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Nachweis von stress-induzierbaren Allergenen in Apfeln von

Baumen mit Feuerbrandinfektion

Einleitung

Apfel gehéren zu den europaweit am haufigsten konsumierten Friichten und stellen eine
wichtige Quelle an Vitaminen, Mineralien und Ballaststoffen in der Erndhrung der
Bevodlkerung dar. Groben Schatzungen zufolge sind jedoch bis zu 2% der Nord- und
Mitteleuropéer Apfelallergiker'. In der Fachliteratur sind zurzeit 4 verschiedene Allergene im
Apfel (Malus domestica) beschrieben: Mal d 1%°, Mal d 2*, Mal d 3° und Mal d 4%%. Die
einzelnen Apfelallergene haben fiir die Patientengruppen aus Sid-, Mittel-, und Nordeuropa
eine unterschiedliche Bedeutung. Es wurde festgestellt, dass Mal d 1 ein Hauptallergen fur
die allergischen Patienten in Nord- und Mitteleuropa darstellt>'°, Mal d 3 hingegen ein
Nahrungsmittelallergen reprasentiert, das préferentiell von Patienten aus Stdeuropa erkannt
wird>'". Die Apfelallergene Mal d 1, Mal d 2 und Mal d 3 gehéren zu verschiedenen Familien
der ,pathogenesis-related proteins, Mal d 4 hingegen ist ein Mitglied der
cytoskelettassoziierten Proteinfamilie der Profiline, die durch Pathogenbefall nicht vermehrt

exprimiert werden.

"Pathogenesis-related Proteins"” (PR-Proteine)

Hohere Pflanzen schiitzen sich vor verschiedenen Stressfaktoren durch Anderung ihres
physiologischen Zustandes. Diese Abwehrreaktionen sind auch bekannt als
.verteidigungsmechanismen®, und die daraufhin synthetisierten Proteine werden
"pathogenesis-related proteins" genannt. PR-Proteine sind definiert als 5-70 kDa kleine
Proteine, die vom Pflanzengenom kodiert werden. Sie lassen sich aufgrund von DNA-
Sequenzahnlichkeiten, immunologische und enzymatische Eigenschaften in 17 Familien
unterteilen, unabhangig von der Pflanzenspezies'®>. Viele wichtige Pollen- und
Nahrungsmittelallergene aus verschiedenen Pflanzenfamilien wie z. B. Betulaceae,
Rosaceae, Apiaceae und Fabaceae sind PR-Proteine'®'. Das Apfelallergen Mal d 1 ist ein
Mitglied der Familie 10 der "pathogenesis-related proteins". PR-Proteine werden als Antwort
auf Pathogenbefall (Pilze, Bakterien oder Viren), durch physikalischen Stress, oder durch
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verschiedenste  Umwelteinflisse  (Kalte, Austrocknung, Ozonbelastung) vermehrt
produziert’>®. Alle diese Faktoren kénnten den Gehalt dieser PR-Proteine und damit auch
den Grad der Allergenizitat beeinflussen.

Feuerbrand (Erwinia amylovora-Infektion)

Feuerbrand, hervorgerufen durch das stabchenférmige Enterobakterium Erwinia amylovora,
gilt derzeit als eine der wichtigsten und geféhrlichsten Krankheiten des Kernobstes und nahe
verwandter Zier-und Wildgehdlze aus der Familie der Rosaceen. Zu den Hauptwirtspflanzen
zahlen Apfel (Malus), Birne (Pyrus), Quitte (Cydonia), Vogelbeere (Sorbus), Mispel
(Mespilus), Zwergmispel (Cotoneaster), Weissdorn (Crataegus), Zierquitte (Chaenomeles)
und Wollmispel (Eriobotrya)?'. Als besonders anféllige Hauptwirtspflanzen gelten Arten aus
der Unterfamilie der Kernobstgewachse (Pomoideae, Maloideae). Auf Grund seiner
Gefahrlichkeit wird der Feuerbrand als Quarantédnekrankheit eingestuft. Fir die Gesundheit
des Menschen besteht durch diese Pflanzenseuche jedoch keine Gefahr. Feuerbrand
infiziert hauptsachlich die Bliiten und Triebspitzen der Baume, in weiterer Folge werden Aste
und in seltenen Féllen die Frichte selbst befallen. Die Krankheit trat zum ersten Mal vor etwa
200 Jahren in Amerika auf und erreichte Europa im Jahre 1957, wo sie sich von England aus
{iber den gesamten Kontinent verbreitete?**, Feuerbrand wurde in Osterreich erstmals 1993
in Vorarlberg nachgewiesen®. In den Folgejahren kam es zu einem deutlichen Fortschreiten
des Feuerbrandes in Richtung Siidosten des Bundesgebietes, so dass letztlich in allen
Bundeslandern Infektionsherde festgestellt wurden®.

Ein Eindringen der Bakterien in das Pflanzengewebe erfolgt wéhrend des aktiven
Wachstums der Pflanze Uber natirliche Eintrittspforten wie Bliten, Stomata, Lentizellen und
Nektarien oder Uber Wunden an Blattern, Trieben oder Zweigen. Die Verbreitung der
Krankheit erfolgt sowohl durch Blliten- als auch durch Triebspitzeninfektion. Infizierte Bliten
und befallene Triebe verfarben sich dunkelbraun bis schwarz. Die Triebspitzen krimmen
sich auf Grund des Wassermangels hakenférmig. Das wichtigste Krankheitsmerkmal ist der
bei feuchtwarmer Witterung austretende hochinfektibse Bakterienschleim. Diese
Bakterienschleimtropfen werden durch Insekten, Wind, Regen, Végel und den Menschen auf
andere Wirtspflanzen Ubertragen. Die chemische Bekdmpfung von Feuerbrand beschrankt
sich derzeit auf wenige Wirkstoffe. Zur Pravention von Bliteninfektionen gilt das Antibiotikum
Streptomycinsulfat am wirksamsten. Sein Einsatz wird in Osterreich duBerst restriktiv
gehandhabt. Antibiotikabehandlungen kénnen Neuinfektionen verhindern, allerdings kann die
wiederholte Verwendung von Streptomycinsulfat zum Auftreten von antibiotika-resistenten
Bakterien fuhren. Das als Stauchungsmittel entwickelte Prohexadion-Ca wird zur
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vorbeugenden Bekampfung von Sekundar- bzw. Triebspitzeninfektionen durch
Beeinflussung der Flavonoidbiosynthese der Pflanze verwendet®*®®. Ebenso wird
Kupfersalzen ein gewisser protektiver Effekt zugeschrieben. Zur kurativen Bek&mpfung von
Feuerbrand stehen derzeit keine chemischen Praparate zur Verfugung, so daB bei
Befallsverdacht bis heute die einzig effektive Bekampfung fur bereits infizierte Pflanzen darin
besteht, die betroffenen Aste abzuschneiden und fachgerecht zu entsorgen. Aus dem
Mangel an chemischen Bekampfungsmdglichkeiten gewinnen Ansétze zur biologischen
Bekampfung von Erwinia amylovora mittels antagonistischer Bakterien- bzw. Pilzstdmme wie
etwa Aureobasidium pullulans, zumindest zur Reduktion von Bliteninfektionen, immer mehr
an Bedeutung®. Aureobasidium pullulans ist ein Schimmelpilz (Deuteromycetes) und wachst
unter unglnstigen Lebensbedingungen in Form von schwarzen Sprosszellen. Diese
sprossenden Entwicklungsformen werden mitunter als ,Schwarze Hefen“ bezeichnet. Er
kommt weltweit haufig im Boden, Kompost, Abwasser, Friichten und auf Blattern und jungen

Trieben von Apfel- und Birnenbdumen vor.

Der Apfelanbau stellt in Osterreich die wichtigste Obstkultur dar. Die Gesamtflache des
Kernobstintensivanbaus umfasst circa 6500 ha, davon sind mehr als 90% des Anbaus
Apfelbdume. Zusétzlich wird der Streuobstbau mit 5,5 Millionen Baumen angenommen. Aus
diesem Grund stellt die Verbreitung von Feuerbrand eine ernstzunehmende Gefahr dar und
kann fur betroffene Apfelplantagen einen groBen finanziellen Verlust bedeuten. Daher wird
laufend nach neuen Praventionsstrategien gegen Erwinia amylovora gesucht.

Ziel der vorliegenden Studie war es den Allergengehalt in Apfeln aus dem Freiland zu
bestimmen. Dabei wurden Apfel von Baumen mit Feuerbrandinfektion, von Baumen mit
Feuerbrand und A. pullulans-Koinfektion und von nicht infizierten Baumen untersucht.
Weiters wurden im Glashaus S&mlinge gezogen, mit E. amylovora infiziert und ebenfalls auf
den Mal d 1-Gehalt untersucht.

Mit diesen Daten soll der Einfluss einer Feuerbrandinfektion einerseits und einer Pilzinfektion
als PraventionsmaBnahme andererseits auf den Allergengehalt von Friichten gepruft

werden.

Material und Methoden

Als Untersuchungsmaterial wurden 2 verschiedene Apfelkultivare ausgewdéhlt: Malus
domestica var. Golden Delicious und Malus domestica var. Topaz. Es sind von einigen
Apfelsorten unterschiedliche Resistenzen gegen Feuerbrand bekannt: Golden Delicious ist
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fur diese Krankheit eher wenig anféllig, Topaz hingegen ist eine sehr anféllige Sorte
gegenlber diesem Bakterienbefall.

Apfelsamlinge

Pro Versuch wurden die Samlinge (Saatgut von der Sorte Golden Delicious geerntet) 6
Monate alt, in 6 Gruppen zu je 10 Pflanzen unterteilt. Die Einteilung erfolgte in die Varianten:
1. Apfelsémlinge mit trockener Schere angeschnitten, 2. Apfelsamlinge mit in Wasser
getauchter Schere angeschnitten, 3. mit Prohexadion-Ca (0.05%) behandelte Samlinge, 4.
mit Prohexadion-Ca (0.05%) behandelte und mit Wasser angeschnittene Samlinge, 5. mit
Erwinia amylovora 295/93 angeschnittene Samlinge und 6. mit Prohexadion-Ca (0.05%)
behandelte und mit 295/93 angeschnittene Samlinge. Die Applikation von Prohexadion-Ca
(0.05%) erfolgte 7 Tage vor dem Pflanzenanschnitt bzw. der Infektion mittels Erwinia
amylovora 295/93. Die Bakteriensuspension wurde auf ca. 108 CFU/ml eingestellt (OD 0,1
bei 600nm = gemessen mit Eppendorf BioPhotometer), Stamm Erwinia. amylovora. 295/93.
Die Infektion erfolgt durch Anschneiden der obersten 4 Blatter mittels Scheren, welche
vorher in Erwinia amylovora 295/93-Suspension bzw. Wasser bei der Kontroll-Variante
getaucht wurden. Die visuelle Bonitur der Feuerbrandsymptome und die Probennahme
wurden am Tag 8 nach der Infektion durchgefihrt. Insgesamt wurden 120 Pflanzen

aufgearbeitet.
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Abbildung 1. A Golden Delicious Samlinge. Gesunde Kontrollen. B, C, D Geschwérzte Blatter
verursacht durch Feuerbrandinfektion. Das Bakterium dringt in die Planze durch offene Schnittstellen
ein und bewirkt braune, nekrotische Lé&sionen auf den Blattern. D Samling mit Feuerbrand (E.
amylovora). Der Pfeil markiert einen fir Feuerbrandinfektionen typischen bakteriellen Schleimtropfen,
welcher einerseits Sekundérinfektionen auf derselben Pflanze verursachen kann, andererseits hdchst

ansteckend fir andere Apfelbdume ist.

Freilandproben

Die Apfel wurden aus einer Obstanlage mit natiirlichem Feuerbrand (Erwinia amylovora-
Befall) gewonnen, wobei die Proben von markierten Baumen in einer Reihe gezogen wurden
um den EinfluB der Umweltbedingungen, wie z. B. Bodendlingung und Mikroklima, gleich zu
halten. Die Pflanzenschutzversuche anhand des Schimmelpilzes Aureobasidium pullulans
wurden unter Einhaltung eines genauen Zeitschemas durchgefiihrt. Da Apfel mit natiirlichen
Feuerbrandsymptomen eher selten und hauptsachlich nach Hagel zu finden sind und daher
schnell faulen, wurde in der Regel mit Apfeln von infizierten Baumen gearbeitet. Die Infektion
durch Erwinia amylovora wurde mittels Bonitur, Isolierung des Schaderregers und
spezifischer PCR festgestellt (AGES, Wien). Die Apfel wurden von Bdumen entnommen, die
eindeutige Feuerbrandsymptome zeigten. Aureobasidium pullulans wurde in der
vorgeschriebenen Aufwandmenge: Komponente A 10,5kg/ha/ m? (Puffersubstanzen zur pH
Reduktion der Lésung auf pH 3.5 -4.0) + Komponente B 1,5kg/ha/m® Kronenhdhe (2.10 hoch
10 Blastosporen/g) durch vier zeitlich getrennte Spritzungen in die Blite appliziert. Nach der
Ernte wurden die Apfel am Institut fiir Pathophysiologie fiir circa 3 Monate auf 4°C bis zur
Aufarbeitung gelagert. Das restliche Probenmaterial wurde zerkleinert, mit flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —70°C aufbewahrt.
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Herstellung von Apfelproteinextrakten

Um Mal d 1 in der Apfelsorte Topaz immunologisch nachweisen zu kdnnen, wurden
Proteinextrakte hergestellt, die auf ihre Bindungsfahigkeit zu IgE aus Apfelallergikerseren
getestet wurden. Zu diesem Zweck wurde von gesunden und infizierten Apfeln je 100 g
Apfelmaterial (Fruchtfleisch und Schale) in Stiicke geschnitten und in fllissigem Stickstoff
tiefgefroren. Die Apfelsticke wurden im Mixer zu einem feinen Pulver gemahlen und mit 100
ml Extraktionspuffer zu einer homogenen L&sung verarbeitet. Die Losung wurde 2 h auf 4°C
gerthrt und anschlieBend 1 h mit 19000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde filtriert und
mit Biocryl (1 pl Biocryl auf 1 ml Extract, 1:1000) geféllt, gefolgt von einem 15-minitigen
Zentrifugierschritt bei 16000 rpm, 4°C. Der Uberstand wurde durch langsame Zugabe von
Ammoniumsulfat (516 g/l) prazipitiert, bis eine 80%-ige Lésung entstand. Der Extrakt wurde
fr weitere 40 min auf 4°C gerthrt und anschlieBend fir 15 min bei 15000 rpm zentrifugiert.
Das Pellet wurde mit 8 ml 10 mM Natriumphosphatpuffer resuspendiert und im
Dialyseschlauch (mit Cut off 1000) fir 24 h gegen 10 mM Natriumphosphatpuffer bei 4°C
dialysiert. Der fertige Apfelproteinextrakt wurde sofort flr immunologische Tests
weiterverwendet, da Mal d 1 ein auBerst labiles Allergen ist.

IgE-Immunblot

Die  Apfelextrakte  wurden durch  SDS-Gelelekirophorese in ihre  einzelnen
Proteinkomponenten aufgetrennt. Daflir wurden 12% préparative Gele mit jeweils einem
Proteinextrakt + 4x Loading Buffer geladen und mittels Strom elektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieBend wurden die Proteine auf Nitrozellulosemembran geblottet. Die Blots wurden
auf ihre IgE-Bindungsfahigkeit mit Apfelallergikerseren getestet. Fir diesen Zweck wurde die
Nitrozellulosemembran in ungefahr 4 mm breite Streifen geschnitten und mit Goldpuffer +
2% Trockenmilch fir 3 x 10 min bei Raumtemperatur geblockt, gefolgt von drei 10-minttigen
Waschschritten mit Goldpuffer. Die Streifen wurden mit einem Patientenserumpool von
Apfelallergikern (1:5 verdinnt in Goldpuffer mit 0,5% BSA) Uber Nacht bei leichtem
Schaukeln auf 4°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurde je ein Blotstreifen mit Serum eines
Nichtallergikers (NHS) und ein Streifen nur mit Goldpuffer mitgetestet. Am darauf folgenden
Tag wurden die Seren abgehoben und die Blotstreifen 3 x 10 min mit Goldpuffer gewaschen.
AnschlieBend wurden die Streifen (iber Nacht mit radioaktivem 1'® markiertem anti-humanen
IgE inkubiert (1:40 verdiinnt in Goldpuffer mit 0,5% BSA, Med Pro, Osterreich). Nachdem
das anti-humane IgE abgehoben wurde, folgten vier Waschschritte mit Goldpuffer. Die

trockenen Membranstreifen wurden auf einem Papier befestigt und mit einem Rdéntgenfilm
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(Kodak BioMax MS) in einer photographischen Entwicklungskassette plaziert. Die Exposition
des Films fand fur 72 h auf

-70°C statt.

IgE-ELISA

Die ELISA-Platten (MaxiSorp Immuno Plate, Nalge Nunc International) wurden mit 100 pl
Proteinextrakt pro Vertiefung beschichtet (10ug/ml, Verdinnungen mit 25 mM NaHCO;, pH
9,5) und Uber Nacht auf 4°C inkubiert. Nach drei Waschschritten mit TBST wurden
anschlieBend unspezifische Bindungsstellen mit 200 ul TBST + 3% Milchpulver geblockt und
die ELISA-Platte flir 2 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nachdem die Platte entleert
und drei Mal mit TBST gewaschen worden war, wurden Patientenseren von Apfelallergikern
(100 pl; 1:5 verdinnt in TBST+0.5% BSA) aufgetragen und Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Die
Bindung von IgE wurde durch Zugabe von 100 pl a-humanen monoklonalen IgE Antikérpern
(AP-konjugiert, 1:1000 in TBST+0.5% BSA; BD Biosciences Pharmingen, USA) und
darauffolgender zweistiindiger Inkubation bei RT nachgewiesen. AnschlieBend folgten vier
Waschschritte mit TBST. Die Farbreaktion wurde mittels p-Nitrophenylphosphate Tabletten
(Sigma fast p-Nitrophenylphosphate Tablete Sets; 100 pl/Vertiefung; Sigma, USA) detektiert
und im ELISA-Reader bei 405 nm analysiert.

RNA-Isolierung aus Samlingen

Von jeder Probe (infizierter/nicht-infizierter Sdmling) wurden 20 mg Blattmaterial in flissigem
Stickstoff schockgefroren und im Mdrser mit 1 ml Tri-Reagenz (Sigma, USA) zu einer
homogenen Ldsung zerrieben und verarbeitet. AnschlieBend wurden 200 pl Chloroform
hinzugefigt und 3 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die L6sung wurde fir 20 min
mit 13000 rpm bei 4°C zentrifugiert und der klare Uberstand mit 500 pl Isopropanol gemischt.
Nach 10 min Inkubation wurde die Probe fur 15 min mit 13000 rpm zentrifugiert und das
Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet wurde mit 50 pl HoOpgpc
resuspendiert und auf -70°C gelagert.

Real Time PCR

Real Time PCR wurde zur relativen Quantifizierung von Mal d 1 durchgefuhrt. Dazu wurden
jeweils 2 ug RNA der Samlinge mit Random Hexamer Primer (Fermentas, Deutschland)



Landlicher Raum 8
Online-Fachzeitschrift des Bundesministeriums fiir Land- und Forstwirtschaft, Umwelt und Wasserwirtschaft
Jahrgang 2006

mittels  Reverser  Transkription in  komplementdare DNA  Oberfahrt. 15  pl
Reaktionsmischung/well, bestehend aus 10 pl Mastermix, 1 pl fluoreszenz-markierte Sonde
(Applied Biosystems, USA) und 4 ul H,O, wurden auf eine Reaktionsplatte (Optical Reaction
Plate, Applied Biosystems, USA) aufgetragen. Die cDNA wurde mehrfach verdinnt (100
ng/pl, 50 ng/pl, 10 ng/ul, 5 ng/ul, 1 ng/ul and 0.5 ng/ul), von jeder Konzentration wurden 5 pl
in doppelter Ausfihrung zum Reaktionsgemisch hinzugefigt. Als interne Kontrolle wurde 18
S rRNA (Applied Biosystems, USA) verwendet. Die relative Quantifizierung erfolgte anhand
eines ABI PRISM 7700 Real Time PCR cycler (Applied Biosystems, USA).

Ergebnisse

Die Proteinextrakte der Apfel wurden durch IgE-Immunblot und IgE-ELISA analysiert um den
jeweiligen individuellen Mal d 1-Gehalt evaluieren zu kénnen. Fir den immunologischen

Nachweis des Apfelallergens wurde ein Serumpool von Apfelallergikern verwendet.

Zuerst wurde die IgE-Bindung des Serumpools zu Mal d 1 in den Varianten Topaz mit und
ohne Erwinia amylovora-Infektion im Immunblot getestet. Dabei wurden jeweils Banden bei
18 kDa detektiert, welches Mal d 1 entspricht. In Abbildung 3 ist ersichtlich, dass zwischen
den Extrakten von Feuerbrand infizierten und gesunden Apfeln kein qualitativer Unterschied
in der IgE-Bindungsfahigkeit zu bemerken ist. Als Negativkontrollen wurden normales

Humanserum (NHS) und eine Pufferkontrolle mitgetestet.

1 2 3 4
64 kDa - 1,
46 kDa - %
30 kDa -

21 kDa- ‘
£

1 — Topaz + Feuerbrand

2 — Topaz - Feuerbrand

3 — NHS-Kontrolle

4 — Pufferkontrolle

Abbildung 2: IgE-Immunblot mit Apfelproteinextrakten
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Im IgE-ELISA zeigte sich, dass der Mal d 1-Gehalt (in % zum Gesamtproteingehalt) der
Apfelsorte Topaz stark variiert und bei einer Feuerbrandinfektion um das 7-fache erhéht ist.
Bei einer Koinfektion der Pflanze durch Erwinia amylovora und Aureobasidium pullulans ist
der Mal d 1 Gehalt um das 4,4-fache gegeniiber Apfeln von nicht-infizierten Badumen erhéht,
aber trotzdem deutlich geringer als bei einer einfachen Feuerbrandinfektion (Abbildung 4).

% Mal d 1/ Gesamtprotein

0.4
0.35
0.3
0.25 A
0.2
0.15
0.1

0.05 A ,—I
0
Topaz + FB Topaz + FB + Topaz - FB
Schimmelpilz

% Mald 1

Abbildung 3. IgE-ELISA

Tabelle 1. Probenmaterial der Sdmlinge (Golden Delicious)

Behandlungsform Bonitur Pflanzenh6he
unbehandelt 0 20,5
angeschnitten + H,O 0 15,2
Prohexadion-Ca 0 11,5
Prohexadion-Ca + angeschnitten + H,O 0 12,2
angeschnitten + E. amylovora 295/93 3 10,3
Prohexadion-Ca + angeschn. + E. amylovora 295/93 1.7 10,5

Visuelle Bonitur der Feuerbrand-Symptome (Durchschnittswert von 10 Pflanzen pro Versuchsvariante
und Versuchsansatz)
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Boniturschlissel:
0 ohne Symptome
1 Verbrdunung des Blattgewebes nahe der Schnittstelle und der Blattader
2 Verbrdunung von 2-3 weiteren Blattern und der Triebspitze
3 Verbrdaunung der halben Pflanze und Neuaustrieb
3,5 Verbraunung der halben Pflanze ohne Neuaustrieb

4  Verbraunung des gesamten Triebes, Pflanze tot

In Tabelle 1 ist ersichtlich, dass die Behandlung der Sdmlinge mit dem Stauchungsmittel
Prohexadion-Ca eindeutig die Pflanzenhéhe und die Schwere der Feuerbrand-Symptomatik
reduzierte. Ebenfalls fuhrte eine Infektion durch Erwinia amylovora zu einem

Wachstumsriickgang der Samlinge.

Die relative Quantifizierung von Mal d 1 in den Samlingen wurde mittels Real Time PCR
durchgefiihrt. Dazu wurde cDNA aus infizierten und nicht-infizierten Blattern der Sorte
Golden Delicious verwendet, um den EinfluB einer Feuerbrandinfektion auf den Mal d 1-
Gehalt in den Samlingen zu testen. Der quantitative Nachweis von Mal d 1 zeigte eindeutig,
dass Feuerbrand den Allergengehalt hochregulierte (Abbildung 5.). Da Mal d 1 in den
Blattern quantitativ generell sehr gering nachzuweisen war, konnte der EinfluB einer

Behandlung mit Prohexadion-Ca auf den Allergengehalt nicht bestimmt werden.

Real Time PCR (Mald 1)

Rel Konz/50 ng cDNA

Sidmling + FB Sdmling - FB

Abbildung 4. Real Time PCR zur relativen Quantifizierung von Mal d 1 in Apfelsdmlingen.



Landlicher Raum 11

Online-Fachzeitschrift des Bundesministeriums fiir Land- und Forstwirtschaft, Umwelt und Wasserwirtschaft
Jahrgang 2006

Zusammenfassung und Diskussion

Anhand von in vitro und Skin Prick Tests wurde gezeigt, dass sich Apfelsorten in ihrer
Allergenizitat unterscheiden, wobei eine Einteilung in hoch-allergene (Golden Delicious),

mittel- (Elstar) und niedrig-allergene Apfel (Topaz) méglich ist®".

Die Induktion von Mal d 1 in S&mlingen durch Pathogenbefall wurde bereits durch in vitro-
Versuche bestatigt®. In der aktuellen Studie wurde zum ersten Mal der EinfluB einer
Feuerbrandinfektion auf Apfel und Samlinge im Freiland untersucht.

Mittels IgE-Immunoblot und ELISA konnte Mal d 1 in den Apfeln der Sorte Topaz
nachgewiesen und die IgE-Bindungsfahigkeit zu Seren von Apfelallergikern gezeigt werden.
Apfel von E. amylovora infizierten Bdumen zeigten durchwegs héhere Mal d 1-Werte als
Frichte von nicht-infizierten Baumen. Eine zuséatzliche Behandlung mit dem Schimmelpilz
Aureobasidium pullulans reduzierte den Mal d 1-Gehalt in den Apfelproben. Trotzdem war
der Allergengehalt in diesen Frichten héher im Vergleich zu Proben von gesunden Baumen.

Zusammenfassend kann man anhand dieser Untersuchungen schlieBen, daB sowohl eine
Infektion mit Erwinia amylovora als auch die Schutzbehandlung mit Aureobasidium pullulans
einen Pathogenbefall darstellt, der in der Pflanze den Proteingehalt von Mal d 1
hochreguliert. Dieser Effekt ist bei einer Koinfektion zwar niedriger als bei einer einfachen
Infektion durch E. amylovora, aber noch immer deutlich erhéht verglichen zu Proben von

nicht infizierten Baumen.

Da Mal d 1 allergen wirksam ist, stellt sich die Frage, ob sich mit einer Infektion von Erwinia
amylovora und der BekampfungsmaBnahme mittels des Schimmelpilzes Aureobasidium
pullulans auch das Allergierisiko beim Verzehr solcher Apfel erhéht. Da die Mal d 1-
Konzentration priméar stark sortenabhéngig ist und der erhobene Allergengehalt fir den
niedrig-allergenen Apfel Topaz, selbst nach einer Infektion durch Feuerbrand oder
Schimmelpilz, noch immer deutlich unter den Werten anderer Apfelsorten von nicht
infizierten Baumen liegt, ist nach heutigem Wissensstand nicht mit einem erhdhten
Allergierisiko zu rechnen.
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