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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

Seit den Anfangen der Landwirtschaft bis hin zur Gegenwart verursachen Pflanzenkrankheiten
groBe Schaden an Kulturpflanzen. Die damit verbundenen Ertragseinbufien stellen ein ernstzu-
nehmendes Problem dar. Zu dessen Lésung werden insbesondere seitens der Forschung stets
neue Ansatze gesucht, und deren Einfuhrung in die Praxis wird als ein elementarer Bestandteil der
Optimierung der landwirtschaftlichen Produktion angesehen. So lag der Anteil von Pflanzenkrank-
heiten an den weltweit verursachten Ertragsverlusten bei den grof3en landwirtschaftlichen Kulturen
nach Schatzungen fur die Jahre 1988 - 1990 bei 9 - 16 % pro Jahr. Hinzu kamen noch Verluste
durch Insekten, Unkrauter sowie krankheitsbedingte Nachernteverluste, so dass die Gesamtver-
luste im Bereich von 30 - 50 % lagen (Oerke et al., 1994). Allein 1995 betrug der Wert der weltwei-
ten Pflanzenproduktion 1200 - 1300 Mrd. US-$, wovon ca. 500 Mrd. US-$ durch Krankheiten, In-
sekten und Unkrauter vernichtet werden. Darlber hinaus wurden jahrlich weitere Verluste in einer
Grofenordnung von ca. 330 Mrd. US-$ ohne den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln hinzukommen
(Agrios, 1997).

Die standige Zunahme der Weltbevolkerung und die unzureichende Ernahrung eines Grolteils der
Menschheit zwingen zur Steigerung der Nahrungsmittelproduktion, zumal auch die verfiigbare
Anbauflache begrenzt ist. Eine der bedeutendsten Malinahmen zur Sicherung der Erntemengen
bzw. Minderung von Ertragsverlusten ist der Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln. Diese
dominierende Form des Pflanzenschutzes hat insbesondere in diesem Jahrhundert eine Steige-
rung der Produktion ermdglicht und die Ernahrungslage zumindest fur einen Teil der Menschheit
verbessert. Die Intensivierung der Pflanzenschutzmallinahmen durch zunehmenden Einsatz che-
mischer Mittel wirft aber auch Probleme auf wie z. B. Stérung des naturlichen Gleichgewichts
durch Selektion resistenter Erregerpopulationen, Gesundheitsgefahrdung durch Pflanzenschutz-
mittelrickstédnde auf Erntegutern sowie mdgliche Qualitdtsminderungen von Nahrungsmitteln
durch Wirkstoffe (Borner, 1997).

Wahrend somit in den unterentwickelten Landern die Produktion von Nahrungsmitteln vor allem
auf die Steigerung der Quantitat zielt, steht in den entwickelten Landern mehr die Qualitat der er-
zeugten Produkte im Vordergrund. Im Gegensatz zur bisher dominierenden Form des Pflanzen-
schutzes, der chemischen Bekdmpfung von Krankheiten und Schadlingen, wird im Rahmen des
integrierten Pflanzenschutzes versucht, zunehmend neue Konzepte zu entwickeln und in die Pro-
duktion zu integrieren. Dabei sollen alle verfigbaren Methoden zur Bekdmpfung von Krankheiten
und Schadlingen eingesetzt werden, um die Kulturpflanze optimal zu schiitzen sowie die Kosten
und Umweltschaden zu minimieren. Ziel ist somit die Ausnutzung naturlicher Regulationsmecha-

nismen, um Befall bzw. Schaden unter der wirtschaftlichen Schadensschwelle zu halten.
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Das gesteigerte Umweltbewusstsein weiter Bevolkerungsschichten in den entwickelten Landern
fuhrte darlber hinaus in den letzten Jahren zu intensiven Forschungsaktivitaten und eroffnete bio-
logischen bzw. alternativen Pflanzenschutzverfahren neue Perspektiven. So wurde versucht, wei-
tere Konzepte zu entwickeln um eine Beeintrachtigung der pflanzlichen Leistungsfahigkeit entwe-
der generell zu verhindern oder Okologisch/toxikologisch unbedenkliche Methoden zu nutzen.
Wahrend z. B. rein protektive Pflanzenschutzbehandlungen oder der Einsatz transgener Pflanzen
mit veranderten Eigenschaften (z. B. Herbizidresistenz, Krankheitsresistenz, Schadlingsabwehr)
bei weiten Teilen der Offentlichkeit auf wenig Akzeptanz stoRen, werden biologische Verfahren i. d.
R. eher positiv angesehen. Die Tendenz der Anwendung biologischer Verfahren kdnnte sich in

Europa und insbesondere in Deutschland weiter verstarken.

In den letzten Jahren gab es vermehrte Anstrengungen zur Integration biologischer/alternativer
Verfahren in die Praxis. So haben Verfahren wie die biologische Bekampfung - vor allem zur
Bekampfung tierischer Schaderreger - stark an Bedeutung gewonnen. Zudem wird auch versucht,
solche Strategien gegenuber phytopathogenen Pilzen und Bakterien zu etablieren. Die biologische
Bekampfung macht sich allgemein natirliche Antagonismen zu Nutzen, indem z. B. pflanzenscha-
digende Insekten durch den Einsatz von Antagonisten unterdriickt bzw. Bodenbakterien als
Gegenspieler von pathogenen Pilzen eingesetzt werden. Die biologische Schadlingsbekampfung
im Obstbau, Weinbau und unter Glas erwies sich in der Praxis als sehr erfolgreich. Auch der Ein-
satz von Pflanzenstarkungsmitteln, welche die pflanzeneigene Widerstandskraft gegeniber Patho-
genen und Schadlingen steigern kénnen, wird seit langerem als ernst zu nehmende Option erach-
tet. Als eine weitere Mdglichkeit in diesem Umfeld erweist sich das Prinzip der induzierten Krank-
heitsresistenz, welches das aufgrund der genetischen Konstitution vorhandene Abwehrpotential
von Pflanzen nutzt und diese in einen Zustand gesteigerter Abwehrkraft gegenlber Pathogenbefall
versetzt. Diese Uber die Pflanze erzielbare Wirkung stellt somit eine Abkehr vom Prinzip der
direkten Bekampfung dar. Als weiterfihrende Perspektive erscheint die Bekdmpfung von Pflan-
zenkrankheiten mdglich zu werden, welche bisher nur schwer erfasst werden konnten bzw. gegen
die keine Wirkstoffe zugelassen sind. Seitens der Grundlagenforschung sowie der chemischen
Industrie wird in den letzten Jahren verstarkt an der Entwicklung von Agenzien und Verfahren ge-
arbeitet, die auf dem Prinzip der induzierten Resistenz beruhen. Eine weitere denkbare Option
scheint die biotechnologische Nutzung der induzierten Resistenz zu sein, welche ebenfalls intensiv

vorangetrieben wird.
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1.1 Induzierte Krankheitsresistenz

1.1.1 Das Phanomen der biotisch induzierten Resistenz

Nach einem Kontakt mit pathogenen oder apathogenen Mikroorganismen oder Viren zeigen Pflan-
zen oftmals eine gesteigerte Abwehrkraft gegenlber einem Folgebefall mit potentiellen Pathoge-
nen. Diese Reaktion kann sich sowohl lokal, d. h. im Bereich der Infektionsstelle, als auch syste-
misch auf distalen Pflanzenteilen manifestieren, die keinen Kontakt mit dem Mikroorganismus oder
Virus hatten. Dieser in der Natur haufig beobachtete Phanotyp stellt einen zentralen Bestandteil
der zahlreichen pflanzlichen Adaptationsmechanismen an die Umwelt dar. Schon zu Beginn dieses
Jahrhunderts wurde dieses als induzierte Resistenz bezeichnete Phanomen erkannt und insbe-

sondere in den letzten beiden Jahrzehnten seitens der Forschung intensiv bearbeitet.

Eine Induktion von Resistenz nach vorherigem Pathogenbefall wurde erstmals von Ray (1901) und
Beauverie (1901) beschrieben. In ihrer Virulenz abgeschwachte Stamme des Grauschimmel-
erregers Botrytis cinerea wurden zur Inokulation von Begonien verwendet, welche nachfolgend
Resistenz gegeniber virulenten Botrytis-Stammen zeigten. Dieses Phanomen wurde in den fol-
genden Jahren zahlreich beobachtet und auch beschrieben, so dass Chester bereits 1933 in einer
Zusammenfassung Uber die ,erworbene physiologische Immunitat bei Pflanzen“ Giber 200 erschie-

nene Publikationen zu diesem Thema aufzahlte.

Ross etablierte 1961 mit Tabak/Tabakmosaikvirus (TMV) eines der klassischen Testsysteme fur
Untersuchungen zur induzierten Resistenz, welches auch heute noch als eine Standardmethode
Verwendung findet. Die Blatter der hierbei verwendeten Tabaksorte Nicotiana tabacum cv. Xanthi
nc reagieren auf die Vorinokulation mit TMV mit der Bildung nekrotischer Lokallasionen. Wahrend
bei vielen Tabaksorten i. d. R. systemische Mosaiksymptome auftreten, ist die Ursache fur die
Ausbildung von Lokallasionen bei der Sorte Xanthi nc auf das Vorliegen des sog. N-Gens im
Genom zuruckzufuhren, das die Bildung lokaler Lasionen initiiert und somit eine systemische
Verbreitung des Virus verhindert. Im klassischen Versuchsansatz wurden wenige Tage nach der
Vorinokulation der unteren Blatter mit TMV die hdher inserierten Blatter mit dem gleichen Patho-
gen inokuliert. Aufgrund der durch Vorinokulation mit TMV aktivierten systemischen Resistenz wa-
ren auf den hoher inserierten Blattern die durch TMV hervorgerufenen Lasionen deutlich schwa-
cher ausgepragt (Ross, 1961a und b). Diese systemische Steigerung der bereits vorhandenen,
genetisch fixierten Resistenz konnte auch durch Vorinokulationen mit anderen Viren erreicht wer-

den.

In zahlreichen Arbeiten wurde die Ausldosung von induzierter Krankheitsresistenz von der Arbeits-

gruppe von J. Kuc (Universitat Lexington, Kentucky, USA) insbesondere an Cucurbitaceen
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erforscht (Dean und Kuc, 1987b; Madamanchi und Kuc, 1991; Hammerschmidt und Yang-Cash-
man, 1995). In einer der grundlegenden Arbeiten zur induzierten Resistenz beschrieben Kuc et al.
(1975) die systemische Resistenzauspragung gegenuber dem Erreger der Brennfleckenkrankheit
Colletotrichum lagenarium auf héher inserierten Blattern von Gurkenpflanzen, welche zuvor auf
dem unteren Blatt mit demselben Erreger inokuliert wurden und dort ebenfalls nekrotische Lasio-
nen als Symptome aufwiesen. Hammerschmidt et al. (1976) konnten an Gurken nach Vorinkulation
mit Cladosporium cucumerinum lokal ausgepragte Resistenz auf dem vorinokulierten Blatt gegen-
Uber C. lagenarium beobachten. Jenns und Kuc (1977), Jenns et al. (1979) sowie Coutts und
Wagih (1983) zeigten, dass durch Vorinokulation mit dem Nekrose-auslésenden Tabaknekrose-
virus (TNV) bei Gurken Resistenz gegenlber C. lagenarium sowie auch gegeniber TNV selbst
ausgeldst werden kann. Umgekehrt fuhrten Vorinokulationen mit C. lagenarium zur systemischen
Resistenzauspragung gegenuber C. lagenarium und TNV. In weiteren Versuchen wurde demonst-
riert, dass die biotische Induktion mit Viren (TNV), Bakterien (Pseudomonas syringae pv.
lachrymans) und Pilzen (C. lagenarium, C. cucumerinum) zu einer unspezifischen systemischen
Resistenzauspragung gegenuber Pathogenen aus unterschiedlichen Taxa fuhrt (Caruso und Kuc,
1979; Jenns et al., 1979; Smith et al., 1991). So erwiesen sich C. lagenarium und TNV als wirk-
same biotische Induktoren, die Resistenz in Gurkenpflanzen gegentber 13 verschiedenen viralen,
bakteriellen und pilzlichen Pathogenen auslésen kénnen (Kuc, 1985). Bei Experimenten zur
Bestimmung der Dauerhaftigkeit biotisch induzierter Resistenz konnten Kuc et al. (1975) und Kuc
und Richmond (1977) zeigen, dass nach wiederholter Vorinokulation mit C. lagenarium ein syste-
mischer Schutz von Gurkenpflanzen tiber 10 Wochen gegentber C. lagenarium aufrecht erhalten

werden konnte.

Bis heute wurde die erfolgreiche Ausldsung induzierter Resistenz in zahlreichen Wirt-Pathogen-
systemen beschrieben (Lyon et al., 1995a und b; Sticher et al., 1997). Neben Tabak und Gurken
wurde biotisch induzierte Resistenz bei zahlreichen weiteren dikotylen Pflanzenarten beobachtet.
Dazu gehdren bedeutende, landwirtschaftlich intensiv genutzte Kulturpflanzenarten wie Soja
(Wrather und Ellrod, 1990), Kartoffel (Cruikshank und Mandryk, 1960; Stromberg und Brishammar,
1991), Tomate (Heller und Gesssler, 1986; Kovats et al., 1991), Bohne (Elliston et al., 1971; 1976a
und b), aber auch die Modellpflanze Arabidopsis (Uknes et al., 1992 und 1993).

Auch bei monokotylen Pflanzenarten wurde Resistenzinduktion beschrieben, besonders in den
wirtschaftlich bedeutendsten Kulturen wie Reis, Mais und Weizen. Nach Inokulation von Reis mit
dem Bakterium P. syringae pv. syringae, welches nekrotische Lasionen im Rahmen einer hyper-
sensitiven Reaktion hervorruft, konnte eine systemische Resistenz gegenliber dem Pilz Pyricularia
oryzae beobachtet werden (Smith und Metraux, 1991). Vorinokulation von Gerste und Weizen mit
avirulenten oder virulenten Pathogenen auf3erte sich in lokaler Resistenz des vorinkulierten Blattes

gegenuber Erysiphe graminis (Ouchi et al., 1976a und b; Kunoh et al., 1985; Schweizer et al.,
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1989). Bei Gerste entwickelten distale, unbehandelte Blatter gegeniber Echtem Mehltau nach
Vorinokulation der unteren Blattetagen mit diesem Pathogen systemische Resistenz (Hwang und
Heitefuss, 1992).

Der Vielzahl der beschriebenen Wirt-Pathogen-Interaktionen, bei welchen induzierte Resistenz
unter Labor- bzw. kontrollierten Bedingungen beobachtet wurde, stehen nur wenige Ergebnisse
aus Feld- bzw. Freilandversuchen gegenuber. Tuzun et al. (1986) konnten bei Tabak durch eine
Stamminjektion einer Sporangiensuspension des Blauschimmelerregers Peronospora tabacina
unter Feldbedingungen systemische Resistenz gegeniber einer Sekundarinfektion mit demselben
Pathogen hervorrufen. Diese aufierte sich in einem deutlich verminderten Befall sowie in Ertrags-
zuwachsen. Auch Pflanzen, die aus Zellkulturen von induziert resistenten Mutterpflanzen gewon-
nen wurden, zeigten unter Freilandbedingungen eine gesteigerte Abwehrkraft gegeniber P.
tabacina (Tuzun und Kuc, 1987). Caruso und Kuc (1977b) konnten zeigen, dass Cucurbitaceen
nach biotischer Induktion mit C. lagenarium unter Freilandbedingungen wirkungsvoll gegentber
nachfolgendem Befall mit demselben Erreger geschiitzt werden kénnen. In weiteren Arbeiten sind
Ansatze fur die erfolgreiche Umsetzung dieser Methode unter Feldbedingungen beschrieben (Kuc,
1977; Mcintyre et al., 1981; Schonbeck et al., 1982; Balder und Schonbeck, 1983; Kehlenbeck et
al., 1994; Reglinski et al., 1994).

1.1.2 Charakteristika der induzierten Krankheitsresistenz

Die intensive Forschungsarbeit auf dem Gebiet der induzierten Resistenz fuhrte zu einer Vielzahl
von Definitionen, welche dieses Prinzip zu beschreiben versuchen. In Anlehnung an das biologi-
sche Phanomen der biotischen Resistenzauslésung definieren Kessmann et al. (1994a) die indu-
Zierte Resistenz als ,eine breit angelegte physiologische Immunitat, die auf der Infektion mit einem
nekrotisierenden Pathogen beruht®. Zusatzlich kdnnen vergleichbare Abwehrreaktionen der Pflan-
zen durch Behandlungen mit verschiedenen natlrlichen sowie synthetischen Agenzien ausgel6st
werden (Kessmann et al., 1994a; Lyon et al., 1995a und b; Sticher et al., 1997).

Allgemeiner definieren Schénbeck et al. (1993) die induzierte Resistenz als ,eine Steigerung der
Resistenz von Pflanzen gegenuber Pathogenbefall“. Hierbei ist ein dulerer Stimulus notwendig,
welcher keine Veranderung des Genoms hervorrufen darf. Die induzierte Resistenz kann biotisch -
durch Inokulationen mit Nicht-Pathogenen, Pathogenen, inaktivierten Pathogenen, inkompatiblen
Rassen, Saprophyten, Symbionten und natirliche Metaboliten - als auch abiotisch durch Chemika-

lien ausgeldst werden.
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Dean und Kuc (1987b) unterscheiden biotische und abiotische Resistenzinduktoren. Wahrend ers-
tere als Nekrose-auslésende Pathogene charakterisiert wurden, zu denen Pilze, Bakterien und
Viren gezahlt werden (Ross, 1961a und b; Bergstrom et al., 1982; Tuzun et al., 1986; Kuc, 1993),
wurden insbesondere in den neunziger Jahren zunehmend naturliche sowie synthetische Chemi-
kalien, d. h. abiotische Verbindungen beschrieben, die in Pflanzen Resistenz gegentiber Pathoge-
nen auslésen kdnnen (Ward et al., 1991; Uknes et al., 1992; Cohen, 1994; Nielsen et al., 1994,
Kessmann et al., 1994a; Lyon et al., 1995a und b; Fought und Kuc, 1996; Friedrich et al., 1996;
Sunwoo et al., 1996). Auf diese abiotischen Induktoren wird in nachfolgenden Abschnitten naher

eingegangen.

Ein weiteres Charakteristikum der induzierten Resistenz ist die mehr oder weniger ausgepragte
Befallsminderung, nicht aber das vollstandige Ausbleiben der Symptome. Zudem ist bei induziert
resistenten Pflanzen ein bestimmtes Zeitintervall zwischen Induktorbehandlung und Auspragung
der Resistenz erforderlich, das sog. Induktionsintervall (Schonbeck et al.,, 1980; Steiner und
Schoénbeck, 1997).

Induzierte Resistenz kann lokal, d. h. an der Stelle, wo der Induktor appliziert wurde, sowie auch
systemisch, d. h. in entfernten unbehandelten Pflanzenteilen, ausgepragt sein. Ross bezeichnete
erstmalig die Resistenz der distalen, unbehandelten Blatter als systemisch erworbene Resistenz
(systemic acquired resistance, SAR) und die Resistenz des vorinkulierten Blattes bzw. des unmit-
telbaren raumlichen Umfeldes der Stelle der Induktorbehandlung als lokal erworbene Resistenz
(local acquired resistance, LAR) (Ross, 1961a und 1966). In diesen Arbeiten macht der Autor die
Auspragung der SAR von der Entstehung nekrotischer Reaktionen bzw. Symptomen der vorinoku-

lierten Pflanzenteile abhangig.

Haufig wurde induzierte Resistenz mit der Immunisierung von Wirbeltieren verglichen und daher
auch von ,pflanzlicher Immunisierung“ gesprochen. Der Unterschied zu tierischen Systemen liegt
bei der induzierten Resistenz von Pflanzen in der Unspezifitat hinsichtlich Induktor und Pathogen,
d. h. die Induktion mit verschiedenen Induktoren I6st Resistenz gegentiber zahlreichen verschie-
denen Pathogenen aus. Bei tierischen Systemen ist generell eine starkere Spezifitdt zu beobach-
ten. Ferner scheinen bei Pflanzen prinzipiell andere zellulare Mechanismen beteiligt zu sein, so

dass dieser direkte Vergleich nicht sinnvoll ist.
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Abb. 1: Grundprinzip der biotisch induzierten Resistenz
LAR: lokal aktivierte Resistenz; SAR: systemisch aktivierte Resistenz, (verandert nach Kessmann et al., 1996)

Das Grundprinzip der biotisch induzierten Resistenz ist schematisch in Abb. 1 dargestellt. Der
Kontakt mit einem Nekrose-auslésenden Mikroorganismus oder Virus im Rahmen einer Primarin-
fektion flhrt auf einem unteren Blatt zur Ausbildung von Lokallasionen. Bei diesem Prozess wird
die Bildung sowie Translokation eines Signals in das umliegende Gewebe sowie in distale Pflan-
zenteile postuliert (Crafts und Lorenz, 1944; Ross, 1966; Kuc, 1982). Dort werden Reaktionen ein-
geleitet, die bei einer Sekundarinfektion (Challenge-Inokulation) zu einer Minderung der Symptom-
auspragung der Krankheit fuhren. Die Krankheitssymptome nach der Challenge-Inokulation sind
dabei sowohl auf dem Blatt mit der Primarinfektion (LAR) als auch auf dem distalen Blatt (SAR)

deutlich schwacher ausgepragt als die Lasionen der Primarinokulation (Kessmann et al., 1996).

Das gemeinsame Merkmal aller Erreger, die zur SAR-Auslosung befahigt sind, ist die Fahigkeit,
Lokallasionen hervorzurufen, so dass diese kontrollierte Entstehung von nekrotischen Reaktionen
nach einer Primarinfektion als ein wichtiges Kriterium fir die erfolgreiche Resistenzinduktion ange-
sehen wird (Dean und Kuc, 1986a und b; Lawton et al., 1996).
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1.1.3 Resistenzauslésung durch Rhizobakterien

Neben der beschriebenen und lange bekannten SAR-Auslosung wurde in den letzten Jahren eine
weitere Form der induzierten Resistenz, die sog. induzierte systemische Resistenz (induced
systemic resistance, ISR), beschrieben. Es handelt sich hierbei um eine biotische Induktion durch
nicht-pathogene Rhizobakterien (plant growth promoting rhizobacteria, PGPR), welche zur Aus-
pragung von systemischer Resistenz flhrt. Der Induktionsmechanismus scheint sich jedoch deut-
lich von dem der SAR zu unterscheiden, da es zu keiner Bildung von Nekrosen nach der Behand-
lung mit PGPR kommt. ISR-Auslésung konnte nach Applikation von Pseudomonas fluorescens, P.
putida, P. aeruginosa sowie Serratia marescens in verschiedenen Pflanzenarten wie Arabidopsis,
Bohne, Nelke, Gurke, Rettich, Tabak und Tomate gegenilber bakteriellen, viralen sowie pilzlichen
Pathogenen festgestellt werden (Wei et al., 1991; Kloepper et al., 1993; Liu et al., 1995 und 1996;
Raupach et al., 1995 und 1996; Pieterse et al., 1996; van Loon et al., 1998).

1.2 Mechanismen und Prozesse der Aktivierung systemisch aktivierter Resistenz

1.2.1 Nekrotisierung und Zelltod

Die Entstehung von Nekrosen, d. h. Bereichen mit abgestorbenen Zellen, kann sowohl durch
Pathogenbefall als auch durch zahlreiche dauRere Umwelteinflisse im pflanzlichen Gewebe her-
vorgerufen werden. So definieren Aust et al. (1993) Nekrosen allgemein als ,lokalen Zell- oder
Gewebetod als Folge der Abtotung des Protoplasmas durch physikalische oder toxische Einwir-
kungen oder als Reaktionen auf parasitische Einflisse®. Prinzipiell kann hinsichtlich der Entste-
hung zwischen aktiven und passiven Prozessen unterschieden werden. Die passive Nekrotisierung
kann als lokaler Zelltod angesehen werden, der als Folge einer direkten Schadigung der Zell-
membran oder Organellen durch Exposition toxischer Substanzen, extremer Temperaturen oder
traumatischer Verletzung entsteht (Cohen, 1993) bzw. durch dulere physikalische sowie toxische

Einflisse im Rahmen von Zelltodprozessen hervorgerufen wird (Richael und Gilchrist, 1999).

Wird hingegen der pflanzliche Stoffwechsel bendtigt und sind biochemische Prozesse wie z. B. die
hypersensitive Reaktion (1.2.2) bzw. programmierter Zelltod (1.2.3) bei der Entstehung von Nekro-
sen beteiligt, so kann man von aktiven Prozessen sprechen (Heath, 1980; He et al., 1994; Green-
berg, 1997).

Im Rahmen von Wirt-Parasit-Interaktionen ist das Auftreten nekrotischer Lasionen ein typisches
Krankheitssymptom nach Befall mit Pilzen, Bakterien, Nematoden oder Viren bzw. fir Verletzun-

gen durch Insektenfral3. Die Definition der SAR als eine ,breit-wirksame Resistenzerscheinung
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nach Infektion mit nekrotisierenden Mikroorganismen und Viren® (Hunt und Ryals, 1996; Neu-
enschwander et al., 1995; Ryals et al.,1996), deutet bereits auf die zentrale Rolle von lokalisiertem
Zelltod (Bildung von Nekrosen) bei der SAR-Auslésung hin. Manche Autoren sehen die Bildung
von nekrotischen Lasionen als Folge der Primarinfektion mit Pathogenen als die wichtigste Vor-
aussetzung im Prozess der biotischen SAR-Induktion an (Dean und Kuc, 1986a; Lawton et al.,
1996). So konnte beispielsweise bei Gurke gezeigt werden, dass langsam und kontrolliert entste-
hende nekrotische Lasionen - verursacht durch die Priméarinfektion mit TNV - essentiell fur die
Auslésung von lokaler sowie systemisch aktivierter Resistenz waren, wahrend eine Inokulation mit
TMV weder nekrotische Lasionen verursachte noch SAR ausldste (Jenns und Kuc, 1980; Dean
und Kuc, 1986a und b).

Das Auftreten von nekrotischen Lasionen bzw. Zelltodsymptomen muss jedoch nicht generell zur
Auspragung von SAR flhren. Vielmehr ist hierbei die Art des Reizes und die Dauer der Entstehung
nekrotischer Lasionen entscheidend. So traten nach Hitze- bzw. Kaltebehandlung innerhalb weni-
ger Stunden Wunden bzw. Zelltodsymptome auf, doch es wurde keine Resistenz ausgeldst
(Madamanchi und Kuc, 1991; Klessig und Malamy, 1994). Auch durch mechanische Verletzungen
(z. B. Behandlungen mit Trockeneis oder Abrasiven), welche das Gewebe sehr schnell abtoteten
und ebenfalls makroskopisch sichtbare Nekrosen hervorriefen, konnte keine SAR induziert werden
(Hammerschmidt und Kuc, 1982; Kuc, 1983; Malamy et al., 1996). Diese schnell verlaufende Ent-
stehung von Nekrosen als rein passiver Prozess scheint somit nicht zur SAR-Auslésung zu fihren.

Vielmehr erscheinen hierbei die aktiven zellulare Prozesse essentiell.

Auch zahlreiche chemische Agenzien, die SAR auslésen, rufen nekrotische L&sionen hervor
(Gottstein und Kuc, 1989; Mucharromah und Kuc, 1991; Fought und Kuc, 1996; Sticher et al.,
1997). Bisher wurde hierbei jedoch kaum zwischen aktiven und passiven Prozessen unterschieden

und Ergebnisse zur physiologischen Entstehung liegen kaum vor.

1.2.2 Hypersensitive Reaktion

Bei inkompatiblen Wirt-Pathogen-Beziehungen kann oftmals die Bildung abgestorbener Zellen an
Stellen der versuchten Penetration pilzlicher Erreger beobachtet werden (Hammond-Kossack und
Jones, 1996). Man spricht in diesem Fall von der hypersensitiven Reaktion (HR), die von Agrios
(1988) als ,Zelltod der Wirtszellen innerhalb weniger Stunden nach Pathogenkontakt® definiert
wird. Weitere Definitionen finden sich bei Stakman (1915) bzw. Goodman und Novacky (1994),
welche die HR als ,rapiden Zelltod pflanzlicher Zellen verbunden mit Krankheitsresistenz® be-

schreiben.
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Die HR wird als ein aktiver Prozess der Nekrotisierung angesehen, welcher den pflanzlichen
Metabolismus erfordert (Goodman und Novacky, 1994; Heath, 1997). Eng verbunden mit der HR
wird die Freisetzung toxischer Verbindungen sowie reaktiver Sauerstoffspezies diskutiert, die mit
der Erkennung von Pathogenen einhergehen. Die Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies bei
der Einleitung der HR bzw. ihre Funktion als wichtige Faktoren der HR-Entwicklung zeigten Levine
et al. (1994), Baker und Orlandi (1995) sowie Jabs et al. (1996). In jingster Zeit wird die HR auch
in Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod bzw. von Apoptose gebracht (Greenberg,
1997). Ob jede HR auf programmiertem Zelltod basiert, wird jedoch in Frage gestellt (Heath,
1999).

Heath (1980) schreibt der HR eine wichtige Rolle im Rahmen pflanzlicher Abwehrreaktionen zu, da
hierbei die Ausbreitung eines Pathogens im Gewebe verhindert wird. So wird obligat biotrophen
Pilzen, z. B. Echten Mehltau-Pilzen, durch das Absterben der Wirtszellen die Nahrstoffzufuhr ent-
zogen (Prell, 1996).

1.2.3 Programmierter Zelltod

In den intensiv untersuchten tierischen Zellsystemen ist die Apoptose bzw. der programmierte
Zelltod (programmed cell death, PCD) als ein aktiver Prozess definiert, der durch ein genetisch
fixiertes Selbstzerstérungsprogramm initiiert wird (Bar, 1996) bzw. die selektive Eliminierung uner-
wunschter Zellen zum Ziel hat (Ellis et al., 1991). Auch bei pflanzlichen Zellen wurde PCD beo-
bachtet, u.a. bei der diploiden Parthenogenese (Havel und Durzan, 1996), der Entwicklung tra-
chealer Elemente (Fukuda, 1997a und b), Seneszenz von Blattern (Buchanan-Wollaston, 1997)
sowie in Aleuronzellen von Gerste wahrend der Keimung (Wang et al., 1998). Von zahlreichen
Autoren wird vermutet, dass PCD im Rahmen der HR bei Wirt-Pathogen-Interaktionen beteiligt
sein konnte (He et al., 1994; Greenberg, 1997). Es handelt sich hierbei um einen aktiven Prozess,
welcher die Beteiligung des pflanzlichen Stoffwechsels bendtigt (Gilchrist, 1998). Typische
Veranderungen beim Auftreten von PCD sind Chromatinkondensation, das Schrumpfen von Zellen
sowie DNA-Fragmentierung (sog. Leiterformation) (Katsuhara und Kawasaki, 1996; Orzaez und
Granell, 1997a).

Die HR wird von manchen Autoren als eine Form des PCD bzw. der Apoptose angesehen (Green-
berg et al., 1994, Heath, 1997). Zumindest wird bei programmiertem Zelltod im Rahmen der bio-
tisch induzierten SAR vermutet, dass PCD und HR analog ablaufen (Greenberg, 1997). Ein An-
haltspunkt dafir ist das Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies bei beiden Prozessen (Mehdy,
1994; Dangl et al., 1996; Lamb und Dixon, 1997).

10
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1.2.4 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Der sog. oxidative burst wird definiert als kurzfristige, rapide Produktion grof3er Mengen von reaki-
ven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) als Folge externer Stimuli (Wojtaszek,
1997). ROS wie Wasserstoffperoxid (H,O,) und Superoxidanionen (O,) entstehen als toxische
Zwischenprodukte der Reduktion von molekularem O,, insbesondere in der extrazellularen Matrix
(Mehdy, 1994; Wojtaszek, 1997). Weitere sehr reaktive Radikale sind das auftretende Hydroxylra-
dikal (OH") sowie Singulett-Sauerstoff ('O,), die jedoch bereits nach wenigen psec zerfallen, so
dass die Nachweismoglichkeiten durch diesen Umstand sehr eingeschrankt sind (Baker und
Orlandi, 1999).

Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre konnten zeigen, dass ROS wichtige Komponenten
der pflanzlichen Pathogenabwehr sind (Mehdy, 1994; Baker und Orlandi, 1995) und ihnen eine
wichtige Rolle bei Signalprozessen z. B. im Rahmen der SAR-Auslosung zukommt (Penell und
Lamb, 1997a und b; Alvarez et al., 1998). Die mdgliche Rolle von ROS bei der Einleitung des
Zelltods sowie der Aktivierung von weiteren wirtseigenen Abwehrreaktionen wurde zusammenfas-
send von Mehdy (1994), Mehdy et al. (1996) sowie Baker und Orlandi (1995 und 1999) dargestellit.

Es fehlen immer noch eindeutige experimentelle Hinweise lber die exakte biochemische Identitat
der ROS-generierenden Systeme, wobei das Vorhandensein mehrerer Systeme anzunehmen ist
(Bolwell, 1999). Dazu gehoéren ein Komplex plasmamembrangebundener NADPH-Oxidase, eine
NADPH-abhangige Peroxidase auf der &ulleren Plasmamembran bzw. zellwandgebun-
dene/apoplastische Peroxidasen, Aminooxidasen, Oxalat-Oxidasen sowie Lipoxygenasen. Diese
und weiterfiihrende Informationen zur Biochemie der ROS finden sich in den Ubersichtsartikeln
von Bolwell und Wojtaszek (1997) sowie Lamb und Dixon (1997). Das priméar entstehende, dulRerst
reaktive O,-Radikal dismutiert unter Beteiligung der Superoxid-Dismutase (SOD) zu H,O, (Baker
und Orlandi, 1999). Ferner treten weitere ROS wie Hydroxylradikale und Singulett-Sauerstoff im
Rahmen dieser Reaktionen auf (Mehdy, 1994; Lamb und Dixon, 1997).

Bei Saugetierzellen kann die Bildung des Superoxidanions durch den katalytisch wirksamen En-
zymkomplex der NADPH-Oxidase vereinfacht nach folgender Gleichung dargestellt werden (Desi-
kan et al., 1997):

2 0, + NADPH - 2 O, + NADP* + H*

Ahnliche Enzymkomplexe sind auch bei Pflanzen an der Bildung von O, beteiligt (Dwyer et al.,
1995; Tenhaken et al., 1995). Zugleich wird in jlingster Zeit intensiv untersucht, ob die HR wie aus
den tierischen Systemen bekannt, charakteristische Merkmale von programmiertem Zelltod

(Apoptose) aufweist.

11
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Nach Sutherland (1991) haben ROS bei der pflanzlichen Abwehr Einflisse auf Oxidationsprozesse
in Wirtsgeweben, insbesondere der Oxidation von Membranlipiden im Rahmen der hypersensitiven
Reaktion (HR) sowie bei der Einleitung von Lignifizierungsprozessen in der Zellwand. Besonders
fir den aulerst reaktiven Singulett-Sauerstoff werden Funktionen im Rahmen der Auslésung von
PCD, der SignalUbertragung sowie Abwehrreaktionen vermutet (Knox und Dodge, 1985; Mehdy,
1994).

Oxidativer Stref kann in Pflanzen auf verschiedenen Wegen hervorgerufen werden, wobei insbe-
sondere Pathogen-induzierte ROS-Bildung vielfach beschrieben wurde (Levine et al., 1994; Doke
et al., 1996; Low und Merida, 1996; Heath, 1998b). Dabei kann die ROS-Produktion in pflanzlichen
Geweben durch Kontakt mit dem Pilz bzw. Hyphen, Pilzzellwandkomponenten oder auch Bakte-
rien initiiert werden (Baker und Orlandi, 1999). Besonders gut untersucht ist der oxidative burst in
pflanzlichen Zellkulturen nach Auslésung durch sog. Elicitoren (Levine et al., 1994; Glazener et al.,
1996).

In zahlreichen Wirt-Pathogensystemen konnte die Bildung von Wasserstoffperoxid, Superoxid-
anionen und Hydroxylradikalen sowie eine kausale Verbindung des oxidativen burst mit der auftre-
tenden HR gezeigt werden (Levine et al., 1994; Mehdy, 1994; Low und Merida, 1996; Lamb und
Dixon, 1997). So konnte nach Inokulation von Kartoffelscheiben mit Phytophthora infestans sowie
nach Infektion von Tomaten mit HR-auslésenden Rassen von Cladosporium fulvum der kausale
Zusammenhang zwischen ROS (O, und H,0,) und friihen Prozessen der Wirt-Pathogen-Interak-
tion (HR) nachgewiesen werden (Doke, 1983; Vera-Estrella et al., 1992). Auch nach Inokulation
von Tabak mit P. syringae pv. syringae konnte eine gesteigerte Bildung von O, sowie Lipidperoxi-
dation beobachtet werden (Adam et al., 1989). Ebenso ist die HR nach Inokulation von TMV auf
Tabakpflanzen, die das N-Gen enthalten, eng mit der Bildung von ROS verknupft (Mehdy, 1994;
Fodor et al., 1997). Einen weiteren Hinweis fur die ursachliche Beteiligung von ROS an der Ausl6-
sung von Zelltod lieferten Keppler und Novacky (1987), die durch Applikation von Antioxidantien

das Ausmal} des Zelltods bei hypersensitiv reagierenden Zellen vermindern konnten.

Auch die Exposition mit Ozon (O3) verursacht einen oxidativen burst bei Tabak (Schraudner et al.,
1998), der mit der Aktivierung pflanzlicher Abwehrreaktionen verbunden zu sein scheint (Sander-
mann et al., 1998).

Ein weiterer, oftmals beobachteter Vorgang im Zusammenhang mit dem oxidativen burst und dem
Auftreten von Zelltod ist die Lipidperoxidation, welche durch freie Radikale sowie durch Lipoxyge-
nasen (LOX) erfolgt (Gutteridge und Halliwell, 1990). Dabei werden mehrfach ungesattigte Fett-
sauren der Plasmamembran zu Lipidperoxiden umgesetzt (Anderson et al., 1998). Lipidperoxida-

tion ist am Ende des Zellzusammenbruchs als Folge der Zerstérung der Membranintegritat und

12
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Organellen zu beobachten, wobei ROS malgeblich an dieser Reaktion beteiligt sein konnen (Dux-
bury et al., 1991). Nach biotischer Induktion von Tabak mit TMV und dem Auftreten von La&sionen
konnte oxidative Schadigung der Plasmamembran sowie gesteigerte Lipidperoxidation anhand
erhdhter Gehalte des Abbauproduktes Malondialdehyd nachgewiesen werden (Anderson et al.,
1998). Auch nach biotischer Induktion von Gurkenpflanzen mit C. lagenarium bzw. TNV wurden
gesteigerte LOX-Aktivitdten beobachtet (Avdiushko et al., 1993a). Ebenfalls bei der Zelltodaus-
I6sung durch bestimmte Chemikalien konnten Lipidperoxidationsprozesse nachgewiesen werden
(Siegrist et al., 2000).

Interessante Experimente zur Aufklarung der Funktionen von ROS im Rahmen der pflanzlichen
Pathogenabwehr und Stressphysiologie wurden auch mit transgenen Tabakpflanzen erzielt. Mittler
et al. (1999) konnten die Bedeutung von ROS-detoxifizierenden Enzymen bei transgenen Pflanzen
aufzeigen, bei denen die Expression der antioxidativen Enzyme Ascorbat-Peroxidase sowie Kata-
lase gehemmt war. Diese Pflanzen produzierten verstarkt ROS und waren tUberempfindlich gegen-
Uber Pathogenen. Bereits bei sehr geringen Inokulumdichten war ein erhéhtes Mal an Zelltod im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen festzustellen. In transgenen Kartoffeln, die eine pilzliche Gluco-
seoxidase Uberexprimieren, wurde ebenfalls eine gesteigerte Bildung von H,O, sowie erhohte
Resistenz gegenliber Erwinia carotovora ssp. carotovora und Phytophthora infestans beobachtet
(Wu et al., 1995).

1.3 Signalmolekiile bei der Auslosung systemischer Resistenz

Die bei der biotischen Induktion von Krankheitsresistenz durch Mikroorganismen bzw. Viren verur-
sachte Gewebenekrotisierung stellt einen entscheidenden Prozess wahrend der SAR-Auslésung
dar. Ausgehend von dieser Beobachtung ist konsequenterweise zu vermuten, dass in solchen
Bereichen endogene Signale gebildet und auch transloziert werden muissen, damit in distalen
Pflanzenteilen eine Resistenzauspragung stattfindet (Crafts und Lorenz, 1944; Ross, 1966; Kuc,
1982; Klessig et al., 1998). Da in Gurkenpflanzen Resistenz in Blattern oberhalb und unterhalb des
inokulierten Blattes durch biotische Induktoren ausgeldst werden kann, wurde beispielsweise
postuliert, dass ein translozierbares, Phloem-mobiles Signal existieren kdonnte (Guedes et al.,
1980; Tuzun und Kuc, 1985). Pfropfungsversuche von Jenns und Kuc (1979) belegten, dass das
Signal aus den Gurkenunterlagen in die Pfropfreiser von Melonen gelangt und dort Resistenz
ausgelost wird. Weiterhin konnten Dean und Kuc (1986a und b) zeigen, dass das inokulierte Blatt
der Ausgangspunkt des Signals ist, welches innerhalb von 72 h nach der Primarinokulation von

Gurkenpflanzen mit C. lagenarium lber das Phloem transloziert wird.

13
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Dieses vielfach postulierte Signal konnte trotz intensiver Untersuchungen bisher nicht eindeutig
identifiziert werden. Zahlreiche Verbindungen und Molekiile wie z. B. Stickoxid (NO), Oligosaccha-
ride, Ethylen, Jasmonsaure und Salizylsdure wurden in den letzten Jahren als potentielle Kandi-
daten diskutiert (Enyedi et al., 1992; Klessig und Malamy, 1994). Von diesen Verbindungen hat
sich insbesondere die Salizylsdure (SA) in den vergangenen Jahren als ein fir die Resistenzaus-
I6sung bedeutendes Molekil erwiesen, welches immer noch von zahlreichen Forschern als zent-
rale Signalkomponente angesehen wird (Malamy et al., 1990; Metraux et al., 1990; Gaffney et al.,
1993; Klessig et al., 1998).

1.4 Die Rolle von Salizylsdure bei der Auslosung systemischer Krankheitsresistenz

Die Salizylsaure wurde als natlrlich vorkommende phenolische Verbindung in einer Reihe von
Pflanzenarten nachgewiesen (Raskin et al., 1990). Interessanterweise fungiert die SA bei thermo-
genen Aronstabgewachsen als mobiles Signalmolekil (sog. Calorigen), welches malfigeblich an
der Regulation des komplexen Blihvorgangs dieser Pflanzen beteiligt ist (Raskin et al., 1987 und
1989). SA wurde in der Vergangenheit deshalb auch als potentielles Pflanzenhormon diskutiert
(Raskin, 1992). Weitere physiologische Effekte von SA wurden auch in Bezug auf die Induktion
des Blihvorgangs (Cleland und Ajami, 1974), die Hemmung der Phosphat- und Kaliumaufnahme
(Glass, 1973, 1974a und b) und die Hemmung der Ethylenbiosynthese (Leslie und Romani, 1986)

festgestellt.

Arbeiten von R. White hatten bereits 1979 gezeigt, dass durch die exogene Applikation von SA bei
Tabakpflanzen Resistenzreaktionen hervorgerufen werden (White, 1979; Antoniw und White,
1980). Malamy et al. (1990) konnten schlieRlich zeigen, dass es in Tabak nach einer Inokulation
mit TMV zu lokaler und systemischer Akkumulation von SA kommt, die der Resistenzausbildung
vorausgeht. Bei zahlreichen dikotylen Pflanzenarten konnte die Akkumulation von SA nach Patho-
geninokulation und nachfolgend eine erfolgreiche SAR-Ausldsung nachgewiesen werden (Malamy
et al., 1990; Metraux et al., 1990; Rasmussen et al., 1991; Yalpani et al., 1991; Meuwly und
Metraux, 1993; Kessmann et al., 1994b; Meuwly et al., 1994; Mdlders et al., 1994).

Metraux et al. (1990) fanden in Gurkenpflanzen nach biotischer Induktion mit TNV bzw. C. lagena-
rium im Phloemsaft erhdhte SA-Gehalte, welche bereits vor der SAR-Auspragung auftraten. Mittels
“C-Markierung konnte zudem eine schnell einsetzende Metabolisierung sowie Verlagerung der SA
in unbehandelte Pflanzenteile nachgewiesen werden (Metraux et al., 1990). SA-Akkumulation
scheint somit neben dem Zelltod ein weiteres entscheidendes Element auf dem Weg der SAR-

Auslésung zu sein (Klessig et al., 1998).
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Meuwly et al. (1995) charakterisierten den SA-Syntheseweg mittels Markierungsexperimenten und
Versuchen an Gurkenpflanzen, welche mit TNV und P. lachrymans infiziert waren. Die Synthese
der SA erfolgt ausgehend von Phenylalanin, welches aus dem Shikimat-Phenylpropanoid-
Stoffwechselweg stammt. Phenylalanin wird durch das Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase
(PAL) zu trans-Zimtsdure umgewandelt. Nach Umsetzung der Zimtsaure in Benzoesaure, der un-
mittelbaren SA-Vorstufe, entsteht unter Beteiligung der Benzoesaure-2-Hydroxylase schlieflich
freie SA. Es wird vermutet, dass diese freie SA Signalfunktion bei der Ausldsung der SAR besitzt
(Malamy und Klessig, 1992). Neben dieser freien Sdure kann im Gewebe ein groer Anteil der SA
als SA-Glucosid an Zucker gebunden vorliegen. So konnten Meuwly et al. (unverdffentlicht) nach
Inkubation von Blattextrakten mit B-Glucosidase zusatzlich ca. 80 % mehr SA im Gewebe detektie-
ren, was auf das Vorhandensein eines O-Glucosids in Gurkenpflanzen hindeutet. Das Vorliegen
grolker Mengen glucosilierter SA wurde auch bei Tabak nachgewiesen (Enyedi et al., 1992;
Malamy et al., 1992; Enyedi und Raskin, 1993; Hennig et al., 1993a und b). Diese glucosidisch
gebundene SA liegt somit in einer physiologisch inaktiven Form vor und dient wahrscheinlich der
Regulation des endogenen SA-Levels. Gebundene SA wird von Klessig und Malamy (1994) als

eine SA-Speicherform angesehen, aus der bei Bedarf wieder freie SA gebildet werden kann.

Shulaev et al. (1995 und 1997) konnten zeigen, dass neben der SA auch das Methylsalizylat
(MeSA) als volatiler Signalstoff fur die SAR bei Tabak von Bedeutung ist, welcher nach Inokulation
mit TMV aus SA gebildet und in die Atmosphare abgegeben wurde. Als volatile Komponente kann
es die SAR-Auspragung sowie Expression von Abwehrgenen in benachbarten Pflanzen und in
unbehandelten Teilen der lokal infizierten Pflanze anregen (Shulaev et al.,, 1997; Seskar et al.,
1997).

Die allgemein wichtige Rolle der SA bei der pflanzlichen Pathogenabwehr wurde von Mauch-Mani
und Slusarenko (1996) auch bei genetisch determinierter Resistenz belegt. So waren transgene
Arabidopsis-Pflanzen mit gehemmter PAL-Aktivitdt gegenuber avirulenten Pathogenen, die von
diesem Pflanzengenotyp normalerweise effektiv abgewehrt werden kénnen, anfallig. Nach exoge-

ner SA-Applikation konnte der resistente Phanotyp wiederhergestellt werden.

Bei einer ganzen Reihe von Untersuchungen wurde eine enge Korrelation zwischen der Akkumu-
lation von SA sowie der SAR-Auslésung bei verschiedenen Pflanzenarten beschrieben (Malamy et
al., 1990; Metraux et al., 1990; Rasmussen et al., 1991, Yalpani et al., 1991 und 1993a und b;
Meuwly und Metraux, 1993; Uknes et al., 1993; Meuwly et al., 1994; Mdlders et al., 1995). Ein ent-
scheidender Fortschritt wurde jedoch durch den Einsatz von transgenen Planzen (Arabidopsis,
Tabak) erzielt, die das bakterielle nahG-Gen aus Pseudomonas putida konstitutiv exprimierten.
Diese Gen kodiert flr Salizylathydroxylase, welches die entstehende SA direkt zu Catechol um-

wandelt. Solche Pflanzen kbnnen demnach keine nennenswerten SA-Gehalte nach Infektion mit
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nekrotisierenden Pathogenen akkumulieren. Es zeigte sich, dass bei solchen Pflanzen mit bioti-
schen Induktoren keine SA mehr hervorgerufen werden kann (Gaffney et al., 1993; Bi et al., 1995;
Lawton et al., 1995; Friedrich et al., 1996).

Diese enge Korrelation zwischen SA-Akkumulation und Resistenz kann jedoch nicht als ein ein-
deutiger Beweis dafiir gewertet werden, dass es sich bei SA um das translozierte primare Signal
handelt. Einige Arbeiten deuten darauf hin, dass SA nicht das unmittelbare Signal fur die Auslo-
sung von SAR ist. So konnten Rasmussen et al. (1991) bei Gurkenpflanzen nach biotischer Induk-
tion mit P. syringae pv. syringae SAR auslésen, obwohl das infizierte Blatt bereits 6 h nach der
Inokulation entfernt wurde und bis zu diesem Zeitpunkt keine nachweisbare SA-Akkumulation im
Phloemsaft festzustellen war. Bei Pfropfungsversuchen an Tabakpflanzen konnten Vernooij et al.
(1994) zeigen, dass es nach TMV-Inokulation von NahG-Unterlagen, die zur SA-Akkumulation
nicht befahigt sind, zur SAR-Auspragung in aufgepfropften Wildtyp-Reisern kommt. Aufgrund die-
ser Daten wurde postuliert, dass SA zwar notwendig flr die SAR-Ausldsung ist, jedoch nicht das
primare Signalmolekil darstellt (Vernooij et al., 1994; Willits und Ryals, 1998). Diese Annahme

wird momentan sehr kontrovers diskutiert (Draper, 1997; van Camp et al., 1998).

Der Wirkungsmechanismus bzw. die Funktion der Salizylsdure im Prozess der SAR-Auslésung
und Weiterleitung ist bis heute trotz zahlreicher Forschungsergebnisse noch nicht eindeutig aufge-
klart. Aufgrund der umfangreichen Forschungsarbeiten soll an dieser Stelle nur auf einige ausge-

wahlte mdgliche Mechanismen eingegangen werden.

SA sowie H,O, werden regulative Funktionen bei der Auspragung von Krankheitsresistenz zuge-
schrieben (Wu et al., 1995, Hammond-Kosack und Jones, 1996). Yalpani et al. (1991) zeigten,
dass eine SA-Applikation ebenso wie TMV-Inokulation die Bildung von Abwehrproteinen bei Tabak
induziert. Ein Ansatz zum Verstdndnis des moglichen Wirkmechanismus der SA wurde von der
Arbeitsgruppe von Klessig aufgestellt (Chen et al., 1993; Conrath et al., 1995). Sie konnte zeigen,
dass SA die Katalase sowohl in-vitro als auch in-vivo binden und hemmen kann, wodurch es zum
verminderten Abbau von H,O, kommt. Der daraus resultierende Anstieg der H,O,-Gehalte kdnnte
am oxidativen burst sowie an hypersensitiven Reaktionen beteiligt sein, so dass H,0, als sog.
second messenger wirksam ware. Andere Gruppen zeigten jedoch, dass die SA die Katalase nicht
hemmt (Tenhaken und Rubel, 1997).

Durner und Klessig (1996) vermuten, dass die oxidierte Form der SA als SA-Radikal maf3geblich

an der Lipidperoxidation beteiligt ist.
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Shirasu et al. (1997) konnten bei Suspensionszellen von Soja nachweisen, dass SA die HR ver-
starkt und mafRgeblich an der Bildung von ROS beteiligt ist. Petersilienzellen, die durch SA-Gaben
vorkonditioniert wurden, steigerten nach anschliellender Elicitorgabe die Expression von SAR-
Genen (Kauss et al., 1992) sowie die Bildung von H,O, (Kauss und Jeblick, 1995).

An Arabidopsis als Modellpflanze wurden von der Gruppe von J. Ryals (Novartis, USA) zahlreiche
Experimente zur Erforschung der Signalprozesse sowie der Funktion von SA bei der Auslésung
von SAR durchgefiihrt (Uknes et al., 1992 und 1993; Ryals et al., 1996). Kessmann et al. (1996)
haben unterschiedliche Arabidopsis-Mutanten erstellt, deren Eigenschaften sich zur Aufklarung
von Prozessen innerhalb der Signalkette der SAR-Auslésung eignen. Die sog. cim-Mutante
(constitutive immunity) exprimierte im nichtinduzierten Zustand im hohen Ausmalf} typische SAR-
Genprodukte (PR-1) und wies erhdhte SA-Gehalte sowie Resistenz gegenuber Pathogenen auf.
Sog. Isd-Mutanten (lesion simulating disease) zeigen ebenfalls gesteigerte Aktivitdten bezlglich
PR1-Expression und Resistenz, wobei zusatzlich spontan nekrotische Lasionen auftreten. Pflan-
zen mit der Bezeichnung nim (non-inducible immunity) kénnen nicht durch Induktoren wie 2,6-
Dichlorisonikotinsaure (INA) induziert werden. Diese Mutanten sowie Pflanzen mit dem nahG-Gen
wurden zur Aufklarung der Signalprozesse der SAR benutzt. Es konnte gezeigt werden, dass
synthetische Induktoren wie z. B. INA und BTH innerhalb des gleichen Signalwegs zur Auslosung
von SAR wirken, der nach biotischer Induktion tUber die Akkumulation von SA zur SAR fihrt. Diese
Induktoren setzen jedoch spater in dieser Signalkette ein (Abb. 2). Ferner wurde gezeigt, dass
Jasmonat und Ethylen als endogene Signalmolekiile fir die Signaltransduktion im Rahmen der

SAR nicht notwendig sind.

Ebenfalls anhand von Arabidopsis-Mutanten konnte gezeigt werden, dass konstitutiv hohe SA-
Gehalte zu erhohter Resistenz fuhren (Dangl et al., 1996; Ryals et al., 1996). Arabidopsis-Mutan-
ten (npr1: non-expresser of pr genes; sai1: salicylic acid insensitive; nim: non inducible immunity)
kénnen nicht durch SA zur SAR gebracht werden, exprimieren keine PR-Gene, sind anfallig ge-
genuber avirulenten Pathogenen und kénnen weder durch SA noch synthetische Induktoren (z. B.
BTH und INA) induziert werden (Delaney et al., 1995; Cao et al., 1997; Shah et al., 1997). Deshalb
wird vermutet, dass SA, BTH und INA Uber denselben Signaltransduktionsweg wirken, der zur
Ausbildung von SAR fiihrt.

Greenberg (1997) vermutet zwei wesentliche Funktionen der SA. Erstens konditioniert sie die Akti-
vierung des Zelltods, zweitens reguliert sie dessen Ausmald. Arabidopsis-Mutanten (Isd), welche
spontan Lasionen (Zelltod) entwickeln und hohe SA-Gehalte aufweisen, zeigten bei reduzierten

SA-Gehalten ein deutlich geringeres Auftreten von Zelltodsymptomen (Weymann et al., 1995).
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1.5 Abwehrmechanismen im Rahmen systemisch aktivierter Resistenz

1.5.1 Strukturelle Abwehrmechanismen

Eine wesentliche Bedeutung im Rahmen pflanzlicher Abwehrprozesse kommt strukturellen Barrie-
ren zu, welche die Penetration von Pathogenen erschweren oder verhindern. So wurden nach bio-
tischer Induktion von Gurkenpflanzen durch Inokulation mit C. lagenarium Zellwandverstarkungen
durch Lignifizierung, Papillenbildung, Silikateinlagerungen sowie die Akkumulation zellwandver-
starkender Glycoproteine beschrieben (Hammerschmidt und Kuc, 1982; Kovats et al., 1991; Stein
et al., 1993). Durch die Ausbildung dieser Barrieren war im resistenten Gewebe die Anzahl erfolg-
reicher Pilzpenetrationen stark reduziert, ohne dass die Sporenkeimung und die Appressorien-
bildung beeinflusst waren (Richmond et al., 1979; Hammerschmidt und Kuc, 1982; Stumm und
Gessler, 1986; Dean und Kuc, 1987a; Xuei et al., 1988; Kovats et al., 1991).

Die Lignifizierung ist ein zentraler Abwehrmechanismus im Rahmen der Abwehrprozesse der SAR
(Vance et al., 1980; Hammerschmidt und Kuc, 1982; Dean und Kuc, 1987a). Als Bausteine der
Ligninbiosynthese treten Derivate der Zimtsaure in Erscheinung, die durch apoplastische Peroxi-
dasen und H,O, zu einem dreidimensionalen Netz verknipft werden (GroB3, 1977; Vance et al.,
1980). Der Einbau von Lignin-artigen Phenolen bewirkt eine Verstarkung der Zellwande vor allem
im Bereich potentieller Penetrationsstellen. Zudem konnte in biotisch induzierten Gurkenpflanzen
eine schneller ablaufende Lignifizierung als bei Kontrollpflanzen beobachtet werden (Dean und
Kuc, 1987a), die mit gesteigerten Peroxidase-Aktivitaten einherging (Smith und Hammerschmidt,
1988).

Ein weiterer wichtiger Mechanismus zur Verhinderung der Penetration pathogener Pilze stellt die
Bildung von Papillen dar (Aist, 1976; Aist und Bushnell, 1991). Bei Gurken- und Kartoffelpflanzen
mit ausgepragter SAR konnte eine schnelle Bildung von Papillen im Bereich von Penetrations-
stellen beobachtet werden, die von entsprechenden pilzlichen Erregern nur selten durchbrochen
wurden (Stumm und Gessler, 1986; Kovats et al., 1991; Strdmberg und Brishammar, 1993).
Hauptbestandteil von Papillen ist Callose, ein von dem Enzym Callose-Synthase synthetisiertes
Polymer aus B-1,3-Glucosemolekiilen mit einigen 1,5-Verknlpfungen (Kauss, 1989). Gesteigerte
Aktivitaten der plasmamembrangebundenen Callose-Synthase wurden von Schmele und Kauss
(1990) nach biotischer Induktion mit TNV lokal und systemisch in Gurkenpflanzen nachgewiesen.
Auch bei monokotylen Pflanzenarten wie Weizen und Gerste stellt die Papillenbildung einen
zentralen Abwehrmechanismus bei induzierten Pflanzen dar (Kogel et al., 1995; Goérlach et al.,
1996).
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Weitere proteinogene Abwehrkomponenten im Zellwandbereich sind hydroxyprolinreiche Gly-
koproteine, die als Bausteine struktureller Barrieren gegenuber Pathogenen beteiligt sein kdnnen

(Hammerschmidt et al., 1984; Esquerre-Tugaye et al., 1985; Stermer und Hammerschmidt, 1987).

1.5.2 Biochemische Abwehrmechanismen

Neben den strukturellen Abwehrmechanismen wurden im Rahmen der Auspragung von SAR zu-
satzlich zahlreiche biochemische Abwehrkomponenten beschrieben, von denen abwehrassoziierte

Proteine und antimikrobielle Verbindungen die grofite Bedeutung besitzen.

Bereits in den siebziger Jahren beschrieben van Loon und van Kamen (1970) sowie Gianinazzi et
al. (1970) nach Inokulation von Tabak mit verschiedenen Viren das Auftreten einer Reihe saurer,
extrazellularer Proteine. Van Loon und Antoniw (1982) gelang es spater, die Korrelation zwischen
der Resistenzauspragung und dem Auftreten dieser sog. PR-Proteine (pathogenesis related
proteins) zu untermauern. Van Loon et al. (1994) definieren PR-Proteine allgemein als ,pflanzliche
Proteine, welche nach einem Pathogenbefall oder vergleichbaren Situationen wie z. B. Nemato-
denbefall, Insektenfrald, Behandlung mit Chemikalien sowie diversen Stressbehandlungen akku-
mulieren®. Charakteristisch fiir diese Proteine isti. d. R. ein relativ niedriges Molekulargewicht, eine
hohe Stabilitat, die Ldslichkeit bei niedrigem pH-Wert sowie Resistenz gegeniiber proteolytischen
Enzymen (van Loon et al., 1994). Lokalisiert sind die basischen Isoformen der PR-Proteine in der
Vakuole, wahrend die sauren Isoformen vorwiegend im Apoplasten zu finden sind (van Loon
1985). Die Einteilung von PR-Proteinen erfolgt nach van Loon und van Strien (1999) in 14 Familien
(Tab. 1).

Tab. 1: Einteilung der PR-Proteine (nach van Loon und van Strien, 1999):

Familie typischer Vertreter Eigenschaften
PR-1 Tabak PR-1a unbekannt
PR-2 Tabak PR-2 -1,3-Glucanase
PR-3 Tabak P, Q Chitinase Typ I, I, IV, V, VI, VII
PR-4 Tabak 'R’ Chitinase Typ I, Il
PR-5 Tabak S Thaumatin-ahnlich
PR-6 Tomate Inhibitor | Proteinaseinhibitor
PR-7 Tomate Pgg Endoproteinase
PR-8 Gurke Chitinase Chitinase Typ llI
PR-9 Tabak "Lignin-bildende Peroxidase’ Peroxidase
PR-10 Petersilie "PR-1" "Ribonuclease-ahnlich”
PR-11 Tabak Klasse 5 Chitinase Chitinase Typ |
PR-12 Radies Rs-AAFP3 Defensin

PR-13 Arabidopsis THI.2.1 Thionin

PR-14 Gerste LTP4 Lipidtransferprotein
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PR-Proteine wurden zwischenzeitlich in vielen mono- und dikotylen Kulturpflanzen nach Patho-
genbefall in den befallenen als auch in den unbehandelten Blattern nachgewiesen (van Loon und
van Kamen, 1970; Fraser, 1987; Bol et al., 1990; Stintzi et al., 1993; Cohen et al., 1994, Kessmann
et al., 1994a; Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997). Die Induktion von PR-Proteinen kann zusatz-
lich durch Einwirkung abiotischer Faktoren, wie bestimmte Umweltbedingungen oder Behandlung
mit Chemikalien erfolgen. Dazu gehdéren UV-Licht, Verwundung, Plasmolyse, Polyacrylsaure,
Auxine, Cytokinine, Schwermetallsalze, Mannitol, Aminosauren, Thiamin, Arachidonsaure, Ozon,
H>0, und osmotischer Stress (van Loon, 1983a; Singh et al:, 1989; Kessmann et al., 1994a; Ryals
et al., 1996). Des weiteren l6sen auch abiotische Resistenzinduktoren die Bildung von PR-Protei-
nen aus (lrving und Kuc, 1990; Ward et al., 1991; Avdiushko et al., 1993b; Schneider und Ullrich,
1994; Siegrist et al., 1997).

Einige PR-Proteine werden als wichtige Marker fir erfolgreiche SAR-Auslésung angesehen
(Kessmann et al., 1994a; Ryals et al., 1996).

Fur einzelne Vertreter aus den Familien PR 1-5 konnten in vitro antimikrobielle Aktivitaten nach-
gewiesen werden (Mauch et al., 1988b; Woloshuk et al., 1991; Liu et al., 1994; Ponstein et al.,
1994; Niderman et al., 1995; Abad et al., 1996; Caruso et al., 1996). Des Weiteren zeigte sich
nach Uberexpression einzelner PR-Proteine erhdhte Pathogenresistenz (Broglie et al., 1991;
Alexander et al., 1993; Bowling et al., 1994). Eine besonders deutliche Akkumulation von Protei-
nen tritt nach SAR-Auslosung in Tabak auf. Die biologische Funktion der in Tabak sehr stark indu-
zierten Proteine aus der PR-1 Gruppe ist bisher noch weitgehend unbekannt, jedoch wurden anti-
fungale Wirkungen gegenuber Oomyceten wie Phytophthora infestans beschrieben (Alexander et
al., 1993).

In Gurkenpflanzen konnten als wichtige PR-Proteine apoplastische Peroxidasen sowie (3-1,3-Glu-
canasen und Chitinasen nachgewiesen werden (Hammerschmidt et al., 1982; Metraux et al., 1988;
Dalisay und Kuc, 1995; Ji und Kuc, 1995; Strobel et al., 1996). Die in Gurke auftretende sog.
Klasse 3-Chitinase wird in die PR-Familie 8 eingeordnet (Boller und Metraux, 1988; van Loon und
van Strien, 1999). Sie stellt das am starksten induzierte PR-Protein bei Gurkenpflanzen dar, deren
Aktivitatssteigerung sowohl in den inokulierten als auch unbehandelten distalen Blattern nach
Inokulation mit C. lagenarium, Pseudomonas syringae pv. lachrymans sowie TNV nachgewiesen
werden konnte (Metraux und Boller, 1986; Metraux et al., 1988; Metraux et al., 1989; Dalisay und
Kuc, 1995). Chitinase-Aktivitat lie® sich auch durch abiotische Induktoren steigern (Zhang und
Punja, 1994). Daneben ist in Gurke vor allem Peroxidaseaktivierung vielfach beschrieben.
Anstiege der Peroxidase-Aktivitdten konnten nach lokaler Inokulation der unteren Blatter mit Pseu-
domonas syringae pv. syringae (Hammerschmidt et al., 1982) sowie C. lagenarium (Smith und

Hammerschmidt, 1988) in hoher inserierten Gurkenblattern nachgewiesen werden.
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Neben den PR-Proteinen spielen weitere Proteine im Rahmen der Pathogenabwehr eine wichtige
Rolle. So haben Lipoxygenasen (LOX), neben ihrer allgemeinen regulatorischen Funktion inner-
halb der pflanzlichen Wachstums- und Entwicklungsphysiologie, auch eine Bedeutung im Abwehr-
prozess (Slusarenko et al., 1993; Avdiushko et al., 1993a). Sie sind mafRgeblich an der Initiierung
der hypersensitiven Reaktion (HR) beteiligt, so dass der Anstieg der LOX-Aktivitat als ein frih ein-
setzendes Ereignis im Vorfeld einer HR, z. B. bei inkompatiblen Interaktionen von Pflanzen und
Bakterien, beobachtet wird (Croft et al., 1990; Goodman und Novacky, 1994). Bei der SAR-AusI6-
sung in Gurkenpflanzen durch Applikation von Resistenzinduktoren wie Salizylsdure bzw. 2,6-
Dichlorisonikotinsaure konnte zudem die Bildung einer neuen LOX-Isoform nachgewiesen werden
(Feussner et al., 1997).

Polyphenoloxidasen (PPO) oxidieren phenolische Hydroxyverbindungen zu cytotoxischen Deriva-
ten (Goodman et al., 1986). Gesteigerte PPO-Aktivitaten nach Pathogenbefall wurden von Hall et
al. (1969) nachgewiesen und ihre Beteiligung an der Ausbildung systemischer Resistenz demonst-

riert (Bryngelsson und Collinge, 1992).

Als weitere Gruppe biochemischer Abwehrfaktoren im Rahmen der induzierten Resistenz sind
wachstumshemmende, antimikrobielle Verbindungen insbesondere gegenuber Bakterien und Pil-
zen von Bedeutung. Diese als Phytoalexine bezeichneten Substanzen sind niedermolekulare Ver-
bindungen des Sekundarstoffwechsels, die in bestimmten Pflanzenfamilien nach Pathogenbefall
akkumulieren und eine breite antibiotische Wirkung aufweisen (Paxton, 1981; Sequeira, 1983).
Obwohl das Auftreten von Phytoalexinen bei zahlreichen Pflanzenarten beschrieben worden ist
(Kuc, 1995), gelang es erst kurzlich bei Gurkenpflanzen diese Sekundarstoffe als bedeutende
Faktoren im Rahmen der induzierten Resistenz zu identifizieren (Daayf et al., 1997). Nach Appli-
kation von Milsana®, einem Extrakt aus dem Sachalin-Knéterich Reynoutria sachalinensis, und
anschlielender Inokulation mit Sphaerotheca fuliginea konnte p-Cumarsauremethylester als ein
Sekundarstoff mit antifungalen Eigenschaften isoliert und identifiziert werden. Diese Arbeitsgruppe
konnte insgesamt acht phenolische Phytoalexine mit antifungaler Wirkung aus Milsana®-behan-
delten Gurkenblattern isolieren (Daayf et al., 1995 und 1997).
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1.5.3 Hypersensitive Reaktion

Die hypersensitive Reaktion ist nicht nur hinsichtlich der Induktion von Signalprozessen zur Auslo-
sung von SAR von Bedeutung (1.2.2), sondern stellt auch einen zentralen Abwehrmechanismus
bei induziert resistenten Pflanzen dar. Bei biotisch induzierten Pflanzen setzt die HR fruher und
schneller als bei den Kontrollen ein und vermindert somit die Anzahl der erfolgreichen Penetrati-
onsstellen (Heath, 1980). Nach chemischer SAR-Induktion konnte eine hohere Intensitat der Aus-
bildung hypersensitiv reagierender Zellen u. a. in den Wirt-Pathogensystemen Tomate/
Phytophthora infestans und Gerste/Erysiphe graminis (Jeun et al., 2000) sowie Tomate/Oidium
lycopersicum (Stierl et al., 1997) festgestellt werden. Die auch in diesem Zusammenhang disku-
tierten ROS, insbesondere H,O,, konnen auch zahlreiche weitere Funktionen als Abwehrmecha-
nismen haben. So zeigten Peng und Kuc (1992), dass mikromolare Konzentrationen von H,0, die
Sporenkeimung verschiedener Pathogene hemmen konnten. Wu et al. (1985) konnten mit 0,1 mM
H,O, die vollstandige Wachstumshemmung bei Kulturen von Erwinia carotovora ssp. carotovora

sowie eine Hemmung des Wachstums von P. infestans von Uber 95 % beobachten.

1.6 Chemische bzw. abiotische Resistenzinduktoren

Neben den vielfaltigen biotischen Induktoren systemischer Krankheitsresistenz sind zahlreiche
chemische bzw. abiotische Verbindungen beschrieben worden, die SAR auszulésen vermogen
(Kessmann et al., 1994a; Yamaguchi, 1998). Diese lassen sich in Anlehnung an Sticher et al.
(1997) unterteilen in:

* natirlich vorkommende organische Verbindungen z. B. mehrfach ungesattigte Fettsduren
(Arachidon-, Linolen-, Linolsaure, etc.), komplexe Kohlenhydrate, Aminosauren, Oxalat,
Salizylsaure und Jasmonsaure sowie deren Derivate

* Pflanzen-, Kompostextrakte z. B. Hefeextrakte, mikrobielle Metaboliten, Reynoutria-Extrakt

» anorganische Verbindungen z. B. Phosphate, Silikate, Schwermetallsalze, Ozon

» synthetische Verbindungen z. B. fungizide bzw. herbizide Wirkstoffe (z. B. Propenazole,
Ferimzone, Fosetyl-Aluminium, Metalaxyl, Acifluorfen, Paraquat), Pflanzenaktivatoren (z. B.
BTH, INA, DL-3-Aminobuttersaure), Saccharin

Obwohl eine ganze Reihe von Resistenz-induzierenden Agenzien beschrieben und zumindest flr
einige die Einsatzmoglichkeiten in der landwirtschaftlichen Praxis diskutiert wurde, erfillen nur
wenige dieser Substanzen (BTH, INA und SA) die von Kessmann et al. (1994a) geforderten Krite-

rien flr chemische Resistenzinduktoren (Metraux et al., 1991; Friedrich et al., 1996; Gorlach et al.,
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1996; Lawton et al., 1996). Im Rahmen dieser Literaturtbersicht soll im Detail nur auf die in dieser

Arbeit eingesetzten Agenzien naher eingegangen werden.

Die prooxidativen herbiziden Wirkstoffe Paraquat und Acifluorfen fihrten zur Bildung von ROS
(Barna et al., 1993; Strobel und Kuc, 1995), wobei nach Paraquatbehandlung insbesondere
Hydroxylradikale (OH*) (Babbs et al., 1989) nachgewiesen wurden. Aciflourfen steigert die Phyto-
alexingehalte sowie Stressmetabolite bei zahlreichen Kulturpflanzenarten wie Spinat, Soja, Erbse
und Baumwolle (Kédmives und Casida, 1996). Zudem wurden PAL-Aktivitat und Lipidperoxidation
gesteigert. Beide Wirkstoffe sind zudem als SAR-Aktivatoren in Tabak und Gurke beschrieben
(Strobel und Kuc, 1995).

Agenzien, die nekrotische Reaktionen nach der Behandlung hervorrufen, wurden ebenfalls in die
Untersuchungen einbezogen, um ihre Wirksamkeit mit der von Phosphaten zu vergleichen und um
mogliche Ubereinstimmungen beziiglich der physiologischen Reaktionen im Prozess der SAR-
Auslésung zu untersuchen. Eingesetzt wurden Stoffe, welche bei Gurkenpflanzen Nekrosen auslo-
sen und SAR induzieren, darunter organische Sauren wie Galacturonsaure (Fought und Kuc;
1996) und Schwermetallsalze wie CuSO, (Conti et al., 1994; Reuveni et al., 1997).

Milsana® kann nach Herger et al. (1988) vor allem SAR gegeniiber Echten Mehltaupilzen auslé-
sen. Eingehender beschrieben wurde die Wirksamkeit gegenlber E. graminis unter Feldbedingun-
gen (Haber, 1993) sowie bei Gurken gegeniber Sphaerotheca fuliginea (Schneider und Ulrich,
1994).

Der am besten untersuchte Resistenzinduktor ist BTH (Benzo-[1,2,3]-thiadiazol-[7]-thiocarbon-
saure-S-methylester), der aktive Wirkstoff des ersten kommerziellen Pflanzenaktivators Bion®, der
deshalb in der vorliegenden Arbeit als positive Kontrolle mitgefiihrt wurde. BTH ist in der Lage, bei
zahlreichen Pflanzenarten SAR gegenuber einem breitem Spektrum viraler, bakterieller sowie pilz-
licher Krankheitserreger zu induzieren (Friedrich et al., 1996, Gérlach et al., 1996; Oostendorp et
al., 1996; Ruess et al., 1996; Siegrist et al., 1997; Benhamou und Belanger, 1998; Morris et al.,
1998). Zudem erfiillt BTH als Pflanzenaktivator die von Kessmann et al. (1994a) postulierten Krite-
rien fur einen chemischen Resistenzinduktor: Die Verbindung induziert ein identisches Wirkungs-
spektrum gegenuber Pathogenen wie ein biotischer Induktor und aktiviert dieselben biochemi-
schen Schutzmechanismen (Friedrich et al., 1996, Gorlach et al., 1996; Kessmann et al., 1996;
Lawton et al., 1996). Zudem ist eine sog. Aktivierungszeit zwischen dem Applikationszeitpunkt und
der einsetzenden Wirkung notwendig und es bestehen keine direkten Wirkungen auf Pathogene
(Friedrich et al., 1996). In Studien mit nahG-Pflanzen konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass
BTH den Signalweg der SAR unabhangig von endogener SA induziert (Delaney et al., 1994; Fried-

rich et al., 1996; Lawton et al., 1996). Ausgehend von diesem Befund lasst sich der Eingriff von
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BTH - wie im folgenden Schema vereinfacht dargestellt - in die Signalwege der SAR einordnen
(Abb. 2).

synthetische
Pflanzenaktivatoren
z.B. BTH

Zelltod-auslosende

Mikroorganismen --
und Viren —» ROS ™ |ZELLTOD|— SALIZYLSAURE—» —» SAR

z.B. TNV

Abb. 2: Vereinfachtes Schema der Signalwege der systemisch aktivierten Resistenz
TNV: Tabaknekrosevirus; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies; BTH: Benzo-[1,2,3]-thiadiazol-[7]-thiocarbonsaure-S-
methylester, Bion®; SAR: Systemisch aktivierte Resistenz

Wahrend bei einer biotischen Induktion durch Nekrose- bzw. Zelltod-auslésende Mikroorganismen
und Viren die Auspragung der SAR Uber die die Bildung von ROS (oxidative burst, HR), Auftreten
von Zelltod sowie die Akkumulation von SA verlauft, setzen synthetische Pflanzenaktivatoren wie
BTH spater in dieser Signalkette ein, so dass weder Zelltod noch die Akkumulation von SA zur

Auspragung von SAR notwendig ist (Vernooij et al., 1995; Friedrich et al., 1996).

1.7 Phosphat-induzierte Krankheitsresistenz

Neben synthetischen Aktivatoren wie BTH wurden in den letzten beiden Jahrzehnten weitere abio-
tische Induktoren wie z. B. Phosphate in die Untersuchungen zur Auslésung von SAR einbezogen.
Ende der achtziger Jahre beschrieb die Arbeitsgruppe von J. Kuc erstmalig die Einsatzmdglichkeit
von Phosphaten als Ausléser von SAR in Gurken gegenliber verschiedenen Krankheiten, welche
durch Viren, Bakterien und Pilze hervorgerufen werden (Gottstein und Kuc, 1989; Mucharromah
und Kuc, 1991). Bei diesen Experimenten erwiesen sich insbesondere basische Kalium- und
Natrium-Phosphate wie K3;P0O,4, Ko;HPO,4, NazPO4 sowie Na,HPO, als wirksam. In den folgenden
Jahren wurde die Wirksamkeit von Phosphaten als Ausldser systemischer Krankheitsresistenz in
weiteren Wirt-Pathogen-Interaktionen beschrieben (Tab. 2)
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Tab. 2: Phosphat-induzierte Resistenz in verschiedenen Wirt-Pathogensystemen

Wirt Pathogen Quelle
Ackerbohne Uromyces viciae-fabae Walters und Murray, 1992
Mai Exserohilum turcicum Reuveni et al., 1994a; Reuveni et al., 1996a
ais
Puccinia sorghi Reuveni et al., 1994b; Reuveni et al., 1996a
Weinrebe Uncinula necator Reuveni et al., 1993b
Kartoffel Phytophthora infestans Strémberg und Brishammar, 1991
Erysiphe graminis f. sp. hordei,
Gerste Rhynchosporium secalis, Hermann et al., 1994
Helminthosporium teres
Colletotrichum lagenarium Doubrava et al., 1988; Gottstein und Kuc,
1989; Mucharromah und Kuc, 1991
Cladosporium cucumerinum Gottstein und Kuc, 1989
Dydimella bryoniae Gottstein und Kuc, 1989
Gurke Pseudomonas lachrymans Gottstein und Kuc, 1989
Erwinia tracheiphila Gottstein und Kuc, 1989
Tabaknekrosevirus (TNV) Gottstein und Kuc, 1989
Gurkenmosaikvirus (CMV) Gottstein und Kuc, 1989
Sphaerotheca fuliginea Reuveni et al., 1993a, 1995, 1996b,1997
Paprika Leveillula taurica Reuveni et al., 1998¢c
Reis Pyricularia oryzae Manandhar et al., 1998

Insbesondere sind hierbei die zahlreichen Arbeiten der Gruppe um Reuveni (Universitat Haifa,

Israel) zu erwahnen, welche bei Mais, Gurke und weiteren Kulturpflanzenarten die LAR- sowie

SAR-auslésende Wirkung von Phosphaten gegeniber verschiedenen pilzlichen Blattkrankheiten
untersuchte. So konnten bei Gurkenpflanzen K;HPO,, KH,PO,4, Na,P,05 sowie Naz;PO, (100 mM) -

z. T. erst zwei Stunden vor der Inokulation auf die Blatter appliziert — in den distalen Blattern SAR

gegenuber dem Echten Mehltau mit Wirkungsgraden bis zu 84 % auslosen (Reuveni et al., 1993a
und 1995). Die Wirkung der Phosphat-induzierten SAR war bis zu 25 Tage nach der Induktion
feststellbar und zusatzlich konnten direkte bzw. kurative Effekte beobachtet werden (Reuveni et

al., 1995 und 1996b).
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Die Uberwiegende Anzahl dieser Arbeiten zur Resistenzauslésung durch Phosphate konzentriert
sich jedoch auf die phdnomenologische Beschreibung der Effekte gegentiber den verschiedenen
Pathogenen bzw. Krankheiten. Zur Untersuchung der physiologischen Veranderungen nach der
Induktorbehandlung wurden bisher nur wenige Ansatze verfolgt, so dass kaum Ergebnisse vorlie-
gen. Die lokale und systemische Induktion von Peroxidase (Descalzo et al., 1990; Irving und Kuc,
1990) sowie Chitinase (Irving und Kuc, 1990) ebenso wie die lokale Aktivierung verschiedener
Enzyme wie Peroxidase, Polyphenoloxidase, Lipoxygenase, Chitinase und a-Glucosidase konnten
nachgewiesen werden (Avdiushko et al., 1993b). In Bezug auf den Mechanismus der Phosphat-
wirkung wurde vermutet, dass die Aktivierung der Resistenz als Folge des Salzstresses (Muchar-
romah und Kuc, 1991) bzw. durch die verbesserte Nahrstoffversorgung und gesteigerte Photo-
synthese erfolgen kdnnte (Murray und Walters, 1992). Gottstein und Kuc (1989) nahmen an, dass
Phosphatbehandlungen - dhnlich wie Oxalatbehandlungen (Doubrava et al., 1988) - zu einer Che-
latisierung bzw. Immobilisierung von Ca?*-lonen filhren. Die Ergebnisse von Walters und Murray
(1992) bei Phosphat- und EDTA-behandelten Ackerbohnen scheinen diese Hypothese zu stutzen.

Phosphat-induzierte Resistenz unter Feldbedingungen

In der Literatur findet sich nur eine geringe Anzahl von Arbeiten, welche die Auslésung von SAR
unter Freiland- bzw. Feldbedingungen beschreiben (1.1.1). Demgegenlber steht eine ansehnliche
Zahl an Publikationen, die Ergebnisse aus Experimenten unter Labor- bzw. Gewachshausbedin-
gungen enthalten. Hinsichtlich der Phosphat-induzierten SAR unter Freilandbedingungen konnten
Gottstein und Kuc (1989) eine Uber funf Wochen andauernde Wirksamkeit von K,HPQO, im System
Gurke/C. lagenarium beobachten. In Gewachshausexperimenten sowie Feldversuchen mit Reis
setzten Manandhar et al. (1998) unter anderem K,HPO, zur Bekampfung der sog. rice-blast-
disease, hervorgerufen durch Pyricularia oryzae, ein. Wirkungsgrade bis zu 42 % konnten durch
Phosphatapplikationen in Feldversuchen erreicht werden. Diese waren mit den Wirkungsgraden

von SA-Applikationen vergleichbar und brachten Ertragssteigerungen bis zu 32 %.

Direkte/kurative Wirkung von Phosphaten

Neben der Auslésung von SAR kénnen Phosphatapplikationen Pathogene auch direkt beeinflus-
sen. In Feldversuchen an Nektarinen, Mango und Wein konnten Reuveni und Reuveni (1995) eine
direkte bzw. kurative Wirkung von K,HPO, gegeniiber dem Echtem Mehltau feststellen. Die Wir-
kungsgrade der Phosphat-Applikationen lagen zwar unter denen von spezifischen Mehltau-Fungi-
ziden, doch konnten durch wechselnden Einsatz von Phosphaten und Fungiziden die Aufwand-
mengen der Fungizide bis zu 50 % verringert werden. Auch Pasini et al. (1997) beobachteten nach
Applikation von KH,PO, direkte antifungale Effekte gegenliber dem Echtem Mehltau Sphaerotheca
pannosa an Rosen. Bei Apfeln wurden durch Phosphatbehandlungen (KH,PO4 und KH,PO,4) Wir-
kungsgrade bis zu 50 % gegenuber Podosphaera leucotricha erreicht (Reuveni et al., 1998a). Wei-
tere direkte Effekte von KH,PO, und/oder K;HPO, sind bei Zucchini (Garibaldi et al., 1995), Gurke
(Reuveni et al., 1996b), Nektarine (Reuveni und Reuveni, 1998a) sowie Mango (Reuveni et al.,

1998b) gegenulber Echten Mehltaupilzen beobachtet worden.
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Dungerwirkung von Phosphaten

Neben der Auslésung von SAR haben Blattapplikationen mit Phosphaten positive Einflisse auf
das Pflanzenwachstum, da es sich hierbei auch um eine Blattdingung mit einem Makronahrstoff
handelt. So beeinflusste die Applikation von K;HPO, das Wachstum von Gurkenpflanzen positiv
Uber eine Steigerung der Pflanzenhdhe, der Blattflaiche sowie der Trockenmasse (Reuveni et al.,
1993a und 1996b). Bei Mais stimulierten einmalige Gaben von K,HPO, das Pflanzenwachstum
(Reuveni et al., 1994a). Monokaliumphosphat (MKP) wird als Blattdlnger in Israel kommerziell ver-
trieben (Rotem Amfert Negev Ltd., Israel) und soll bei zahlreichen Kulturpflanzenarten auch einen
Schutz gegenliber Pathogenen bieten (Reuveni et al., 1998b). Im System Gurke/S. fuliginea wurde
es als Bestandteil der Nahrlésung oder Uber das Blatt appliziert als SAR-induzierend beschrieben
(Reuveni et al., 2000). Auch der Einsatz von phosphathaltigen NPK-Blatttdlingern steigerte neben
der Krankheitsresistenz die Qualitdt sowie die Ertrdge von zahlreichen Kulturen (Reuveni und
Reuveni, 1998b).

1.8 Ziele der Arbeit

Da weitergehende und vertiefende Untersuchungen zum Verstandnis der Mechanismen der Phos-
phat-induzierten Resistenz bislang weitgehend fehlen, haben diese Arbeiten zum Ziel, einen Bei-
trag zur Aufklarung der Mechanismen und Reaktionen zu leisten, die nach einer Blattapplikation
von Phosphatverbindungen in Kulturpflanzen ausgelést werden und die zur Auspragung von
Resistenz gegeniber verschiedenen Krankheitserregern filhren. In den Arbeiten sollten vor allem
die durch Phosphatbehandlungen initiierten frihen Prozesse auf biochemischer Ebene untersucht
und mit anderen Formen der Resistenzausldsung, insbesondere der biotischen Induktion durch
Nekrose-auslésende Pathogene sowie der Induktion mittels synthetischer Aktivatoren verglichen
werden. Dabei sollte geklart werden wie und wo Phosphate Elemente der zur SAR-Auslésung fih-
renden Signalkette aktivieren oder mit diesen interagieren. Dazu sollten die in der Literatur be-
schriebenen Systeme genutzt und anhand der bereits vorliegenden umfangreichen Kenntnisse zur
biotischen Induktion versucht werden, Induktionsprinzipien vergleichend zu betrachten. Als we-
sentliche Schwerpunkte waren dazu Untersuchungen zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies,
Auslésung von Zelltod, lokalen und systemischen Akkumulation von Salizylsaure und Aktivierung

von abwehrassoziierten Enzymen vorgesehen.
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2. Material und Methoden
2.1 Pflanzenanzucht

Gurke

Fur Experimente mit Gurkenpflanzen (Cucumis sativus L.) wurde hauptsachlich die Sorte ,Wis-
consin SMR 58" verwendet. Zudem wurden in einigen Versuchen die Sorten ,Delikatess®, ,Chinesi-
sche Schlangen® sowie ,Delila“ eingesetzt. Die Pflanzen wurden in Gefaen (10 - 11 cm Durch-
messer) in einer Mischung aus Fruhstorfer® Einheitserde Typ T (Archut, Lauterbach - Wallenrod)
und Quarzsand (3:1; v/v) ausgesat und im Gewachshaus bei ca. 24 °C Tag- und 18 - 20 °C
Nachttemperatur angezogen. Eine zusatzliche Beleuchtung fiir 16 h taglich wurde durch Hg- bzw.
Metalldampflampen (Philips SONT-Agro 400) gewabhrleistet. Ein Teil der Experimente wurde in
Klimakammern (York, Mannheim) durchgefiihrt, wo die Pflanzen bei Tag-/Nachttemperaturen von
24 °C/18 °C und einer Licht-/Dunkelphase von 16 h/8 h kultiviert wurden. Die Belichtungsintensitat
betrug beim Tagzyklus max. 40000 Lux, wobei jeweils morgens und abends 1 h als Adaptations-
phase mit steigenden bzw. abnehmenden Lichtintensitaten im Programm implementiert war. Die
Dlingung erfolgte 3 - 4 mal pro Woche durch Giel3en mit einer Diingerlésung. Diese bestand aus 3
- 6 ml/l Wuxal Super® (N-P-K: 8-8-6; Aglukon, Diisseldorf) und 1 ml/l Spurennéhrstoff-Diingerl6-
sung Gaby Plus Mikro T® (Gabi-Biochemie, Bad Salzuflen) (Tab. 3).

Tab. 3: Zusammensetzung der Diingerlésungen

Wuxal Super® Gabi Plus Mikro T®
N 8 % Fe 0,5%
P.Os 8 % Cu 0,3%
K20 6 % B 0,15 %
B 0,01 % Mn 0,15 %
Cu 0,007 % Mo 0,15 %
Mn 0,013 % Zn 0,02 %
Mo 0,001 % + geringe Mengen S
Zn 0,005 %

Tabak

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L.) der Sorte Xanthi nc sowie der transgenen Sorte NahG-10,
welche ein fur Salizylathydroxylase kodierendes Gen aus Pseudomonas putida enthalten (Gaffney
et al., 1993), wurden im Gewéachshaus in Humusoil®/Sand (3:1; v/v) (Floragard, Oldenburg) aus-
gesat und nach 2 - 3 Wochen in dasselbe Substrat pikiert. Die Bedingungen im Gewachshaus
bzw. der Klimakammer entsprachen der Anzucht von Gurkenpflanzen. Die Dingung erfolgte 2 mal
pro Woche durch Giessen mit einer Diingerlésung bestehend aus 5 - 10 ml/l Wuxal Super® und 1 -

2 ml/l Spurennéhrstoff-Diingerldsung Gaby Plus Mikro T®.
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Mais

Von den Maispflanzen (Zea mays L.) wurde die Sufimaissorte ,Jubilee® (Sandoz-Seeds, Kleve)
sowie die Hybridsorte ,Helix“ (KWS, Kleinwanzleben) in Gefalken (12 - 20 cm Durchmesser) in
einer Mischung aus Fruhstorfer® Einheitserde Typ T und Quarzsand (3:1; v/v) ausgesat und unter

Gewachshausbedingungen kultiviert. Die Dingung erfolgte wie flr die Tabakpflanzen beschrieben.

Ackerbohne

Ackerbohnen (Vicia faba L.) cv. ,Con Amore“ (Nickerson-Zwaan, Edemissen) wurde in Humu-
soil®/Sand (3:1; v/v) ausgesat und unter den fiir Gurkenpflanzen beschriebenen Bedingungen
kultiviert.

2.2 Wirt-Pathogensysteme

2.2.1 Kultivierung der Pathogene und Infektionsversuche

Gurke/Colletotrichum lagenarium

Der Brennfleckenerreger Colletotrichum orbiculare (Berk. & Mont.) Arx [syn. C. lagenarium (Pass.)
Ellis & Halst.] befallt die Blatter und Friichte von Cucurbitaceen, insbesondere von Wassermelone,
Melone und Gurke. Die Symptome treten auf den befallenen Blattern als sog. Brennflecken hervor
und die Krankheit wird daher auch als Anthraknose bezeichnet. Bereits 96 h nach der Inokulation
treten die ersten Symptome in Form chlorotischer Lasionen in Erscheinung. Diese entwickeln sich
innerhalb von 5 bis 8 Tagen zu dunkelbraunen Nekrosen. Fir die Infektion sind eine hohe Luft-
feuchtigkeit von nahezu 100 % sowie Temperaturen von 22 - 27 °C Uber mindestens 24 h optimal.
Die beiden verwendeten Isolate stammen von der Arbeitsgruppe Kauss, Universitat Kaiserslautern,
bzw. von der BASF AG, Limburgerhof.

Die Kultivierung des Pilzes erfolgte auf Griinen-Bohnen-Agar (GBA) bzw. auf Kartoffel-Dextrose-
Agar (Potato-Dextrose-Agar, PDA). Zur Herstellung des GBA-Mediums wurden je 100 g vorge-
kochte Brechbohnen aus der Dose mehrfach mit deion. Wasser gespilt und anschlieffiend 125 ml
deion. Wasser zugesetzt und die Mischung in einem Mixer homogenisiert. Zu diesem Homogenat
wurde zusatzlich 125 ml deion. Wasser mit 5 g Agar Agar pro 100 g eingesetzter Brechbohnen
zugegeben und bei 121 °C fir 30 - 40 min autoklaviert. Fir das PDA-Medium wurden 400 ml
deion. Wasser mit 2 g Agar Agar und 15,6 g PDA (Fluka, Buchs, Schweiz) gemischt und bei 121
°C fur 20 min autoklaviert. C. lagenarium wurde auf GBA-Medium unter Raumbedingungen bei ca.
22 — 24 °C im Dunkeln und auf PDA-Medium bei 25 °C unter UV-Licht kultiviert.
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Zur Gewinnung der Konidiensuspensionen wurde die Oberflache 10 - 14 Tage alter Kulturen mit
10 - 20 ml deion. Wasser abgeschwemmt und das Gemisch durch mehrere Lagen Mull filtriert.
AnschlieRend wurden jeweils 2 ml der Konidiensuspension in Eppendorf-Reaktionsgefalie pipet-
tiert und 5 min bei 8000 x g und 20 °C zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wurden
die pelletierten Konidien bei 4 °C aufbewahrt und die Sporendichte der Ausgangssuspension
wurde mittels eines Hamozytometers (Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer) unter dem Mikroskop be-
stimmt. Zur Inokulation wurden die pelletierten Konidien mit entsprechenden Volumina deion.
Wasssers resuspendiert und die gewlinschte Konidiendichte erzielt. Die Inokulation von Gurken-

pflanzen erfolgte in Abhangigkeit vom Versuchsansatz als Tropfen- oder Spruhinokulation.

Bei der Tropfeninokulation wurden in Abhangigkeit vom Alter der zu inokulierenden Pflanzen
Sporendichten von 7,5 x 10° bis 2 x 10° Konidien/ml eingesetzt. Die Blatter der Gurkenpflanzen
wurden mit 10 - 30 Tropfen/Blatt (5 - 10 ul pro Tropfen) der Sporensuspension mit einer Eppen-
dorf-Multipette inokuliert und fir mindestens 24 h unter einer folienbespannten, dunklen Haube bei
hoher Luftfeuchtigkeit im Gewachshaus oder Klimakammer inkubiert. Nach der Inkubation in der
feuchten Kammer wurden die Pflanzen unter den bisherigen Bedingungen im Gewachshaus oder
in der Klimakammer kultiviert. Die Bonitur erfolgte nach 7 - 14 Tagen durch Auszahlen der Lasio-

nen und Bestimmung des mittleren Durchmessers einer reprasentativen Anzahl an Lasionen.

Bei der in einigen Versuchen durchgefiihrten Sprihinokulation wurde das gesamte Blatt mit einer
Sporensuspension (1 - 3 x 10° Sporen/ml) mittels einer Spriihpistole (SATA, Kornwestheim)
bespriht und unter den oben beschriebenen Bedingungen inkubiert. Die Bonitur der Symptome
wurde 7 - 14 Tage nach der Inokulation durch visuelles Abschatzen der befallenen Blattflache
durchgeflhrt.

Gurke/Sphaerotheca fuliginea

Der Echte Gurkenmehltau, verursacht durch Sphaerotheca fuliginea (Schlecht.) Pollacci, ist ein
obligat biotropher Ektoparasit. Er vermehrt sich hauptsachlich asexuell Gber Konidien und bildet als
Krankheitssymptom weildliche Kolonien auf den Blattoberseiten, welche bei hohem Infektionsdruck

zusammenflielen und einen dichten weil3en Belag bilden.

Der Mehltau wurde zur Erhaltung auf jungen Gurkenpflanzen kultiviert und im wdchentlichen Ab-
stand auf neue Pflanzen Ubertragen. Dazu wurden Konidien von Mehltau-befallenen Blattern alte-
rer Pflanzen auf unbefallene Pflanzen gestaubt. Die Herstellung einer Konidiensuspension erfolgte
durch Abschwemmen von ca. 10 Tage alten Blattern mit deion. Wasser unter Zusatz von Tween
20° (0,01 %; v/v). Die Einstellung der Sporendichte auf 5 - 25 x 10* Sporen/ml erfolgte mit Hilfe
eines Hamozytometers nach Fuchs-Rosenthal. Zur Inokulation wurden die Blatter durch Spriihen

der Konidiensuspension mit einer Haushaltssprihflasche gleichmafig benetzt.
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Gurke/Pseudoperonospora cubensis

Der Falsche Gurkenmehltau, hervorgerufen durch Pseudoperonospora cubensis (Berk. et Curtis)
Rostovtsev, wurde zur Erhaltung auf Gurkenpflanzen kultiviert und im wochentlichen Abstand auf
neue Pflanzen Ubertragen. Dazu wurden die befallenen Pflanzen Gber Nacht in einer feuchten
Kammer inkubiert und die Sporangien mit deion. Wasser unter Zusatz von Tween 20° (0,01 %;
vliv) abgeschwemmt. Diese Sporangiensuspension wurde mit einer Splhpistole auf
Gurkenpflanzen gespriht und die Pflanzen flr 24 h in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 7 -
10 Tagen konnten von diesen befallenen Pflanzen Inokulum fir die Inokulation von
Versuchspflanzen gewonnen werden. Dabei wurde genauso verfahren wie bei der Vermehrung.
Die Einstellung der Sporendichte auf 2 - 25 x 10° Sporangien/ml erfolgte mit Hilfe eines

Hamozytometers nach Fuchs-Rosenthal.

Tabak/Tabakmosaikvirus (TMV)

Die Uberwiegende Zahl der Experimente an Tabak erfolgte mit der Sorte Xanthi nc, die das
Resistenzgen N enthalt. Dieses ruft nach Befall mit TMV die Ausbildung von Lokallasionen hervor,
wodurch das Virus an einer systemischen Verbreitung und der Auspragung der typischen Mosaik-
symptome gehindert wird. Zur Inokulation von Tabak wurde gereinigtes TMV aus infizierten Blat-
tern von N. tabacum cv. Samsun nn (ohne Resistenzgen) verwendet. Die TMV-Stammldésung mit
6 mg TMV/ml (in H,O mit 50 % Glycerin; v/v) wurde bei -80 °C gelagert und zur Inokulation mit Na-
Phosphat-Puffer (25 mM; pH 7) auf 5 - 20 ug TMV/ml unter Zusatz des Abrasivs Celite (1 mg/ml)
verdunnt. Die Inokulation erfolgte i. d. R. abends im Gewdachshaus, wobei die Suspension des
Inokulums unter standigem Ruhren auf einem Laborruhrgerat gleichmafig mit einem flachen Pin-
sel auf die Oberseiten der Blatter aufgetragen wurde. Die Bonitur erfolgte 7 - 14 Tage nach der
Inokulation nach Sichtbarwerden von nekrotischen TMV-Lokallasionen. Dabei wurden die Anzahl
der TMV-Lokallasionen/Blatt sowie der Durchmesser einer ausreichend groRen Anzahl von

Einzellasionen bestimmt.

Mais/Exserohilum turcicum

Mehrere Feldisolate des Erregers der Northern-Leaf-Blight Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard
et Suggs aus Deutschland, Schweiz, Frankreich, Kenia, Osterreich und Israel wurden von G. Welz
(Institut fur Pflanzenziichtung, Universitat Hohenheim) zur Verfiigung gestellt. Die Kultivierung der
Isolate sowie die Gewinnung von Konidien erfolgte auf modifiziertem Sachs-Medium bzw. auf
Maispflanzen. Modifiziertes Sachs-Medium (Hebert, 1971) setzte sich wie folgt zusammen: 1 g
Ca(NOs3)2 x 4 H,0; 0,196 g KH,PO4; 0,25 g KCI; 0,25 g MgS0O,4 x 7 H,0; 0,85 g CaCOg; eine Mes-
serspitze FeCl; sowie 20 g Agar Agar pro 1000 ml deion. Wasser. Zur Anregung der Sporulation
wurde dem Medium zusatzlich jeweils 5 g Glucose sowie wasserlésliche Starke zugegeben. Das
Medium wurde fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Die Kulturen wurden unter UV-Licht fir 10 Tage

gehalten und zur Gewinnung des Inokulums mit deion. Wasser (0,01 - 0,03 % Tween 20%; v/v)
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abgeschwemmt. Erfolgte die Sporengewinnung vom frischen Pflanzenmaterial, so wurden infizierte
Pflanzen fiir 16 h bei 100 % Luftfeuchte inkubiert und die Sporen von der Blattoberflache mit deion.
Wasser (0,01 - 0,03 % Tween 20®; v/v) abgewaschen. Nach Einstellung der Sporendichte wurden
die Blatter von Maispflanzen durch Spriihen einer Sporensuspension mittels einer Sprihpistole
inokuliert. Die inokulierten Pflanzen wurden fir 24 h bei 100 % Luftfeuchte unter einer folien-
bespannten Haube bei 20 — 25 °C im Dunkeln inkubiert. Die Krankheitssymptome traten 7 - 10
Tage nach der Inokulation als spitz zulaufende, grof3flachige Verbraunungen mit Welkesymptomen
auf den Blattern in Erscheinung. Die befallene Blattflache auf jedem inokulierten Blatt wurde visuell

geschatzt. Hierbei wurde der Neuzuwachs der Blatter an der Blattbasis nicht berlcksichtigt.

Mais/Puccinia maydis

Der obligat biotrophe Erreger des Maisrostes, Puccinia sorghi (Schw.), wurde auf Maispflanzen im
Gewachshaus erhalten. Von infizierten Pflanzen gesammelte Uredosporen konnten bis zu 3
Monate bei 4 °C gelagert und fiir Infektionsversuche verwendet werden. Zur Inokulation der
Versuchspflanzen wurden Sporenuspensionen mit Dichten von 10* - 10° Sporen/ml (in deion.
Wasser mit 0,01 - 0,03 % Tween 20°; v/v; oder 0,5 % Agar Agar; v/v) auf die Blattoberseiten
gespriht und die Pflanzen fir mindestens 12 h in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Bonitur

erfolgte ca. 7 Tage nach der Inokulation durch Abschatzen der befallenen Blattflache.

Ackerbohne/Uromyces viciae-fabae

Ebenfalls wie bei P. sorghi wurde der Erreger des Ackerbohnenrostes, Uromyces viciae-fabae
(Pers.) J. Schrot.,, auf den Wirtspflanzen im Gewachshaus erhalten. Die Gewinnung der
Uredosporen und die Infektionsmethoden entsprechen weitgehend denen, die im System Mais/P.
sorghi beschrieben wurden. Die Bonitur erfolgte nach dem Sichtbarwerden der Symptome ca. 7
Tage nach Inokulation durch Auszahlen der Rostpusteln mit einem Zahlrahmen (4 cm?) an

mehreren Stellen des Blattes.

2.2.2 Quantifizierung des Krankheitsbefalls

Die Symptomauspragung nach der Inokulation mit verschiedenen Pathogenen (P. sorghi, E. turci-
cum, C. lagenarium, S. fuliginea, P. cubensis) erfolgte durch Schatzen der befallenen Blattflache.
Daraus wurde der Wirkungsgrad (WG) der Behandlung nach folgender Formel berechnet (Abbott,
1925):

Wirkunosorad (WG) _ (Befall der Kontrolle — Befall der Behandlung) x 100
oE Befall der Kontrolle
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2.3 In-vitro-Tests mit Colletotrichum lagenarium

Untersuchungen zum Myzelwachstum

Dem Nahrmedium PDA (38 g/l; Difco, Heidelberg) wurden nach dem Autoklavieren bei 121 °C fur
20 min definierte Volumina einer K;HPO4-Stammlésung (1 M) nach Filtration durch einen sterilen
Membranfilter zugegeben, so dass Endkonzentrationen im Bereich von 1 - 100 mM K;HPQO, vorla-
gen. Ein Impfstick von 5 mm Durchmesser wurde mit einem Korkbohrer von einer sporulierenden
Kultur ausgestanzt und mittig auf das Nahrmedium platziert. Die Kulturschalen wurden unter UV-
Licht und bei 25 °C bzw. unter Raumbedingungen aufbewahrt. Die Durchmesser der Kolonien

wurden taglich ermittelt.

Untersuchung der Konidienkeimung

Agar-Medium (20 g Agar Agar/l) wurden nach dem Autoklavieren bei 121 °C fir 20 min definierte
Volumina einer K;HPO4-Stammlésung (1 M) nach Filtration durch einen sterilen Membranfilter
zugegeben, so dass Endkonzentrationen im Bereich von 1 - 100 mM K;HPO, vorlagen. Die Kultur-
schalen wurden entweder mit einer Sporensuspension (2,5 x 10° Sporen/ml) analog zur Spriihino-
kulation ganzer Pflanzen bespriiht, oder 750 pl einer Sporensuspension (5 x 10° Sporen/ml) wur-
den auf das Medium pipettiert und gleichmaRig mit einem Glasspatel verteilt. Nach Inkubation flr
24 h in einer feuchten Kammer (ca. 100 % rel. Luftfeuchtigkeit) im Dunkeln und bei Raumtempe-

ratur wurden die Keimungsraten der Konidien unter dem Mikroskop bestimmt.

2.4 Applikation von Resistenzinduktoren

Die Applikation verschiedener Induktoren sowie weiterer Testsubstanzen erfolgte i. d. R. durch
Besprihen der Blatter mittels einer druckluftbetriebenen Sprihpistole (SATA, Kornwestheim;

Disendurchmesser 0,3 bzw. 0,5 mm; Betriebsdruck ca. 1 bar).

Phosphate

Die eingesetzten Phosphate (1 - 200 mM) wurden in deion. Wasser gelost. Um die Aufnahme-
periode zu verlangern, wurden die Phosphat-behandelten Pflanzen i. d. R. Uber Nacht in einer
feuchten Atmosphare (angefeuchtetes Vlies unter einer mit durchsichtiger Folie bespannten
Haube) im Gewachshaus oder Klimakammer inkubiert. Bei einigen Versuchen wurde auf die Inku-

bation verzichtet, wodurch das Abtrocknen der Pflanzen beschleunigt wurde.
BTH

Benzo-[1,2,3]-thiadiazol-[7]-thiocarbonsaure-S-methylester (BTH; CsHsN.OS,; Molekulargewicht

210,12; Trivialname: Acibenzolar-S-methyl; Handelspraparat: Bion®: Abb. 3) wurde als wasser-
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dispergierbares Granulat (WG 50) von der Firma Novartis (Basel, Schweiz) bezogen. Dieser
synthetische Pflanzenaktivator wurde in den meisten der ausgefiihrten Experimente als Positiv-
kontrolle eingesetzt. Die applizierten Konzentrationen lagen in Abhangigkeit von der Pflanzenart im
Bereich von 0,01 - 0,5 mM.

i
Abb. 3: Strukturformel von Acibenzolar-S-methyl (BTH) C_S_CH3
S
\
//N
N

Tabak-Nekrose-Virus (TNV)

Zur Inokulation von Gurkenpflanzen mit dem biotischen Induktor TNV, welcher nekrotische Lokal-
Iasionen hervorruft, wurde Presssaft von infizierten Gurken- oder Bohnenpflanzen (in 50 mM Na-
Phosphat-Puffer; pH 7) benutzt (Kutzner et al., 1992). Die Inokulation der Gurkenpflanzen erfolgte
durch gleichméaBiges Auftragen des Inokulums mit einem Pinsel auf Celite-bestaubte Blatter. Uber-
schiissiges Inokulum wurde 30 min nach der Inokulation durch Uberbrausen der Blatter mit Was-
ser entfernt. Die notwendige Presssaftverdiinnung wurde im Vorfeld der Versuche jeweils an Gur-

kenpflanzen ausgetestet.

Tabak-Mosaik-Virus (TMV)
Fir die biotische Induktion bzw. Vorinkulation von Tabakpflanzen wurde gereinigtes TMV einge-

setzt und die im System Tabak/TMV beschriebene Inokulationsmethode verwendet (2.2.1)

Weitere Testsubstanzen

Analog zur Testung verschiedener Phosphate wurde eine Reihe von unterschiedlichen Substan-
zen auf ihre Fahigkeit zur Ausldsung von Krankheitsresistenz untersucht. Hierzu gehdrten u.a.
KNO;, KCI, KOH, Paraquat, Acifluorfen, NaCl, CuSO,, H3BO3, Milsana® und Galacturonsaure. Vor
der Sprihapplikation wurden diese Verbindungen in Wasser unter Zusatz von Ethanol (1 %; v/v)
oder Aceton (2 %; v/v) geldst. Nach Bedarf wurden den Lésungen bei einigen Experimenten die
Detergentien Tween 20® bzw. Triton X-100® zugegeben. Herbizide Wirkstoffe wurden z. T. als

Tropfen mit einer Pipette auf die Blattoberseiten appliziert.
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2.5 Probenahme fur biochemische Analysen

Far weiterfUhrende biochemische Untersuchungen der behandelten Pflanzen wurden Blattextrakte

sowie zur Untersuchung des Apoplasten interzellulare Waschflussigkeiten (IWF) gewonnen.

2.5.1 Gewinnung von Gesamtblattextrakten

Von den behandelten Pflanzen wurden fur die nachfolgend aufgeflhrten biochemischen Analysen
Gesamtblattextrakte hergestellt. Die genaue Extraktionsmethode ist jeweils bei den einzelnen
Untersuchungen naher beschrieben. Grundsatzlich wurde frisches bzw. bei -80 °C gelagertes
Blattmaterial unter Zusatz von Seesand (Fluka, Seelze) und flissigem Stickstoff in einem Mérser
zu Pulver zerkleinert. Nach Zugabe entsprechender Pufferldésungen wurde das Blattmaterial
homogenisiert und anschlieRend fiir 10 - 20 min bei 20000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgezogen, nach Bedarf aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.5.2 Gewinnung interzellularer Waschflussigkeiten

Zur Gewinnung interzellularer Waschflissigkeiten (IWF) wurde eine modifizierte Infiltrations- und
Zentrifugationsmethode nach Klement (1965) sowie Rathmell und Sequeira (1974) angewandt.
Abgetrennte Gurkenblatter wurden mit deionisiertem Wasser gewaschen, mit Handtuchpapier ab-
getrocknet und in eine Duran-Schale (23 cm Durchmesser) gelegt, die mit vorgekuhlter Infiltrati-
onslésung (bidestilliertes Wasser oder Pufferldsungen; 4 °C) gefullt war. Die Blatter wurden mit
VA-Stahlnetzen bzw. Teflonnetzen beschwert, um ein Aufschwimmen zu verhindern. Die Schale
wurde auf Eis in einen entsprechend breiten Kunststoffexsikkator gestellt. Nach Anlegen eines
Vakuums (ca. 20 mbar) flr ca. 5 - 15 min wurde der Exsikkator wieder langsam Uber einen Zeit-
raum von 5 min bellftet. Nach Erreichen des atmospharischen Druckes war der Apoplast mit der
Infiltrationslosung geflllt und die Blatter zeigten eine intensive und gleichmafige dunkelgrine
Farbe. Nach sorgfaltigem Abtrocknen mit Handtuchpapier wurden die Blatter vorsichtig gerollt, so
dass die Blattunterseite nach auf3en zeigte und in 50 ml Duran-Zentrifugenglaser gestellt, welche
im unteren Bereich ein an den Rand biindig anliegendes Metallsieb mit Ful® enthielten. Dadurch
konnte eine raumliche Trennung der austretenden IWF vom Blattmaterial sowie eine mdglichst
vollstandige Entleerung des Apoplasten mit der infiltrierten Losung gewahrleistet werden. Die Pro-
ben wurden anschlieflend bei 4 °C fur 20 min bei 1000 x g zentrifugiert. Die IWF sammelte sich
unterhalb des Siebeinsatzes und wurde mit einer Pipette entnommen, nach Bedarf aliquotiert,
unmittelbar in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80 °C gelagert. Zur Uberpriifung der Qua-
litdt der IWF wurde die Aktivitdt von Malatdehydrogenase als Markerenzym fiir cytosolische

Kontaminationen bestimmt (2.6.2).
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2.6 Biochemische Analysen

2.6.1 Bestimmung des Proteingehalts

Die Bestimmung des Proteingehalts der Blattextrakte sowie in den IWF erfolgte photometrisch
nach der Methode von Bradford (1976). Zur Herstellung des Bradford-Reagenz wurden 100 mg
Coomassie-Blue G250 in 50 ml Ethanol gelést und unter Zugabe von 100 ml Hz;PO4 (85 %) mit A.
bidest. auf 1 | aufgeflllt. AnschlieRend wurde die Lésung filtriert und bei Zimmertemperatur gela-
gert. 0,1 ml der entsprechend verdinnten Probe wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt und
nach 5 min mit Hilfe eines Spektrophotometers (LKB Biochrom 4060, Pharmacia, Freiburg) bei 595
nm gegen den Leerwert (0,1 ml H,O statt Probe) gemessen. Zur Quantifizierung wurde eine Eich-

gerade im Bereich von 1 - 10 ug Protein mit Hilfe von Rinderserumalbumin erstellt.

2.6.2 Bestimmung ausgewahlter Enzymaktivitaten

Malatdehydrogenase

Zur Uberprifung der Qualitat der IWF wurde die Aktivitat von Malatdehydrogenase (MDH; L-Malat:
NADP*-Oxidoreduktase; EC 1.1.1.82) als Markerenzym flr cytosolische Kontamination bestimmt
und mit den Aktivitaten von Blattextrakten verglichen. MDH ist ausschlieRlich im Cytosol lokalisiert,

wo sie die Umsetzung von Malat zu Oxalacetat katalysiert.

MDH-Aktivitatstest: 1 ml Gesamtvolumen
0,1 M Na-Phosphatpuffer pH 7,4 960 p — x i
NADH (20 mg/ml in A. dest.) 20 pl

Oxalessigsaure (3,3 mg/ml in A. dest.) 20 pl
Probe X Ml

Die Messung erfolgte bei 365 nm Uber 2 min. Betrug die MDH-AKktivitat in der IWF mehr als 2 %

der Aktivitat des Blattextraktes, so galt die Probe als kontaminiert und wurde verworfen.

Peroxidase

Die Aktivitdt von Peroxidase (POX; Guajacol:H,O, Oxidoreduktase; EC 1.11.1.7) in den Blatt-
extrakten sowie in der IWF wurde photometrisch nach der Methode von Hammerschmidt et al.
(1982) bestimmt. Bei diesem Test verknipfen Peroxidasen mit Hilfe von H,O, das farblose
Guajacol (2-Methoxyphenol) zu einem rotbraunen tetrameren Komplex, dessen Bildung photomet-
risch verfolgt werden kann. IWF und Blattextrakte (1 g Frischgewicht, homogenisiert in 4 ml 0,1 M

Na-Phosphatpuffer; pH 7) wurden auf ihre Peroxidase-Aktivitat untersucht. Der Ansatz bestand
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aus 0,01 M Na-Phosphatpuffer (pH 6) mit 0,1 M H,O, und 0,25 % Guajacol (v/v). Das Volumen der
Probe (2 - 50 pl) wurde mit dem entsprechenden Volumen des Ansatzes bis auf 3 ml Gesamt-
volumen in der Kuvette aufgefullt. Der Extinktionsanstieg wurde fur 2 min bei 470 nm verfolgt. Aus
der Steigung der Extinktionsgeraden wurde die Gesamtaktivitat (AE47o x min™ Gesamtvolumen™)

und die spezifische Aktivitat (AE47o x min™ mg Protein™) berechnet.

Zusatzlich zur photometrischen Aktivitatsmessung wurde die Aktivitat von POX und das Auftreten
von Isoenzymen gelelektrophoretisch nachgewiesen. Fir die native Gelelektrophorese wurde ein
Minigelsystem (Hoefer-Pharmacia, Freiburg) verwendet. Folgende Ldsungen waren zur Gel-

bereitung notwendig:

Probenpufffer (1-fach):

TRIS/HCI-Puffer 1 M; pH 6,8 3,4 ml
Glycerin 5 mi
2-Mercaptoethanol 2,5ml

mit A. dest. auf 50 ml aufgefullt

Trenngel (7,5 %):
Acrylamidstammlésung (30 % T, 0,8 % C Bis) 3 ml

TRIS/HCI-Puffer 0,375 M; pH 8,8 3 ml
Glycerin 1Tml
TEMED 30 pl
A. bidest. 5 ml

Ammoniumperoxodisulfat (APS; 10 %; w/v) 30 ul

Sammelgel (4 %):
Acrylamidstammlésung (30 % T, 0,8 % C Bis) 1 ml

TRIS/HCI-Puffer 0,375 M; pH 6,8 1,5 ml
TEMED 10 ul
A. bidest. 3,5ml

Ammoniumperoxodisulfat (APS; 10 %; w/v) 20 pl

Die einzelnen Bahnen wurden mit je 20 pl Probe beladen. Die IWF wurde zuvor 1:1 mit Proben-
puffer (2-fach konzentriert) gemischt. Die Auftrennung erfolgte zunachst fir 45 min bei 60 V,
anschlielRend fir 1 h bei 200 V. Zum Nachweis von POX-Aktivitat wurden das Gel in eine Losung
aus 50 mg 3-Amino-9-ethyl-carbazol in 10 ml N,N-Dimethylformamid, 200 pl H,O; (30 %; v/v) und
190 ml 0,1 M Na-Acetatpuffer (pH 5) gelegt. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 7 % (v/v)
Essigsaure in 50 % MeOH gestoppt und das Gel unmittelbar danach fotografiert.
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Polyphenoloxidasen

Polyphenoloxidasen (PPO; O-Diphenol:0, Oxidoreduktase; EC 1.10.3.1) sind Cu*-haltige
Enzyme, welche die Oxidation von Phenolen unter Beteiligung von O, katalysieren. Die Bestim-
mung der PPO-Aktivitat erfolgte spektralphotometrisch nach der Methode von Retig und Chet
(1974). Als Proben wurden Blattextrakte (1 g Frischgewicht, homogenisiert in 4 ml 100 mM
TRIS/HCI; pH 7,5) nach Zentrifugation (5 min bei 10000 x g) bzw. IWF nach Infiltration mit A. bi-
dest. eingesetzt. Probenvolumina von 10 - 50 pyl wurden zum Substrat (1 % Catechol; w/v; in A.

bidest.) gegeben und die Reaktion bei 400 nm tber 2 min verfolgt.

2.6.3 Bestimmung endogener Salizylsduregehalte

Salizylsaure (2-Hydroxybenzoesaure, C;HgO3;, Molekulargewicht 138,12; Abb. 4) kann in der
Pflanze als freie Saure oder als inaktive Form glucosidisch an Zucker gebunden (B-Glucosid) vor-
liegen (Hennig et al., 1993a und b; Meuwly et al., 1995). Der Gesamtgehalt an Salizylsaure (SA)
wird somit als Summe der freien Saure (FSA) und der gebundenen SA (SAG) berechnet (Dat et
al., 1998).

COCH
Abb. 4: Strukturformel der Salizylsaure

OH

Probenahme

Blatter von Gurken- bzw. Tabakpflanzen wurden abgetrennt und entweder vollstandig beprobt oder
bei gréfleren Blattern wurde die Mittelrippe erster Ordnung entfernt. Die Blattproben wurden ent-
weder direkt aufgearbeitet oder nach Einwiegen von ca. 1 g Frischgewicht in Polypropylen-

Roéhrchen (14 ml; Greiner, Frickenhausen) bei -80 °C bis zur Aufarbeitung gelagert.

Probenaufbereitung zur Quantifizierung freier Salizylsaure

Fir die Analyse von frei vorliegender SA in Gurkenblattern wurde eine vereinfachte Extraktions-
methode in Anlehnung an Meuwly et al. (1995) entwickelt. Ca. 1 g Frischgewicht wurden mit 0,9 g
Seesand und flissigem Stickstoff in einem Porzellanmdrser zu feinem Pulver zerkleinert.
AnschlieRend wurden 3 - 4 ml Methanol p. A. (90 %; v/v) zugegeben und das Material homogeni-
siert. Das Homogenat wurde in ein Polypropylen-Réhrchen Uberfihrt, der Mérser zweimal mit je-
weils 2 ml MeOH (90 %; v/v) gespult und die Probenréhrchen anschlie®Bend fiur 30 s geschuttelt
(Vortex). Nach einer Zentrifugation (15 min; 4 °C; 20000 x g) wurde der Uberstand vorsichtig ab-
gezogen und in einen Rotationsverdampferkolben (50 ml) Gberfuhrt. Das verbliebene Pellet wurde

mit 2 - 4 ml MeOH (90 %; v/v) resuspendiert, geschuttelt (ca. 30 s) und nochmals wie vorher
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zentrifugiert. Der Uberstand nach der zweiten Zentrifugation wurde zum Uberstand der ersten
Zentrifugation in den Rotationsverdampferkolben gegeben und die methanolische Phase im Rota-
tionsverdampfer auf ca. 1 - 2 ml eingeengt (40 °C, 100 - 200 mbar). Dem verbliebenen wassrigen
Extrakt wurden 50 - 100 pl Trichloressigsaure (TCA; 5 %; w/v) zugegeben und der Kolben an-
schlieRend im Ultraschallbad mehrfach geschwenkt. Diese wassrige Phase wurde in einen Mess-
kolben (5 ml) Uberfihrt und der Rotationsverdampferkolben mit 1 ml MeOH p. A. (100 %) sowie ca.
1 -2 ml A. bidest. nachgespdlt. Der pH-Wert der Probe musste dann mit NaOH bzw. TCA auf 4 - 5
eingestellt werden. Das Probenvolumen im Messkolben wurde mit A. bidest. einheitlich auf 5 ml
aufgeflllt und Aliquots von 1 - 2 ml wurden in Eppendorf-Reaktionsgefalie tberflhrt. Diese Proben
wurden anschlieRend zur Reinigung fir 10 min bei 3000 x g zentrifugiert und der Uberstand
schlief3lich in HPLC-Vials abgefilllt.

Probenaufbereitung zur Quantifizierung des Gesamtgehalts an Salizylsédure

Ein Aliquot von 750 pl aus der Probe zur Bestimmung der freien SA wurde in ein Duran-Kultur-
réhrchen gegeben, mit 250 yl HCI p. A. (32 %,; v/v) versetzt und leicht geschuttelt. Die Gefale
wurden mit teflonbeschichteten Deckeln so abgedeckt, dass der Gasaustausch mit der Atmo-
sphare moglich war, und fir 2 h bei 80 °C im Trockenschrank inkubiert. Nach dem Abklihlen wur-
den 750 - 1000 pyl NaOH (2 M) zur Neutralisation hinzugefligt und der pH-Wert durch tropfenweise
Zugabe von NaHCO; (1 M) auf 4 - 5 eingestellt. Nach Zugabe von 1 ml MeOH p. A. (100 %) wur-
den die Proben in 5 ml Messkolben gegeben und mit A. bidest. aufgefillt. Aliquots von 1 - 2 ml
wurden in HPLC-Vials Uberflhrt.

Quantitative Bestimmung von Salizylsdure mittels Hochdruckflissigkeitschromatografie

Die Bestimmung der SA-Gehalte erfolgte mittels Hochdruckflussigkeitschromatografie (HPLC). Die
HPLC-Anlage zur quantitativen Bestimmung der Salizylsduregehalte bestand aus Probengeber,
Pumpe, Mischer (Pharmacia, Freiburg) sowie einem Fluoreszenz-Detektor (Fluor LC 304, Linear
Instruments, Reno, USA). Zur Auftrennung wurde eine Gromsil®-Saule (120 ODS-3CP; 5 pm;
Grom, Herrenberg) eingesetzt. Die Anregungswellenlange am Fluoreszenzdetektor betrug 304 nm,
die Emissionswellenlange 408 nm. Folgendes Gradientensystem wurde unter wechselnden Fluss-
raten aus den Laufmitteln A (Methanol) und B (Na-Acetat-Puffer 20 mM; pH 4; mit 10 % Methanol,

v/v) verwendet (Tab. 4).
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Tab. 4: Gradientensystem zur Quantifizierung von Salizylséaure
(A: Methanol; B: Na-Acetat-Puffer)

Zeit (min) Flussrate Anteil A (%) Anteil B (%)
(ml/min)
0 0,650 5 95
8 0,650 6 94
8,1 0,750 6 94
16,5 0,750 50 50
25 0,750 100 0
27 0,750 99 1
31 0,750 6 94
31,1 0,650 6 94
35 0,650 5 95

Probenvolumina im Bereich von 10 - 100 ul wurden eingespritzt. Die Identifizierung der Peaks so-
wie die quantitative Auswertung erfolgte durch den Vergleich der Retentionszeiten sowie der
Peakflachen mit definierten Mengen von SA-Standards im Bereich von 5 - 250 ug SA/I mit Hilfe der

computergestitzten Auswertungssoftware Datasystem 450-MT2/DAD (Kontron, Minchen).

2.6.4 Nachweis von Zelltod

Das Auftreten von Zelltod im Gewebe Induktor-behandelter Blatter wurde durch Anwendung modi-
fizierter histochemischer Farbemethoden mit Trypanblau (Keogh et al., 1980) und Evansblau

(Baker und Mock, 1994) nachgewiesen.

Nachweis mit Trypanblau

Mit einem Korkbohrer ausgestanzte Blattscheiben (10 - 15 mm Durchmessser) wurden 2 min in
der Farbelésung (10 ml Milchsaure, 10 ml Glycerin, 10 ml Phenol, 10 ml Wasser, 0,02 g
Trypanblau) gekocht. Die blau gefarbten Blattscheiben wurden tber Nacht in einer Losung (2,5 g
Chloralhydrat/ml deion. Wasser) entfarbt und anschlieRend unter einem Fotomikroskop (Axioskop
2, Zeiss, Gottingen) fotografiert. Blau angefarbte Zellbereiche deuten hierbei auf Zelltodausldsung
hin.

Nachweis mit Evansblau

Blattscheiben (15 - 25 mm Durchmesser) wurden mit einem Korkbohrer vorsichtig aus dem Blatt-
gewebe zwischen den groRen Blattnerven ausgestanzt und in den Zylinder einer Kunststoff-
Injektionsspritze (30 ml) Gberfihrt. Der Ausgang der Spritze wurde von Hand zugehalten und nach
Zugabe von ca. 20 ml Farbstofflésung (0,5 % Evansblau; w/v; in A. bidest.) der Druckkolben vor-
sichtig eingesetzt. Nach Herausdricken der Luft aus der Spritze waren die Blattscheiben vollstan-

dig von der Farbstoffldsung umgeben. Durch Heben des Druckkolbens wurde ein Unterdruck an-
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gelegt und dadurch der Apoplast der Blattscheiben nach vorsichtigem Herablassen des Kolbens
mit dem Farbstoff infiltriert. Diese Prozedur wurde insgesamt bis zu dreimal wiederholt bis die
Blattscheiben vollstéandig mit Farbstoff infiltriert waren. Uberschussiges Evansblau wurde durch
mehrmaliges Spulen mit deion. Wasser entfernt und die Blattscheiben in Schnappdeckelglasern in
deion. Wasser nach vollstandiger Entfernung des Farbstoffs bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Zur

Dokumentation wurden die Blattscheiben auf einem Leuchttisch bei Durchlicht fotografiert.

2.6.5 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies

Der Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) erfolgte histochemisch in Anlehnung an die
Methoden von Schraudner et al. (1998). Dazu wurden spezifische Farbstoffe in den Apoplasten
des Pflanzengewebes infiltriert, die mit typischen Farbreaktionen das Vorhandensein von Super-

oxidanionen (Oy’) und Wasserstoffperoxid (H,O,) anzeigen.

Nachweis von Superoxidanionen

Der Farbstoff Nitroblautetrazolium (NBT) wird durch Oy zu einem dunkelblauen, unlgslichen
Formazankomplex reduziert, welcher einen qualitativen Nachweis sowie die Lokalisation dieses
Radikals erméglicht. Ausgestanzte Blattstiicke (10 - 20 mm Durchmesser) wurden in Analogie zum
Nachweis von Zelltod mit Evansblau mit einer NBT-Losung infiltriert. Diese bestand aus 0,1 % NBT
(w/v) in Na-Phosphatpuffer (50 mM, pH 6,4) sowie 10 mM Natriumazid. Die infiltrierten Blattschei-
ben wurden in Petrischalen fur 30 min dem Tageslicht ausgesetzt und anschlielend mit einer
Entfarbelésung, bestehend aus 0,15 % Trichloressigsaure (w/v) in Ethanol:Aceton (4:1; v/v) modi-
fiziert nach Huckelhoven und Kogel (1998) im Dunkeln entfarbt. Bis zur vollstandigen Entfarbung
des Blattmaterials wurde die Entfarbelésung mehrfach ausgewechselt und die Proben anschlie-
Rend in Ethanol (96 %; v/v) bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

Nachweis von Wasserstoffperoxid

3,3 -Diaminobenzidin 4 HCI (DAB) ist ein spezifischer Farbstoff zum Nachweis von H,0O,, der sich
mit Wasserstoffperoxid unter Beteiligung endogener Peroxidasen zu dunkelroten-rotbraunen un-
I6slichen Komplexen verbindet (Thordal-Christensen et al., 1997). In Analogie zum Nachweis von
O, mittels NBT wurde eine DAB-L6sung (0,1 % DAB; w/v; in 10 mM MES-Puffer; pH 6,5) in die

Blattscheiben infiltriert und diese danach wie fur O, beschrieben weiterbearbeitet.
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2.6.6 Lipidperoxidation

Lipidperoxidation kann durch freie Radikale sowie durch Lipoxygenase (LOX; Linoleat: Sauerstoff
Oxidoreduktase; EC 1.13.11.12) erfolgen (Gutteridge und Halliwell, 1990). Dabei werden mehr-
fach-ungesattigte Fettsduren der Plasmamembran zu Lipidperoxiden umgesetzt (Anderson et al.,
1998). Die hier benutzte Methode zur Quantifizierung der Lipidperoxidation nach oxidativer Scha-
digung der Plasmamembran eignet sich zur Bestimmung des Abbauproduktes Malondialdehyd
(MDA) mit Hilfe der Thiobarbitursaure (TBA) (Rusterucci et al.,1996).

Blattmaterial (1 g Frischgewicht) wurde mit flissigem Stickstoff in einem Mdrser zu feinem Pulver
vermahlen und mit 3 ml TCA (10 % w/v) homogenisiert. Die Probe wurde 20 min bei 20000 x g
zentrifugiert und 750 pl des Uberstands als Aliquot entnommen. Dieses wurde mit 750 ul Thiobar-
bitursaurelésung (0,67 % TBA; w/v; in 10 % TCA; w/v) versetzt und 15 min gekocht. Nach dem
Abkiihlen auf Eis wurden die Proben bei 532 nm sowie 600 nm spektralphotometrisch gegen den
Blindwert (750 ul Wasser statt Probe) vermessen. Die unspezifische Extinktion bei 600 nm wurde
jeweils von dem Messwert bei 532 nm abgezogen. Der Extinktionskoeffizient € fir TBARS (thiobar-
bituric acid related substances) betragt 155 mM”'cm™ (Heath und Packer, 1968), so dass nach
dem Lambert-Beer’'schen Gesetz die TBARS-Konzentrationen anhand folgender Formel berechnet

werden konnten.

E=c*d*€ = ¢c=

d*e

E = Ess-Es00; € = 155 mM™ cm™; ¢ = Konzentration; d = 1 cm (Schichtdicke der Kiivette)
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