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1. Einleitung

In der globalen Obstproduktion nimmt der Apfel mit 93,14 Millionen Tonnen (im Jahr 2021)
nach Bananen und Wassermelonen den dritten Platz ein (FAOSTAT, 2023). Laut Statistischem
Bundesamt (Statistisches Bundesamt, 2023) wurden im selben Jahr in Deutschland eine Million
Tonnen Apfel produziert. Diese Zahlen in Verbindung mit den zahlreichen positiven Effekten
von Apfeln auf die menschliche Gesundheit (Hyson 2011; Zhang et al. 2021) unterstreichen die
Bedeutung dieser Obstart fiir die gesunde Erndhrung der Bevdlkerung. In Deutschland ist der
Apfel das meistverzehrte Obst. Sein Verbrauch lag im Jahr 2021 bei 22,4 kg pro Kopf (Statista,
2023), dabei deckt die heimische Apfelproduktion nur die Hélfte der benétigten Menge. Daraus
ergibt sich ein groBes Potenzial fiir die Ausweitung der deutschen Apfelproduktion, die
mindestens verdoppelt werden konnte, um den lokalen Bedarf an Frischobst zu befriedigen.
Allerdings ist die Produktion von Apfeln in Europa durch den Klimawandel zunehmend
gefdhrdet (Dalhaus et al. 2020). Dies bezieht sich vor allem auf die deutliche Erhéhung der
Durchschnittstemperatur im Winter, die sich wiederum negativ auf die Synchronitit des
Knospenaufbruchs und auf den Bliihzeitpunkt im Friihling auswirkt (Vitasse and Rebetez 2018;
Koehler and Milyaev 2022).

Phénologische Untersuchungen haben gezeigt, dass in den letzten Jahren der Knospenaufbruch
bei Apfel im Vergleich zu langjéhrigen Durchschnittswerten ca. 12 Tage friiher auftritt (Bissolli
et al. 2007; Wiirtz 2016). Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass Spétfroste die austreibenden
Knospen schidigen, was zu erheblichen Ertragsaustfillen fithren kann (Drepper ef al. 2021). Die
letzten Beispiele extensiver Knospenschiddigungen von Obstkulturen durch Friihlingsfroste in
Europa wurden im April 2017 dokumentiert. Die dadurch verursachten Ertragsverluste bei
Obstkulturen und Weinreben aus kommerziellen Anlagen betrugen ca. 3,3 Milliarden Euro
(Vitasse and Rebetez 2018). Ahnliche Verluste waren auch im Mirz 2020 in der Bodensee-
Region zu verzeichnen (Allon 2020; personliche Kommunikation).

Aktuelle Klimastudien zeigen, dass die Haiufigkeit der Friihlingsfroste seit mehreren
Jahrzehnten stabil ist. Es steigt jedoch die Anzahl der Tage mit einer Durchschnittstemperatur
iiber 5°C im Spéatwinter und im Friihling an (Vitasse and Rebetez 2018). Dies ist der Grund fiir
die frithzeitige Knospenentwicklung und die daraus resultierende Gefahr von Frostschiden an
Knospen in besonders frostempfindlichen Entwicklungsstadien.

Ein weiteres Problem, welches der Klimawandel mit sich bringt, ist unzureichende Kélte im
Winter, die somit nicht mehr als Synchronisierungsfaktor fiir einen gleichzeitigen Aufbruch der
Knospen im Friihling dienen kann (Koehler and Milyaev 2022). Die Kéltemenge, welche die
Apfelbdume im Winter bendtigen, wird als Kiltebediirfnis bezeichnet, welches oft in Chill
Portions (CP) gemessen wird (Fishman et al. 1987a; b). Unsere Studien zeigten, dass die in
Baden-Wiirttemberg angebauten kommerziellen Apfelsorten zwischen 55 und 75 CP brauchen,
damit die Knospen im Friihling normal und synchron austreiben, wéhrend die
Winterbedingungen in Siiddeutschland zurzeit ca. 110 CP anbieten (Milyaev et al. 2021,
Milyaev et al. eingereichtes Manuskript). Die Modellierung des zukiinftigen Verlaufs der
Erderwédrmung deutet allerdings darauf hin, dass sich das Kélteangebot in manchen Regionen
Europas bis Ende des 21. Jahrhunderts stark verringern wird (Luedeling and Brown 2011).



Sollten die Baume keinen ausreichenden Kiltereiz im Winter bekommen, reduziert sich die
Anzahl der im Friihling aufbrechenden Knospen und somit auch der Fruchtbehang erheblich
(Saure 1985). Dies konnte die Wirtschaftlichkeit des Apfelanbaus in Deutschland gefahrden.

Um diesen Problemen auf ziichterischer Ebene zu begegnen, soll ein umfangreiches und
langfristiges Ziichtungsprogramm zur Entwicklung von neuen Sorten durchgefiihrt werden. Es
wird erwartet, dass erst nach mehreren Jahrzehnten eine neue klimaadaptierte Apfelsorte
angebaut werden kann, weil der Ziichtungsvorgang sowie die anschlieBende Sortenpriifung
ziemlich zeitaufwendig sind. Die Obstproduzenten bendtigen allerdings bereits heute eine
effektive Methode zur zeitlichen Anpassung der phinologischen Entwicklung der Knospen im
Friihling. Am besten sollte solch eine Methode auf natiirlich vorkommenden pflanzlichen
Metaboliten mit regulatorischer Wirkung auf die Winterruhe (Dormanz) der Knospen basieren.
Die natiirlichen Signalmolekiile, welche die Knospendormanz bei Apfel regulieren, sind noch
weitgehend unbekannt und sollen in dieser Studie identifiziert werden. Sobald sie identifiziert
sind, konnte die Blithzeit bestimmter Apfelsorten durch eine externe Applikation von
natiirlichen Substanzen, deren synthetischen Analogen oder gegenwirkenden Molekiilen an die
dynamisch dndernden Klimabedingungen angepasst werden.

Als Vorarbeit zu dieser Studie wurde ein Klimakammerexperiment mit zwei kommerziellen
Apfelsorten bereits durchgefiihrt, in dem der Dormanzverlauf, sowie die einzelnen
Dormanzphasen (Para-, Endo- und Ecodormanz) identifiziert wurden. Apfelknospen, die in
diesem Versuch iiber den gesamten Verlauf der Dormanzperiode gesammelt wurden, wurden
mithilfe von Massenspektrometrie analysiert. Das Hauptziel dieser Studie war, nach denjenigen
Metaboliten und Phytohormonen in Apfelknospen zu suchen, welche bei fehlendem Kaltereiz
den synchronen Austrieb der Knospen stimulieren konnen und auch nach solchen, die bei zu
hoher Wintertemperatur den Knospenaustrieb bei Apfel voriibergehend hemmen kénnen, um
die Knospen durch die Verzégerung ihrer phéanologischen Entwicklung von wiederkehrender
Kilte zu schiitzen.

2. Material und Methoden

Klimakammerexperiment und Probenahme. Das Probenmaterial stammte aus der
Versuchsplantage der Universitdt Hohenheim (48°42'44.3 "N 9°11'33.5 "E) mit 14-jdhrigen
Apfelbdumen, die auf 'M.9'-Unterlagen veredelt wurden. Um den gesamten Verlauf der
Winterruhe bei Apfel zu bestimmen, wurden jeweils 6 reprisentative Aste von den 2
kommerziellen Apfelsorten ‘Nicoter’ (Kanzi ®) und ‘Topaz’ von Juni 2021 bis Mirz 2022
wochentlich abgeschnitten (31 Probenahmen). Die Aste wurden entblittert, in Wasser gestellt
und unter knospenaufbruchsfordernden Bedingungen fiir 42 Tage (6 Wochen) in der
Klimakammer gehalten. Die Klimakammerbedingungen wurden wie folgt eingestellt:
Temperatur 23,5°C (Tag/Nacht), 16 h Licht maximaler Intensitét (700 umol m™ s), relative
Luftfeuchtigkeit 70%. Die Entblitterung der Aste in Kombination mit den oben erwihnten
Klimakammerbedingungen hat zum Knospenaufbruch der ,,nicht dormanten Knospen gefiihrt,
wihrend die Knospen, die bereits in der Ruhephase waren, nicht austrieben. Jede aufgebrochene
Knospe sowie die Zeit des Knospenaufbruchs (als Tage nach der Probenahme) wurden
dokumentiert. In diesem Klimakammerversuch wurden nur Apfelknospen an kurzen Trieben
(<5 cm) berticksichtigt, da die absolute Mehrheit von diesen Trieben primére Bliiten enthalten
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und daher als erste im Friihling des darauffolgenden Jahres austreiben. Gleichzeitig mit den
Asten wurden Kurztriebknospen in 4 biologischen Replikaten gesammelt (1 Baum = 1
biologisches Replikat). Die Anzahl der Knospen betrug 10 pro Replikat, pro Sorte und pro
Zeitpunkt. Alle Knospen wurden sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert bis sie fiir die geplanten Analysen verwendet wurden.

Analyse von Phytohormonen und anderen Metaboliten. Um die Frage zu beantworten,
welche Substanzen den Verlauf der Winterruhe bei Apfel regulieren, wurden alle messbaren
Phytohormone (41 Substanzen, gezielte Detektionsmethode) und andere Metabolite (ungezielte
Detektionsmethode) in den Apfelknospen mithilfe der Massenspektrometrie untersucht. Die
gezielte Detektionsmethode fiir die robuste Identifikation von Phytohormonen wurde in unserer
fritheren Veroffentlichung ausfiihrlich beschrieben (Milyaev et al. 2022). Die ungezielte
Detektionsmethode wurde fiir die Suche nach allen detektierbaren Substanzen verwendet, die
normalerweise im Vergleich mit Phytohormonen hohere Konzentrationen im Pflanzengewebe
aufweisen. Fiir diese Analyse wurde die LC-HRMS-Methode (engl.: liquid chromatography
with high resolution mass-spectrometer) verwendet. Die Molekulargewichte sowie die
Fragmentierungsmuster aller gemessenen Signale (potentielle Metabolite) wurden mit einer der
besten Massenspektraldatenbanken (mzCloud, https://www.mzcloud.org/) entsprechenden
Kandidatensubstanzen zugeordnet (mit einer Erkennungswahrscheinlichkeit von >85%). Alle
Signale mit fehlenden Fragmentierungsspektren wurden ausgefiltert. Die vollstdndige

(komplette) Identifikation der zu der Datenbank zugeordneten Metabolite ist nur dann sinnvoll,
wenn diese zur Beantwortung unserer Versuchsfrage dienen. Bis dahin sollte der Begriff
,identifiziert* bei der ungezielten Detektionsmethode vermieden werden. Die beiden Analysen
wurden am Leibniz-Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK
Gatersleben), Abteilung Physiologie und Zellbiologie, durchgefiihrt.

Die Apfelknospen, die liber den gesamten Verlauf der Winterruhe (25. August 2021 - 23.
Februar 2022) gesammelt wurden (2 Sorten x 22 Zeitpunkte x 4 Replikate + 10
Kalibrierungsproben = 186 Proben), wurden mit beiden Methoden analysiert, um die Vielfalt
potentieller Signalsubstanzen bestmoglich abzudecken. Nach der Massenspektrometrie wurde
eine Zeitreihenanalyse durchgefiihrt, um die zeitlichen Verldufe der Konzentrationen aller
nachgewiesenen  Substanzen mit dem  Verlauf des Knospenaufbruchs (im
Klimakammerversuch) abzugleichen und somit mogliche Zusammenhénge zwischen diesen
Parametern zu finden. Die Statistische Analyse, sowie die grafische Darstellung der Ergebnisse
wurden mithilfe von SigmaPlot, v.14.0 (Systat Software Inc., Palo Alto, USA) durchgefiihrt.

3. Ergebnisse

Die Auswertung der phénologischen Daten aus dem Klimakammerversuch zeigte, dass die
Apfelbdume im Freiland bereits im Oktober (2021) in die Ruhephase eingetreten waren (kein
Knospenaufbruch nach 42 Tagen in der Klimakammer). Der Anteil der austreibenden Knospen
hat sich von Ende November bis Mitte Januar kontinuierlich erhdht und Mitte Januar {iber 90%
erreicht. Dies wurde als Ende der Winterruhe bezeichnet (Abb. 1).
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Abbildung 1. Experimentell bestimmter Verlauf der Winterruhe bei ,Nicoter® und ,Topaz® mit
drei bekannten Phasen: Paradormanz (Vorruhe), Endodormanz (echte Winterruhe) und
Ecodormanz (Nachruhe). Die Aste von ,Nicoter* und ,Topaz‘ wurden zu jedem in der Abb. 2
gezeigten Datum im Feld geschnitten, in Wasser gestellt und anschlieend in die Klimakammer
gebracht. Die Abbildung zeigt die Anteile der austreibenden Knospen nach 42 Tagen in der
Klimakammer. Die x-Achse zeigt Mittwoche, da die Probenahmen in den Jahren 2021-2022
hauptsédchlich mittwochs stattfanden.

Nachdem sichergestellt wurde, dass die Probenahmen den kompletten Dormanzverlauf von
,Nicoter‘ und ,Topaz* abgedeckt hatten, wurde die Analyse von 41 Phytohormonen (Tabelle 1)
und anderen nachweisbaren Metaboliten in Apfelknospen beider Sorten durchgefiihrt. Der
Zeitraum fiir die detaillierte Untersuchung unserer Versuchsfrage beinhaltete insgesamt 22
Probenahmen und lag vom 25. August 2021 bis 23. Februar 2022 (Abb. 1). Diese Periode deckt
3 bekannte Dormanzphasen ab: einen Teil der Dormanzphase im Sommer (Paradormanz oder
Vorruhe — schwacher Knospenaufbruch unter optimalen Wachstumsbedingungen), tiefe
Dormanz im Herbst und im Winter (Endodormanz — fast kein oder gar kein Knospenaufbruch
unter optimalen Wachstumsbedingungen) und die Nachruhe (Ecodormanz — alle gesunden
Knospen brechen unter optimalen Wachstumsbedingungen auf). Das Phytohormonprofil beider
Apfelsorten zeigte, dass 23 Phytohormone in den Knospen erfolgreich nachgewiesen wurden,
und dass 2 davon unter der Nachweisgrenze lagen und somit nicht quantifizierbar waren
(Tabelle 1).

Fiir alle 21 quantifizierbaren Phytohormone fithrten wir eine Zeitreihenanalyse durch, die
signifikante zeitliche Anderungen der Konzentrationen von 10 Phytohormonen in den Phasen
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Endo- und Ecodormanz zeigte (Abb. 2a-d), wihrend die Konzentrationen der restlichen 11
Substanzen sich in diesen Phasen nicht bedeutsam dnderten.

Tabelle 1. Ubersicht der Phytohormone, die in den Apfelknospen analysiert wurden

Nr. |Klassen Substanzen Abkiirzung _Phytohormone
in Apfelknospen
1/CK NG-isopentenyladenine iP +
2|CK NG-isopentenyladenenosine iPR +
3|CK trans-zeatin tZ +
4|CK cis-zeatin cZ n/n
5|CK trans-zeatin riboside tZR +
6| CK cis-zeatin riboside cZR +
7|CK Dihydrozeatin DHZ n/n
8| CK Dihydrozeatin riboside DHZR +
9|CK trans-zeatin-O-glucoside tZOG n/n
10| CK trans-zeatin riboside-O-glucoside tZROG +
11 | Auxin Indol-3-acetic acid IAA +
12 | Auxin 2-oxoindole-3-acetic acid OxIAA NG
13 | Auxin Indole-3-acetyl-L-Glutamic acid (IAA-glutamate) IAA-Glu n/n
14 | Auxin Indole-3-acetyl-L-Aspartic acid (IAA-aspartate) IAA-Asp NG
15| Auxin Indole-3-acetyl-L-alanine IAA-Ala n/n
16 | JA Jasmonic acid JA +
17 | JA Jasmonic acid Isoleucin JA-lle +
18| SA Salicylic acid SA n/n
19| SA Salicylic acid 2-O-B-D-glycoside SAG +
20 | ABA Abscisic acid ABA +
21| ABA ABA-glutamate ABA-Glu +
22| ABA Abscisic acid Glycosyl ester ABA-Glc n/n
23 | ABA Phaseic acid PA +
24 | ABA Dihydrophaseic acid DPA +
25| GA Gibberellin A1 GA1 n/n
26 | GA Gibberellin A3 GA3 n/n
27 | GA Gibberellin A4 GA4 n/n
28| GA Gibberellin A5 GA5 n/n
29| GA Gibberellin A6 GA6 n/n
30| GA Gibberellin A7 GA7 n/n
31| GA Gibberellin A8 GA8 n/n
32| GA Gibberellin A9 GA9 +
33| GA Gibberellin A12 GA12 +
34 | GA Gibberellin A15 GA15 +
35| GA Gibberellin A19 GA19 +
36 | GA Gibberellin A20 GA20 n/n
37 | GA Gibberellin A24 GA24 n/n
38 | GA Gibberellin A29 GA29 n/n
39| GA Gibberellin A44 GA44 n/n
40| GA Gibberellin A51 GA51 +
41| GA Gibberellin A53 GA53 +

T — das entsprechende Phytohormon wurde nachgewiesen und quantifiziert; <NG (< Nachweisgrenze) — das
entsprechende Phytohormon wurde nachgewiesen, aber NICHT quantifiziert; n/n — das entsprechende
Phytohormon wurde NICHT nachgewiesen. Klassen der Phytohormone: CK — Cytokinine, JA- Jasmonsiure, SA
— Salicylsdure, ABA — Abscisinsdure, GA — Gibberelline.
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Abbildung 2. Zeitliche Anderungen der Konzentrationen von Cytokininen (a, b) und
Gibberellinen (c, d) in Apfelknospen von ,Nicoter’ und ,Topaz‘ wihrend der gesamten
Dormanzperiode. Der violett markierte Bereich zeigt die Ubergangsphase von Endo- zu
Ecodormanz. Um die Vergleichbarkeit der Verldufe einzelner Phytohormone zu gewihrleisten,
wurden die Konzentrationen gezeigter Substanzen zur gleichen Skalierung adaptiert. Daher
reprisentiert die y-Achse nur relative Einheiten. Der natiirliche Knospenaufbruch in der
Apfelanlage in Hohenheim fand am 20. Mérz 2022 fiir beide Apfelsorten statt.

Die zeitlichen Verldufe der gemessenen Phytohormone zeigten, dass die Konzentrationen
einzelner Cytokinine (iPR, tZ, tZR, tZROG:; fiir die volle chemische Bezeichnung sieche Tab. 1)
bereits in der Endodormanzphase anstiegen. Der Anstieg der Konzentration von Gibberellin
GAS53 und von einer GA-dhnlichen Substanz (Similar to GA44) fand entweder synchron mit
Cytokininen (bei ,Nicoter) oder mehrere Wochen spéter (bei ,Topaz‘) statt. Der Begriff
,,GA44-dhnliche Substanz® beschreibt eine noch nicht charakterisierte chemische Verbindung,
deren Struktur Ahnlichkeiten mit GA44 aufwies. Kurz vor Beginn der nichsten Dormanzphase
(Ecodormanz) sank der Gehalt der erwdhnten Gibberelline in den Knospen deutlich. Die
Konzentration mehrerer Cytokinine sank wieder kurz vor (,Topaz*) oder kurz nach dem Beginn
der Ecodormanz (,Nicoter‘). Im Gegensatz zu den Cytokininen, deren Konzentration in der
Ecodormanzphase niedrig blieb, stiegen die Gehalte mehrerer Gibberelline ca. 4 Wochen vor
dem natiirlichen Knospenaufbruch (im Feld) erheblich an (Abb. 2 ¢, d). Zu diesen Substanzen
gehoren GA9, GA15, GA19, GA53 sowie die GA44-dhnliche Substanz.



Im Gegensatz zu den Konzentrationen beschriebener Cytokinine und Gibberelline gab es im
gesamten Phytohormonprofil nur ein einziges Phytohormon, dessen Abundanz in den Knospen
iiber den gesamten Zeitraum der Probenahme hinweg kontinuierlich gesunken ist. Dies war die
Abscisinsdure (Abb. 3a). Da sich die Wirkungsweise von Signalsubstanzen in Pflanzen nicht
allein aus unabhingigen Konzentrationen einzelner Hormone ergibt, sondern das Resultat eines
hormonellen Gleichgewichtes ist, haben wir versucht, Zusammenhénge zwischen dem Verlauf
des Knospenaufbruchs im Klimakammerversuch und den Konzentrationen nachgewiesener
Phytohormone zu finden. Angenommen, dass eine Einheit wachstumsfordernder Hormone (wie
z.B. Cytokinine und Gibberelline) bendtigt wird, um einer Einheit wachstumshemmender
Hormone (wie z.B. Abscisinsdure) entgegenzuwirken, kann man basierend auf unseren Daten
ein Verhéltnis zwischen der Abscisinsdure und der Summe von Cytokininen und Gibberellinen
darstellen. Fiir die Berechnung dieses Verhéltnisses brachten wir die Summe von Cytokininen
und Gibberellinen auf die gleiche Skalierung mit der Abscisinséure, damit eine Einheit der
Summe ,,Cytokinine + Gibberelline* einer Einheit von Abscisinsdure entsprach. Fiir die Summe
wachstumsfordernder Phytohormone wihlten wir die Vorstufe fiir viele bekannten Cytokinine
— 1PR, die biologisch aktiven Cytokinine — tZ und tZR sowie das einzige Gibberellin, dessen
Konzentration in beiden Sorten in der Ubergangsphase von Endo- zu Ecodormanz anstieg
(GAS53). Die grafische Darstellung des daraus resultierten Verhéltnisses ABA : (iPR +tZ +tZR
+ GAS53) ergab 2 dhnliche Kurven (fiir ,Nicoter* und ,Topaz®), die einen umgekehrten Verlauf
zu den Kurven des Knospenaufbruchs zeigen (Abb. 3b).
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Abbildung 3. Zeitliche Anderungen der Konzentrationen von Abscisinsiure (a) und das
Verhiltnis ABA: (iPR + tZ + tZR + GAS53) (b) in Apfelknospen von ,Nicoter* und ,Topaz’
wihrend der gesamten Dormanzperiode. Der violett markierte Bereich zeigt die
Ubergangsphase von Endo- zu Ecodormanz. Fiir die Berechnung des Verhéltnisses zwischen
ausgewdhlten Phytohormonen wurde sowohl die Summe von iPR + tZ + tZR + GAS53 als auch
die Konzentration von ABA zur gleichen Skalierung adaptiert.

Mit der ungezielten Detektionsmethode der Naturstoffe konnten 64 massenspektrometrische
Signale mit einer Wahrscheinlichkeit von >85% bestimmten Substanzen zugeordnet werden
(Abb. 4). Insbesondere haben uns in dem Metabolitenprofil jegliche Signalsubstanzen
interessiert, deren Gehalt vor oder wihrend der Ubergangsphase von Endo- zu Ecodormanz
anstieg (potenziell fordernde Wirkung auf den Knospenaufbruch) oder solche, deren
Konzentration in dieser Ubergangsphase kontinuierlich gesunken ist (potenziell hemmende
Wirkung auf den Knospenaufbruch). Die wenigen Substanzen im Metabolitenprofil, deren
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wachstumsregulatorische Wirkungen bekannt sind, waren Spermidin (Abb. 4, Substanz 6) und
Abscisinsdure (Abb. 4, Substanz 10). Die Konzentrationsverldufe beider Substanzen waren
dhnlich, was die hierarchische Clusteranalyse bestétigte. Interessanterweise stiegen die Gehalte
einiger Aminosiuren in den Knospen mehrere Wochen vor dem Ubergang von Endo- zu
Ecodormanz an (Abb. 4, Substanzen 25, 28, 30, 31, 32, 40, 41).

4. Diskussion

In vielen wissenschaftlichen Arbeiten wurden Phytohormone als regulatorische Substanzen fiir
Winterruhe in Obstbdumen diskutiert (Saure 1985; Erez et al. 2008; Bound et al 2022).
Allerdings wurden Phytohormone nur in wenigen Studien bei Obstbdumen tatsichlich
gemessen und in Zusammenhang mit dem Dormanzstatus der Bdume betrachtet (Bound et al.
2022; Gotz et al. 2023). Bisher ist uns keine Studie bekannt, in der Phytohormonprofile der
Knospen mit einem detaillierten Klimakammerversuch in Verbindung gebracht wurden.

Bound et al. (2022) hat in seiner Dormanzstudie mit StiBkirsche (Prunus avium) eine potentiell
dormanzbrechende Wirkung mancher Cytokinine bereits vermutet (wie z.B. iPR, c+tZ, c+tZR,
DHZ, DHZR; c+t: die cis- und trans-Formen wurden in Knospen zusammen gemessen). Unsere
Studie zeigte, dass die Konzentrationen von iPR, tZ, tZR, tZROG in Apfelknospen vor der
Ubergangsphase von Endo- zu Ecodormanz anstiegen (Abb. 2a, b). Dies weist darauf hin, dass
diese Phytohormone als potentiell dormanzbrechende Substanzen mehr Aufmerksamkeit in der
weiteren Dormanzforschung bekommen sollten.

Uber die potentiell knospenaufbruchsfordernde Wirkung bestimmter Gibberelline ist in der
wissenschaftlichen Literatur auch wenig bekannt. Eine Studie berichtete, dass die wissrige
Losung von GA4 (100 uM), in die das Steckholz von Japanischer Aprikose (Prunus mume Sieb.
et Zucc) fiir 10 Tage gestellt wurde, die Anzahl der aufgebrochenen Knospen erhdhte (Zhuang
et al. 2013). Eine andere Studie wies darauf hin, dass zwei Spritzungen mit GA3 (500 ppm) zur
verfriihten Bliite bei Rhododendron pulchrum fiihrten (Chang and Sung 2000). Die biologisch
aktiven Gibberelline (GA1, GA3, GA4 und GA7) wurden in Knospen von ,Nicoter’ und
,Topaz‘ nicht nachgewiesen (vermutlich wegen ihrer sehr geringen Konzentration in
Apfelknospen). AuBBerdem stiegen die Gehalte von GA9, GA15 und GA19 in Apfelknospen nur
dann an, wenn die Dormanzperiode der Knospen bereits endete (Abb. 2¢, d). Dies deutet darauf
hin, dass diese Gibberelline fiir die Steuerung der Knospenentwicklung im Friihling zustindig
sein konnen und nicht fiir die Dormanzbrechung. Im Gegensatz stiegen die Konzentrationen
von GA53 und der GA44-dhnlichen Substanz in der Ubergangsphase von Endo- zu
Ecodormanz an und wurden somit als Substanzen mit potentiell dormanzbrechender Wirkung
vermutet.

Abscisinsdure (ABA) ist seit Jahren als negativer Regulator der Samenkeimung bekannt
(Schopfer et al. 1979) und zeigte dieselbe Wirkung auf den Aufbruch der Knospen bei
Weintraube (Vitis vinifera) (Zheng et al. 2015). Unsere Studie fand heraus, dass die
Konzentration von ABA in Apfelknospen von August bis Februar kontinuierlich gesunken ist
(Abb. 3a). Dies dient als weiteres Indiz dafiir, dass die hohen ABA-Gehalte in Knospen den
Austrieb hemmen oder verzogern kdnnten. Die ungezielte Detektionsmethode der Naturstoffe
zeigte, dass eine Substanz, deren Grundstruktur als Benzoesédure in der Metabolitendatenbank
erkannt wurde, einen dhnlichen Konzentrationsverlauf wie ABA in Apfelknospen hatte (Abb.
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4, Substanz 9). Eine kiirzlich erschienene Veroffentlichung zeigte, dass die Benzoesdure eine
hemmende Wirkung auf die Keimung der Samen von Kronenwucherblume (Chrysanthemum
coronarium) hatte (Ma et al. 2020). In der wissenschaftlichen Literatur fanden wir keine
weiteren Daten, die die Rolle der Benzoesidure in der Dormanz hoherer Pflanzen erldutern.
Dariiber hinaus gibt es auch keine Verdffentlichungen, die zumindest eine teilweise Erkldrung
liefern, warum die Gehalte mancher Aminosduren in Apfelknospen bereits in der
Endodormanzphase anstiegen oder warum die Konzentration von Spermidin in Knospen einen
ABA-éhnlichen Verlauf hatte. Dies sollte in zukiinftigen Studien untersucht werden.

S. Empfehlungen fiir die weitere praxis-orientierte Forschung

Das Hauptziel dieser Studie war, nach denjenigen Metaboliten und Phytohormonen in
Apfelknospen zu suchen, welche potenziell zur zeitlichen Anpassung des Knospenaufbruchs
bei Apfel in der Praxis verwendet werden konnten. Die Auswirkungen dieser Substanzen auf
den Knospenaufbruch sollten in spéteren Studien mit Sprithapplikationen bei Apfelbdumen
validiert werden. Die validierten Substanzen konnen nach ihrer Zulassung fiir Apfelanlagen in
der Obstbaupraxis angewendet werden.

Die Ergebnisse unserer Studie konnen wie folgt zusammengefasst werden:

Substanzen, die filir ihre dormanzbrechende Wirkung bei Apfel in zukiinftigen
Feldexperimenten getestet werden konnen! und Substanzen, die fiir ihren Effekt auf die
Verfrithung der Bliihzeit getestet werden konnen?

- Cytokinine (insbesondere iPR, tZ, tZR, tZROG)"*;

- Gibberelline®. In unserer Studie haben wir nur GA9, GA15, GA19 und GA53"? in
Apfelknospen identifiziert, deren biologische Aktivitit noch unklar ist. In weiteren
Studien sollten in erster Linie die biologisch aktiven Gibberelline (GA1, GA3, GA4 und
GA7) getestet werden,;

- Aminosiuren (Abb. 4, Substanzen 25, 28, 30, 31, 32, 40, 41)'~.

Substanzen, die fiir ihre hemmende Wirkung auf den Knospenaufbruch bei Apfel in zukiinftigen
Feldexperimenten getestet werden konnen (potentielle Verzogerung der Bliihzeit)

- Abscisinsiure;

- Benzoesiure;

- Gibberellinbiosynthesehemmstoffe, wie z.B. Ancymidol, Chlormequat chloride (CCC),
Paclobutrazol (PBZ) oder Prohexadione-Calcium usw., wobei die Anwendung in
Apfelanlagen in Deutschland von nur dem letztgenannten Stoff zugelassen ist.
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Hierarchical Clustering Concentration Best match in mzCloud*

== ‘Nicoter’
== ‘Topaz’

1) Quincline
2) Methyl palmitate (-like)

2)

3) 3) D-(-)-Mannital

4) 4) Quercetin

5) 5) Asparagine

6) 6) Spermidine

7) 7) Fatty acid-like compound, possibly with sugar

8) 8) Fatty acid-like compound

9) 9) 2-(beta-D-Glucopyranosyloxy)-5-hydroxybenzoic acid
10) 10) ()-Abscisic acid

11) D-(+)-Galactose
12) Neochlorogenic acid

13) Pipecolic acid

56)

57) L-Pyroglutamic acid
58) L-Glutamine
59) L-(-)-Methionine

57)
58)
59)

60) L-Phenylalanine

61) Cytidine

62) Isorhamnetin O-rhamnosyl-hexoside
63) Ferulic acid

64) Similar to Caffeic acid glucoside (2)

60)
61)
62)
63)
64)

AT

— M
13) ; .
— 14) 14) Quercetin-3p-D-glucoside
15) 15) D-(-)-Quinic acid
16) 18) Quercitrin
17) 17) Salicylic acid
18) 18) Catechin 5-O-beta-D-glucopyraneside
19) 19) Catechin (-like, delta mass 46 Da)
20) 20) Isorhamnetin 3-rhamnoside
21) 21) Isorhamnetin 3-O-hexoside
2) 22) Afzelin
23) 23) Chlorogenic acid
24) 24) Prunin
25) 26) DL-Arginine (1)
26) 26) DL-Arginine (2)
27) 27) D-(+)-Maltose
28) 28) DL-Tryptophan
29) 29) DL-Tryptophan dimer
30) 30) L-Isoleucine
31) 31) Proline
32) 32) L-Histidine
33) 33) Kaempferol 3-O-glucoside
| 34) 34) Juglalin
35) 35) Citric acid
36) 38) Dihydroquercetin 3-O-rhamnoside
37) 37) Esculetin
38) 38) Esculin
39) 39) Tributyl citrate acetate
40) 40) L-Isoleucine
— 41) 41) L-Valine
42) 42) Similar to Caffeic acid glucaside (1)
43) 43) Eriodictyol
44) 44) Dihydroquercetin 3-O-rhamnoside
45) 45) DL-Malic acid
- 46) 46) Choline
A7) 47) Uracil
48) 48) Tributyl phosphate
49) 49) Tryptophol
50) 50) Triethyl phosphate
51) 51) Crotonic acid (1)
52) 52) Crotonic acid (2)
| 53) 53) L-Glutamic acid
54) 54) Adenine
55) 55) Phloretin
56) Avicularin

Abbildung 4. Ergebnisse der ungezielten Metabolitendetektion in Apfelknospen von ,Nicoter*
und ,Topaz‘ wihrend der gesamten Dormanzperiode. Der violett markierte Bereich zeigt die
Ubergangsphase von Endo- zu Ecodormanz. Die hierarchische Clusteranalyse zeigt
Ahnlichkeiten der Konzentrationsverldufe einzelner Kandidatensubstanzen, die mithilfe der
Datenbank mzCloud bestimmten Metaboliten zugeordnet wurden (mit einer
Wabhrscheinlichkeit von >85%).
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8. Arbeitspakete des Gesamtprojekts

Arbeitspakete (AP) Dauer (in Quartalen)

1.1 Probenvorbereitung fiir die Analyse (186 Proben)

AP1 1.2 Metabolomics und Analyse von Phytohormonen (Massenspektrometrie)

1.3 Datenauswertung, Statistik, Identifizierung einzelner Molekiile

2.1 Vorbereitung der Verdffentlichungen

AP2 . .
2.2 Verbreitung der Ergebnisse

Quartal 3|4 1|2|3|4 1|2

Projektjahr | 2022 2023 2024
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