. rechts: 40, 64, 88, 112 usw, Stunden nach

Beimpfung., Obere Zone: Arbutin, untere: Hydrochinon. Laufmittel: 3%ige
Essigsdure; Reagens: Phosphormolybdéansiure.

des Hemmeffektes durch steigende Hydroxylgrup-
penzahl (Protocatechusiure 439%,, Gallussiure 649,
der Kontrolle) war nicht unbedingt zu erwarten.
Auffillig waren auch die unterschiedlichen Wirkun-
gen von Arbutin und Hydrochinon (*/y, m). Hydro-
chinon hemmte dhnlich wie die phenolischen Sduren
das Mycelwachstum deutlich, Arbutin hemmte es
nicht oder nur sehr schwach. Die Sporulation dagegen
blieb durch Hydrochinon nahezu unbeeinflufit (959,),
wahrend Arbutin sie erheblich herabsetzte (539, der
Pyknidien der Kontrolle).

Die hydrochinon- und arbutinhaltigen Substrate
firbten sich im Taufe des Versuchs zunehmend
braunlich. Wir untersuchten deshalb das Schicksal
beider Substanzen papierchromatographisch (Probe-
nahme: 40 h nach der Beimpfung und nach je wei-
teren 24 h, 1 Woche lang). Ein nachweisbarer
Schwund des Hydrochinons durch die Bildung brau-
ner Oxydationsprodukte lieB sich jedoch nicht fest-
stellen. Im gleichen Zeitraum wurde das Arbutin
unter Freisetzung von Hydrochinon (Abb. %) zu-
nehmend enzymatisch deglucosidiert, worin die Ur-
sache der auch in diesen Kulturen entstehenden
Briunung zu suchen ist. M. pinodes ist demnach
in der Lage, eine f-Glucosidase zu bilden, die die
Nutzung der Glucose des Arbutins als allerdings
unwesentliche Kohlenstoffquelle gestattet.

3. Die Wirkung der Leucoanthocyane auf
die Pektinasen und Cellulasen der Fuf3-
krankheitserreger
Aus verschiedenen Griinden vermuteten wir bei
den FuBkrankheitserregern die Produktion von Pek-
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Abb. 8. Pektolytische Aktivitit der Kulturfliss-
sigkeit von M. pinodes. Pektin mit aktivem (I)
und mit erhitztem (K} Fermentkonzentrat.

tinasen und Cellulasen. Bei der Besiedelung der
Samenschalen diirften nur die Polysaccharide der
Zellmembranen die wesentliche Kohlenstoffquelle
der Pilze sein, da Stidrke in den Testazellen weder
bei buntblithenden noch bei Schal- oder Markerbsen
nachgewiesen werden konnte und einfache Zucker?,
wenn vorhanden, wihrend der Quellung durch ihre
leichte Loslichkeit rasch verloren gehen. Der Abbau
der Polysaccharide setzt die Produktion dieser Fer-
mente voraus. Auffillig ist aulerdem, daf die be-
fallenen Stellen auf Samenschalen quellender Schal-
und Markerbsen ihre Elastizitdt verlieren und rissig
und kriimelig werden. Auch die interzelluldre Aus-
breitung der Pathogene in Blittern und Stengeln
der Erbse 146t auf die Wirkung derartiger Fermente
schlieBen. Obwohl hier nicht die fiir viele pilzliche
Pathogenesen anderer Pflanzen charakteristische
Auflésung der Mittellamellen erfolgen soll (KERLING
1949; BAUMANN 1953), sind jedoch Perforationen der
Zellmembranen zu beobachten. Weiterhin schien eine
Inaktivierung solcher Fermente durch die Leuco-
anthocyane in den Samenschalen buntblithender
Erbsen nicht ausgeschlossen, die die von SToLL (1951)
gefundene hohe Mazerationsfestigkeit erkldren kénute.

In den auf !/y, des urspriinglichen Volumens einge-
engten Kultursubstraten (Dekokte von leucoantho-
cyanfreien Samenschalen) konnten wir fiir M. pino-
des, Ascochyta pinodella und A. pisi die Produktion
von Pektinasen und fiir die beiden ersten Arten auch
die Bildung von Cellulasen an der Abnahme der Vis-
kositdt einer Pektin- bzw. Carboxymethylcellulose-
lésung nachweisen (Abb. 8, g, 10 u. 11).

Zum Nachweis eventueller Hemmeffekte der Leuco-
anthocyane priiften wir die Wirkung von ,,oligo-
merem‘’ bzw. gerbstoffartig hochkondensiertem Leu-
cedelphinidin auf die Kulturfliissigkeitskonzentrate.
19, ,,oligomeres’* Leucodelphinidin bewirkte bei einer
Fermentprobe von M. pinodes gegeniiber der Kon-
trolle keine signifikante Verminderung der Pektin-
aseaktivitit (Abb. g). Innerhalb der ersten 20 min
verlief der Viskosititsabbau in vélliger Uberein-
stimmung mit dem der Kontrolle und erst gegen
140 min wurde ein geringfiigiger Hemmeffekt be-
merkbar, der allerdings weniger als 59, der Aus-
gangsviskositit betrug. Hochkondensiertes Leuco-
delphinidin verminderte ebenfalls 1%ig bei einem
Fermentpriaparat von A. pinodella die Pektinase-
aktivitit innerhalb 180 min dagegen zu iiber 50%;
trotz der starken Hemmung wurde aber der pektoly-

1 MULLER (1962) fand in den Samenschalen der Schal-

erbse ‘Kleine Rheinldnderin’ weder 16sliche Kohlehydrate
noch Aminosduren,

Abb. 9. Die Wirkung von schwachkondensiertem

Leucodelphinidin auf die Pektinasen von M.

pinodes. Pektin mit Fermentkonzentrat (I} und
mit 1% des Leucodelphinidins (II).

Abb. 10. Hemmung der Pektinase-Aktivitat von Ascochyta

pisi durch hochkondensiertes Leucodelphinidin. Pektin

mit Fermentkonzentrat (f) und mit 2% ,,polymerem*
Leucodelphinidin (11).

tische Abbau bis zur Beendigung gebracht. 29%ig
fithrte das gerbstoffartige Leucodelphinidin bei einem
entsprechenden Rohfermentkonzentrat von A. pist
fest zur totalen Inaktivierung der Pektinasen
{Abb. 10). Die Cellulaseaktivitit von A. pinodelia
wurde durch 29, des hochkondensierten Prdparates
ebenfalls vollstindig gehemmt (Abb. 11). Das
gleiche Ergebnis erhielten wir fiir das Cellulase-
Rohpriparat von M. pinodes. Fiir Parallelversuche
mit Leucocyanidin fehlten uns leider die erforder-
lichen Substanzmengen. Wir halten jedoch die An-
nahme fiir weitgehend sicher, daB fiir Leucocyanidin
analoge Effekte zu erwarten sind.
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Abb. 11. Hemmung der Cellulase-Aktivitit von Ascochyta pinodella durch hoch-

kondensiertes Leucodelphinidin. Carboxymethylcellulose mit erhitztem (K) bzw.

aktivem (I) Fermentkonzentrat und Zusatz von 2% ,,polymerem’‘ Leucodelphini-
din ({1).

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist in den
Samenschalen der buntblithenden Erbsen durch den
hohen Leucoanthocyangehalt mit einer hochgradigen
Hemmung der Pektinasen und Cellulasen der Fuf-
krankheitserreger zu rechnen. Die Ursache fiir die
Inaktivierung der Fermente scheint auf dem Gerb-
stoffcharakter der hochkondensierten Komponenten
zu beruhen, wobei die Abbindung des Ferment-
eiweiBes erfolgt. Fiir diese Erklirung spricht auch die
Feststellung, dafl sich durch schwach kondensiertes
Leucodelphinidin, dem die ausgeprigten Gerbstoff-
eigenschaften noch fehlen, kein klarer Hemmeffekt
an Pektinasen erzielen lief3.

D. Diskussion der Ergebnisse

Um die Bedeutung der phenolischen Testa-Inhalts-
stoffe der Erbse fiir die unterschiedliche FuBkrank-
heitsresistenz der Erbsensorten zu kldren, war zu-
ndchst deren Identifizierung notig. Wir fanden
sowohl bei resistenten wie auch bei anfélligen Sorten
ohne wesentliche Unterschiede p-Hydroxybenzoe-,
Protocatechu-, Vanillin-, Syringa-, p-Cumar- und
Ferulasiure und Arbutin, die zusammen mit dhn-
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lichen phenolischen Verbindungen allerdings als in
der Pflanzenwelt nahezu ubiquitir verbreitet gelten
kdnnen (vgl. z. B. HERRMANN 1956, 1957, 1958, 1959;
IsraniM u. Towers 1¢60). In den nachgewiesenen
gerirgen Konzentrationen stellt ihr Vorkommen in
den Erbsensamenschalen daher keine Besonderheit
car. Wie die ebenfalls bei allen Sorten gefundenen Sub-
stanzen Hydrochinonglucosid II und Syringasidure-
,.glykosid* zu bewerten sind, mufl vorliufig dahin-
gestellt bleiben. Kaffeesiure, die nach HERRMANN
(1957) in Erbsenblidttern vorkommt, konnten wir in
den Samenschalen nicht nachweisen.

Buntblithende Sorten enthalten in den Samen-
schalen auBerdem ausnahmslos Leucodelphinidin
bzw. Leucocyanidin in teilweise bemerkenswert hohen
Konzentrationen. Nach BATE-SmITH u. RIBEREAU-
Gavon (1959) ist das Vorkommen von Leuccantho-
cyanen in der Testa bei den Leguminosen ein Merk-
mal von taxonomischem Wert. Besonders fiir die
krautigen Leguminosen ist die hohe Regelmiligkeit
leucoanthocyanhaltiger Samenschalen im Gegensatz
zum wesentlich unregelmiBigeren Vorkommen die-
ser Substanzen in den Blittern auffillig. Am Rande
erwahnt sei, daf3 aber z.B. auch die Samenschalen
von Wein, Apfel und Walnuf3 leucoanthocyanhaltig
sind (RoriNsoN u. ROBINSON 1933; BATE-SMITH u.
LERNER 1954).

Die von uns gefundene Strukturhomologie zwischen
den Leucoanthocyanen der Testa und den Anthe-
cyanidinen der Bliitenfarbstoffe, die sich in der Uber-
einstimmung der Zahl der Hydroxyl- und Methoxyl-
gruppen am Seitenphenylring duBlert, scheint auch
bei anderen Leguminosen vorzukommen. So kénnen
bei den zahlreichen Bliitenfarbvarianten von Lathyrus
odoratus L. dhnliche Zusammenhinge als sicher gel-
ten, obwohl keine direkten Paralleluntersuchungen
beider Substanzgruppen durchgefithrt wurden (Ro-
BINSCN u. ROBINSON 1933, 1934; HARBORNE 1960).
Weiterhin ist die Zahl der Hydroxylgruppen der
Leucoanthocyane, Anthocyanidine und Flavonole in
den Samenschalen verschiedener Varietiten von
Phaseolus vulgaris L. gleichfalls gen-abhingig (FEEN-
STRA 1960).

Antimikrobiell wirksame phenolische Pflanzen-
inhaltsstoffe kénnen in den Wirt-Parasit-Beziehungen
zahlreicher pilzlicher und bakterieller Pathogenesen
zweifellos eine bemerkenswerte Rolle spielen. Aller-
dings mag diesbeziiglich.in einigen Fillen eine Uber-
bewertung ihrer Bedeutung erfolgt sein. Es 1st schon
von verschiedenen Seiten darauf aufmerksam ge-
macht worden (vgl. WINTER 1959; HENKE 1961),
daB besonders dann zu vorsichtigen Interpretationen
zu raten ist, wenn es sich bei den fraglichen Phenol-
kérpern um in der Pflanzenwelt weit verbreitete
Substanzen handelt und die vorliegenden Konzen-
trationen eine effektive Wirksamkeit als zweifelhaft
erscheinen lassen. Im wesentlichen gibt es zwei Mog-
lichkeiten fiir die Zusammenhinge zwischen Resistenz
der Pflanzen und Vorkommen phenolischer Inhalts-
stoffe (vgl. GAUMANN 1051; JOINSON u. SCHAAL
1957; Farxas u. KirRarLy 1958, 1962). Die anti-
mikrobiell wirksamen Phenolkdrper kénnen entweder
genetisch bedingt, priinfektionell als Axeniefaktoren
im Sinne GAUMANNS, 1951) in Cen Pflanzen bzw.
mn hestimmten Organ- oder Gewebetetlon vorkommen
oder postinfektionell in der Ndhe cer Infektionsherde
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angereichert bzw. verstarkt synthetisiert werden und
so in die Wirt-Parasit-Auseinandersetzung einge-
schaltet sein.

Uber den Mechanismus der antimikrobiellen Wir-
kung der Phenolkoérper ist bisher noch wenig bekannt.
Wahrscheinlich greifen sie in die Stoffwechselvor-
ginge der Atmung ein. Sicher ist jedenfalls, daB sie
die Aktivitdt zahlreicher Fermentsysteme vor allem
hemmend beeinflussen konnen. Die Fermenthem-
mung ist entweder auf die Phenole direkt, auf ihre
Oxydationsprodukte oder auf kondensierte Substan-
zen mit Gerbstoffcharakter zurtickzufithren, wobei
Stellung und Zahl der Hydroxylgruppen, ihre Ver-
dtherung oder Glykosidierung usw. die Wirksamkeit
modifizieren (z. B. BOSER 1950).

Eines der am lingsten bekannten Beispiele fiir die
Resistenzwirkung phenoclischer Inhaltsstotfe ist die Col-
letotrichum-Resistenz der gelb- bis rotschaligen Zwiebel-
sorten, die auf dem Gehalt an Protocatechusdure und
Brenzcatechin berubht (ANGELL wu.a. 1930; LINK u.
WALKER 1933; WALKER u. LINK 1935; HATFIELD u. a.
1948). Fiir einige Pathogenesen der Kartoffel ist ein
erhohter Chlorogensduregehalt (bzw. die Fahigkeit ver-
stiarkter Synthese) als Ursache der Resistenz verschiede-
ner Sorten diskutiert worden (JOHNSON u. SCHAAL 1952,
1957; SCHAAL u. JOHNSON 1955; Kuc u.a. 1955, 1956;
LeE n. Le TourNEaU 1958; CLARK u.a. 1959). Aller-
dings wird der Chlorogensdure nicht {ibereinstimmend so
grole Bedeutung beigemessen. EmILssoN (1953), WOLFF-
GANG u. HorFFuMaNN (1959) und HorLm u. ApaMs (1960)
fanden z. B. keine Beziehungen zwischen Chlorogensiure-
gehalt und Schorfresistenz der Kartoffel. Resistenz ist
aullerdem bei der Tomate, Batate, dem Hafer, bei ver-
schiedenen Weizen-, Reis-, Birnen- und Pappelsorten usw.
mit Polyphenolen in Zusammenhang gebracht worden
{MENON n. SCHACHINGER 1957; URITANI 1953; TURNER
1960; NEWTON u. ANDERSON 1929; WAKIMOTO Uu. a. 1958,
1960; SIEBS 1955; OKU 1960; BUTIN u. LOESCHKE 1960).
Weiterhin wurden Hemmungen des Wachstums und der
Sporulation durch verschiedene Phenolkérper u. a. bei
Venturvia inaequalis (Cke.) Wint. und Sclevotinia fructigena
Ad. et R. in vitro festgestellt und als Resistenzursachen
diskutiert (KiRkHAM u. FLooD 1956; BYRDE u. a. 1960).

In den Erbsensamenschalen kann, da es sich um
tote Gewebe handelt, fiir die phenolischen Inhalts-
stoffe nur die Rolle von Axeniefaktoren in Frage
kommen. Unter den gefundenen Substanzen war fiir
die hochgradige Widerstandsfihigkeit der buntblii-

"~ henden Sorten nur in den Leucoanthocyanen und

fiir die abgestufte Anfilligkeit der weifiblithenden
Schal- und Markerbsen hochstens in den Substanzen
C und F eine Resistenzfunktion zu erwarten. Die
Ursache der hohen Resistenz der buntblithenden
Sorten sah SToLL (1951) in der auffilligen Mazera-
tionsfestigkeit der Samenschalen. Nach dieser Auf-
fassung ist also die Barrierewirkung durch struk-
turelle Besonderheiten der Testa erklirt. Dem-
gegeniiber fand SORGEL (1952, 1956a) bel solchen
Sorten als Resistenzursache die fungistatische Wir-
kung wasserldslicher Inhaltsstoffe. Er betonte dem-
nach die Bedeutung chemischer Besonderheiten der
Testa und versuchte auch, die von StoLL beschrie-
bene Mazerationsfestigkeit mit der Hemmwirkung
der Inhaltsstoffe zu deuten. Damit lief§ sich jedoch
nicht erkldren, warum diese Samenschalen, wie STOLL
mitteilte, auch fest gegen anorganische Mazerations-
mittel sind.

Nach den Ergebnissen unserer Untersuchungen
lassen sich beide Auffassungen durchaus in Verbin-
dung bringen und aufl dic gleiche Grundlage, auf
die Leucoanthocyane, zuriickfiliren. Deren Eigen-
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schaft der Autokondensation fiihrt dazu, daB in den
Samenschalen die verschiedensten Kondensations-
stufen vorliegen, die sich durch gréBere oder geringere
Wasserléslichkeit, unterschiedliche Quellfihigkeit und
in der Endphase der Kondensation durch totale
Unloslichkeit auszeichnen. Die SOrGELsche Deutung
der FuBkrankheitsresistenz beruht auf der fungi-
statischen Wirkung der wasserldslichen Komponen-
ten. Von SORGEL (1956b) wissen wir auflerdem, daB
auch die Keimung von Konidien der FuBkrankheits-
erreger durch Samenschalendekokte von buntbliithen-
den Erbsen, d. h. also durch die Leucoanthocyane,
gehemmt wird. Da solche Erbsensamen wihrend der
Quellung beachtliche Mengen von Leucoanthocyanen
abgeben,ist schon in der sogenannten Spermatosphire
mit einer Entwicklungshemmung der Pathogene zu
rechnen. Im Zusammenhang mit der durch Konden-
sationsvorgdnge herabgesetzten Hemmwirkung der
Leucoanthocyane sind der Ergebnisse von RAIBLE u,
VIRTANEN (1957) von Interesse. Die Autoren fanden
in den griinen Teilen der Heidelbeere (Vaccinium
myrtillus 1..) eine phenolische, gerbstoffartige Sub-
stanz mit starker Hemmwirkung auf Fusarium nivale
(Fries) em. Ces. Die Substanz fiarbt sich im Laufe
der Zeit dunkler, wobei die antifungale Wirksamkeit
allmahlich abnimmt.

Die strukturell erklirte Mazerationsfestigkeit wird
durch die schwer- bis unldslichen Leucoanthocyan-
komponenten verursacht. Die Bedeutung dieser bis
zur Endphase kondensierten Substanzen kénnen wir
analog zur Rolle der Gerbstoffe im Kernholz vieler
Laubgehdlze (L YR 1961) im wesentlichen in der Inkru-
stierung der Testazellmembranen sehen, wodurch
deren fermentative Angreifbarkeit wesentlich herab-
gesetzt wird. Den FuBkrankheitserregern wird damit
in hohem MaBe die Nihrstoffbasis entzogen und
aullerdem ein Durchdringungs- und Ausbreitungs-
widerstand entgegengesetzt. Wie wir nachweisen
konnten, produzieren Mycosphaerella pinodes, Asco-
chyta pinodella und A. pisi Pektinasen und die beiden
ersten Arten auch Cellulasen, deren Aktivitit in
hohem MaBe wvon hochkondensierten, aber noch
wasserléslichen  Leucoanthocyankomponenten ge-

hemmt wird. Die durch die Leucoanthocyanin-

krustierung ohnehin schon verminderte fermentative
Angreifbarkeit der Zellmembranen der Samenschalen-
zellen wird damit durch die fortlaufende Blockierung
der pilzlichen Pektinasen und Cellulasen zusitzlich
herabgesetzt. Die offenbar auf dem Gerbstoffcharak-
ter der hochkondensierten Substanzen, d. h. auf der
Abbindung des Fermenteiweilles beruhende Inakti-
vierung diirfte sich sicher auch auf andere Ferment-
systeme der Pathogene erstrecken.

Besonders die Hemmung pektolytischer Enzyme durch
verschiedene Polyphenole teilten auch andere Autoren
mit. So wirken z. B. nach CoLE (1958) in mit Sclerotinia
fructigena infizierten Apfeln die Polymerisationsprodukte!
von Leucoanthocyanen hemmend auf die Polygalacturon-
ase des Pilzes, so daBl die befallenen Stellen der Iriichte
nicht weich werden. Eine dhnliche Hemmung von Poly-
galacturonase erzielten POLLARD u. a. (1958) mit einem
Leucoanthocyan-Priparat aus Birnen, und sie schrieben
den Effekt der eiweilfallenden Wirkung dieser Substanzen
zu. Des weiteren berichteten auch GrRossMANN (19358,
Haraway u. SeakiNs (1958), Ramaswamy u. Lams

! Die Polymerisation der Leucoanthocyane nach CoLk
scheint unserer von FREUDENBERG (1960) iibernommenen
,,Kondensation” zu entsprechen.
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(1938) und BYRDE u. a. (1960) iiber Hemmungen pektoly-
tischer Enzyme durch verschiedene Polyphenocle. Ein
Cellulase-Inhibitor in den Blittern einer Vitis-Art ist
vermutlich auch ein hochmolekularer Phenolkérper (BELL
u. a. 1960). Eine wihrend der Keimung der Samen von
Vicia faba L. in Aktion tretende Saccharase wird durch
Inhaltsstoffe der Samenschale gehemmt (PRiDHAM 1958).
Es konnte sich auch hier um die Wirkung gerbstoffartiger
Substanzen handeln, denn verschiedene Varietiten von
V. faba enthalten Ieucoanthocyane in der Testa (DICKIN-
SON Uu. a. 1957).

Verschiedene Hinweise, z. B. die Unterdriickung
der Entwicklung von Bakterien auf leucoanthocyan-
haltigen Erbsensamenschalen und die Gerbstoffnatur,
deuten auf ein relativ breites antimikrobielles Wir-
kungsspektrum der Leucoanthocyane hin. Es ist
daher sehr wahrscheinlich, daB sie auch in den Samen-
schalen anderer Pflanzen — besonders unter den
Leguminosen — ebenfalls einen barriereartigen
Schutz gegen die Angriffe von Mikroorganismen dar-
stellen. So fanden z. B. Jacoss u. DADD (1959) und
THOMPSON (1960} in den Samenschalen von Lathyrus
odovatus, Trifolium subtervaneuwm L., T. vepens L.
und Medicago sativa L. antibakterielle Substanzen,
iiber deren chemische Natur allerdings bisher nur
wenig bekannt sein dirfte. Die Samen von Vicia

- villosa Roth. geben wihrend der Quellung gerbstoff-

artige Substanzen ab, die das Wachstum von Strep-
tomyceten hemmen (VODERBERG 195¢). Es ist hier
unklar, ob es sich um Inhaltsstoffe der Samenschale
handelt. Nach unseren Untersuchungen enthilt auch
die Testa von V. villosa Leucoanthocyane.

Die Vermutung, daB die fluoreszierenden pheno-
lischen Substanzen C und besonders F die Ursache
der unterschiedlichen FuBinfektionsanfilligkeit der
weifiblithenden Erbsen sein kénnten, stiitzte sich vor
allem auf die interessante Feststellung, nach der sie
bei der Mehrzahl der gepriiften, in der Regel als
relativ widerstandsfihig geltenden Schalerbsensorten
in der Testa vorkommen, bei den meisten der z. T.
extrem anfilligen Markerbsen dagegen fehlen. Ob-
wohl wir in vitro die antifungale Wirkung der Sub-
stanz F nachweisen konnten, fiihrten die Ergebnisse
anderer Versuche nicht zur Bestidtigung der anfing-
lich vermuteten Resistenzzusammenhinge. Die beob-
achtete fungistatische Wirkung der Substanz F
erschien sofort als fragwiirdig, als wir fiir die Phenol-
carbon- und Oxyzimtsduren, fiir Arbutin und Hydro-
chinon in etwa entsprechenden Konzentrationen an
M. pinodes dhnliche Hemmeffekte feststellen konn-
ten, obwohl diese Substanzen selbst in den Samen-
schalen hochanfilliger Markerbsen vorkommen und
dort in vivo offensichtlich keine Rolle spielen. Wir
mochten an dieser Stelle nochmals darauf hinweisen,
wie leicht aus dem bloBen Nachweis antimikrobieller
Effekte Fehlschliisse gezogen werden konnen. Fiir
die phenolischen Testa-Inhaltsstoffe der weilblithen-
den Erbsensorten halten wir zusammenfassend die
Feststellung fiir gerechtfertigt, dal sie im Falle der
Besiedlung der Samenschalen im wesentlichen ohne
Einfluf auf die Entwicklung der FufBlkrankheits-
erreger sind und daB die beobachtete abgestufte
Anfilligkeit dieser Sorten nicht auf phenolischen
Inhaltsstoffen der Testa beruhen kann.

Die Resistenzunterschiede zwischen Schal- und
Markerbsensorten kénnen daher im Falle der Fuf-
infektion nur auf Besonderheiten des Keimlings be-
ruhen. In diesem Zusammenhang ist z. B.-die Beob-
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achtung kutikuldrer Eindringungsresistenz zu erwah-
nen (GILCHRIST 1926; BREWER 1960). Weiterhin sind
manche Sorten durch ein ausgeprigtes Regenerations-
vermogen in der Lage, einen frithzeitigen Verlust
der Hauptwurzel durch korrelative Bildung von
Adventivwurzeln auszugleichen (SToLL 1951). Die
vom gleichen Autor vertretene Ansicht, daB der
Erbse eine plasmatisch bedingte FuBkrankheits-
resistenz offenbar fehle, méchten wir nicht unter-
stiitzen, denn verschiedene Untersuchungen (u. a.
BrEwWER u. MCNEILL 1953 ; BREWER 1960) deuten auf
die Existenz echter Abwehrreaktionen hin. So wird
in Erbsenhiilsen nach Infektion durch verschiedene
Pilzarten als Ergebnis der Wirt-Parasit-Auseinander-
setzung ein antifungal wirksames Phytoalexin, das
Pisatin gebildet (CRUICKSHANK u. PERRIN 1900,
1g61), dessen chemische Struktur bereits geklart
werden konnte (PERRIN u. BoTTOMLEY 1961). Ob in
Keimlingen mit &hnlichen Reaktionen gerechnet
werden kann, bleibt noch zu untersuchen. Einer der
Welkeerreger der Erbse, Fusarium oxysporum 1. pisi
(Lin.) Sn. et H. wird durch Wurzelexudate welke-
resistenter Sorten gehemmt (BUXTON 1957, 1960).
Die FuBkrankheitserreger betreffende, &dhnliche
Effekte sind nicht ausgeschlossen. Leucoanthocyane
kénnen weder im Keimling noch in den krauntigen
Teilen der Erbsenpflanze eine Resistenzursache sein;
sie kommen auBer in den Samenschalen nur im Funi-
culus, in bestimmten Teilen des Bliitenstieles und
der Basis der verwachsenen Nebenblétter vor.

Die Barriereresistenz-Wirkung der leucoanthocyan-
haltigen Samenschalen ist — von Futtererbsen abge-
sehen — ziichterisch nicht zu nutzen, wenn man nicht
weitgehende Zugestdndnisse hinsichtlich der ge-
schmacklichen Qualititsforderungen machen will
Die ausnahmslose qualitative Minderwertigkeit der
buntblithenden Sorten ist eben auf die Leucoantho-
cyane zuriickzufiihren; sie sind die Ursache eines
gerbstoffartig adstringierenden Geschmackes und
unerwiinschter Briunungen, die bei der Verwendung
als Trockenspeiseerbsen wie auch bei der Griinkon-
servierung auftreten. Hohe Krankheitsresistenz und
gute Qualitit schlieBen sich leider, wie schon wieder-
holt beobachtet (z. B. REUTHER 1g61), nicht selten
gegenseitig aus. Sollten uns nicht bekannte Schal-
und Markerbsenformen existieren, deren Samenscha-
len einen so hohen Phenolkérpergehalt anfweisen,
daB damit eine effektive Resistenzwirkung verbun-
den ist, dann steht man, was die ziichterische Nutz-
barkeit anbelangt, vor dem gleichen Dilemma wie
bei den buntblithenden Sorten, denn auch in diesem
Falle wire mit geschmacklichen Beeintrdchtigungen
zu rechnen. Eine geeignete Grundlage der Resistenz-
ziichtung kénnen demnach nur die Abwehrpotenzen
sein, die die lebende Erbsenpflanze einer FuBinfek-
tion entgegenzusetzen hat.

Fiir die Uberlassung des Themas und sein stidndiges
Interesse am Fortgang der Arbeit m&chte ich Herrn Prof.
Dr. A, ScHNEIDER (Quedlinburg) meinen verbindlichsten
Dank aussprechen.

E. Zusammenfassung

Alle untersuchten Erbsensorten enthalten ohne auf-
fillige Unterschiede in den Samenschalen in sehr
geringen Mengen p-Hydroxybenzoe-, Protocatechu-,
Vanillin-, Syringa-, p-Cumar- und Ferulasdure und in
etwas hoheren Konzentrationen Arbutin, ein weiteres
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Hydrochinonglucosid (vermutlich ein Diglucosid) und
ein Syringasinore-,, glykosid*.

Beschrankt auf buntbliihende Sorten ist das Vorkom-
men von Leucoanthocyanen in bemerkenswert hohen
Konzentrationen (bis 13,5% des Tr.-gew. der Samen-
schalen). Die zahlenmifig vorherrschenden violett-
blithenden Sorten enthalten in der Testa Leucodelphinidin
und teilweise Spuren von Leucocyanidin, die selteneren
rosa bis hellroten Sorten nur Leucocyanidin., Zwischen
den Leucoanthocyanen und den Anthocyanidinen der
Bliitenfarbstoffe bestehen substitutionelle Beziehungen.
Zusammen mit Leucodelphinidin tritt Gallussdure in den
Samenschalen auf.

Lediglich bei weiblithenden Schal- und Markerbsen-
sorten scheinen in der Testa die im UV-Licht intensiv
fluoreszierenden phenolischen Substanzen C und F
vorzukommen. Die Substanzen konnten vorldufig noch
nicht identifiziert werden.

Die Leucoanthocyane hemmen Wachstum und Sporu-
lation von Mycosphaevella pinodes. Die niederen Kon-
densationsstufen sind wirksamer als die gerbstoffartig
hochkondensierten Komponenten.

Mycosphaevella pinodes, Ascochyta pinodella und A.
pisi produzieren auf leuncoanthocyanfreien Samenschalen-
dekokten Pektinasen, die beiden ersten Arten auBerdem
Cellulasen. Die Aktivitit der Fermente wird durch hoch-
kondensiertes Leucodelphinidin gehemmt; die Hemmung
beruht vermutlich auf der eiweiBfdllenden Wirkung der
gerbstoffartigen Substanz. Schwach kondensiertes Leu-
codelphinidin, dem die ausgeprigten Gerbstoffeigenschaf-
ten noch fehlen, war (bei Pektinasen) nahezu wirkungslos.

Die FuBinfektions-Scheinresistenz der buntbliilhenden
Erbsensorten wird demnach durch die Durchdringungs-
und Ausbreitungsbarriere der Leucoanthocyane ver-
ursacht.

Obwohl sich fiir die Substanz I und die anderen all-
gemein vorkommenden Phenolkdrper an M. pinodes in
vitro fungistatische Effekte nachweisen lieBen, reichen
die Konzentrationen in den Samenschalen nicht aus, um
die Resistenzunterschiede zwischen Schal- und Mark-
erbsensorten zu erkldren.
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Der Einfluf3 von Umweltbedingungen auf die Artkreuzung
Digitalis purpurea 1.. x Digitalis lutea 1.*

Von MARTIN STEIN

Mit 4 Abbildungen

Artkreuzungen werden heute in grofem Umfang
durchgefithrt, um bestimmte genetische oder cyto-
logische Fragen zu bearbeiten und um in der Pflan-
zenziichtung wertvolles Ausgangsmaterial zu gewin-
nen. Uberblickt man aber die Vielzahl der Artkreu-
zungen, so fillt auf, daBl mitunter widersprechende
Ergebnisse gefunden wurden. Wie bereits GARTNER
(1849) berichtete, entstehen bei Artkreuzungen, die
gewohnlich schlecht gelingen, manchmal relativ
viel Bastarde. Andererseits millingen gelegentlich
Artkreuzungen, bei denen sich im allgemeinen
Bastarde leicht herstellen lassen. Diese auffilligen
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Widerspriiche, die immer wieder festgestellt wurden,
lassen sich zum Teil zweifellos auf das idiotypisch
unterschiedliche Ausgangsmaterial der einzelnen
Autoren zuriickfiihren. Es konnte aber manchmal
beobachtet werden, daBl die Kreuzungen auch durch
den Einflul von Umweltbedingungen sehr verschie-
den gelingen kénnen (Zusammenfassung OEHLER
1958). Dariiber hinaus zeigte bereits DE VRIES (1915)
bei genetischen Untersuchungen, dall AuBenfaktoren
auf das Kreuzungsergebnis einen erheblichen Einfluf3
haben kénnen. Alle diese Feststellungen wurden aber
bisher kaum beachtet und nie niher untersucht. Die
folgenden Ausfithrungen sollen nun einen Einblick
ermoglichen, in welchem Ausmaf Umweltbedingun-



