4. DISKUSSION

4. Diskussion

4.1 Phosphate als Ausloser induzierter Krankheitsresistenz

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen der durch Phosphate hervorgerufenen systemisch
aktivierten Resistenz (SAR) an verschiedenen Kulturpflanzenarten zu charakterisieren. Basis fur
diese weiterfiihrenden biochemischen Untersuchungen war zunachst die Evaluierung bzw. Etablie-
rung geeigneter biologischer Testsysteme in Form von Wirt-Parasit-Beziehungen, bei denen sich
durch Blattapplikation von Phosphatverbindungen eine eindeutige und reproduzierbare Auslésung
von SAR erzielen lie3. Weitere Experimente lieferten zusatzliche Informationen Uber charakteristi-
sche Merkmalsauspragungen nach der Phosphatbehandlung. Uber diese deskriptiven Untersu-
chungen der Phosphateffekte bezliglich der Resistenzauspragungen hinaus wurden biochemische
Studien an verschiedenen Testsystemen durchgefihrt. In die Arbeiten wurden auch spezifische
Eigenschaften verschiedener Pflanzen (z. B. transgene Tabakpflanzen mit dem nahG-Gen) einbe-
zogen. AbschlieRend wurden verschiedene biotische und chemische Induktoren hinsichtlich der

Auslésung von SAR sowie von biochemischen Reaktionen miteinander verglichen.

4.1.1 Biologische Wirkung von Phosphaten gegeniiber Krankheiten bei Mais und
Ackerbohne

Experimente mit Mais

Die beiden Wirt-Pathogen-Interaktionen Mais/Puccinia sorghi sowie Mais/Exserohilum turcicum
erwiesen sich entgegen den Ergebnissen von Reuveni et al. (1994a und b; 1996a) als ungeeignete
Testsysteme zur Untersuchung der Mechanismen Phosphat-induzierter Resistenz, da durch die
Behandlungen mit K;HPO,4 bzw. weiteren Phosphaten keine ausreichenden Effekte im Sinne einer
SAR ausgelost werden konnten. In der Uberwiegenden Anzahl der durchgefuhrten Experimente
lie® sich auch nach umfangreichen Modifikationen der experimentellen Bedingungen
(Pflanzensorte, Phosphatform, Phosphatkonzentration, Inokulumdichte, Induktionsintervall etc.)
keine lokale bzw. systemische Resistenzauspragung nachweisen. In parallel zu den Induktions-
experimenten durchgeflihrten biochemischen Untersuchungen lieRen sich auch keine Unter-
schiede in den Proteingehalten sowie in den Aktivitdten abwehrassoziierter Enzyme feststellen,
was fir Pflanzen mit induzierter Resistenz charakteristisch ist. Auch die elektrophoretischen
Analysen (SDS-PAGE, native PAGE, Western Blots) zeigten ebenfalls keine Unterschiede in den
Proteinmustern zwischen Phosphat-behandelten Pflanzen und den Kontrollen.
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Experimente mit Ackerbohnen

Walters und Murray (1992) berichteten Uber Resistenzinduktion bei Ackerbohnen durch Behand-
lung mit Phosphaten gegenuber Ackerbohnenrost. Daher wurden parallel zu den Experimenten mit
Mais auch die Auswirkungen von Phosphatapplikationen im System Ackerbohne/Uromyces viciae-
fabae Uberpruft. Wie bei Mais, war auch bei der Ackerbohne die Wirkungssicherheit und -starke
von Phosphatbehandlungen insgesamt unbefriedigend. Trotz Variationen zahlreicher expe-
rimenteller Einflussfaktoren bei der Durchflihrung einer Vielzahl von Versuchen konnten keine ein-
deutigen und reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden, die auf eine sichere Resistenzaus-
I6sung durch Phosphatverbindungen hindeuteten. In parallel zu den Resistenzprifungen durch-
geflhrten biochemischen Untersuchungen (elektrophoretischen Analysen) ergaben sich weder
Unterschiede in den Proteingehalten und den Proteinmustern noch in den Aktivitdten abwehrasso-

ziierter Enzyme.

Stabile befallsreduzierende Wirkungen zeigten sich allerdings bei Behandlungen mit dem syntheti-
schen Induktor BTH (Abb. 7) und sie belegen damit die prinzipielle Induzierbarkeit von Acker-
bohnen. Des Weiteren konnte in chemisch induzierten Ackerbohnenpflanzen ein Protein im
Apoplasten nachgewiesen werden, welches die Ausbildung der Differenzierungsstrukturen des
Rostpilzes nach dem Eindringen in den Interzellularraum hemmt (Rauscher et al., 1999). Dieser
Inhibitor konnte zwar nach BTH-Induktion nicht aber nach Phosphatbehandlung im Apoplasten von
Ackerbohnenpflanzen nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt). Dieser Befund korreliert mit

den negativen Ergebnissen der Resistenzinduktion durch Phosphatverbindungen in Ackerbohnen.

Die unbefriedigenden Resultate der Resistenzaktivierung bei Mais und Ackerbohnen durch Phos-
phatbehandlungen flihrten zu dem Schluss, dass bei beiden Kulturpflanzenarten der Einsatz von
Phosphaten zur Resistenzinduktion als unzureichend bewertet werden muss. Die in der Literatur
an Mais und Ackerbohnen beschriebenen Effekte (Walters und Murray, 1992; Reuveni et al.,
1994a und b; 1996a) lieBen sich somit in keinem Fall bestatigen. Daher kann die beschriebene
SAR-auslosende Wirkung von Phosphaten in diesen Testsystemen aufgrund der nicht vorhan-
denen Reproduzierbarkeit generell in Frage gestellt werden. Insbesondere Untersuchungen zu
Wirkungsmechanismen und involvierten Signalprozessen erfordern stabile Induktionssysteme, so
dass die Arbeiten mit Mais und Ackerbohnen anhand der vorliegenden Daten eingestellt wurden

und auf andere Kulturpflanzenarten wie Gurke und Tabak ausgewichen wurde.
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4.1.2 Biologische Wirkung von Phosphaten gegeniiber Krankheiten bei Gurken

4.1.2.1 Direkte Wirkung von Phosphaten auf Pathogene und Induktion Ilokaler

Krankheitsresistenz

Direkte Wirkung von Phosphaten auf Pathogene

Phosphate wurden als SAR-ausldésende Agenzien (Gottstein und Kuc, 1989) sowie als Verbin-
dungen mit antifungalen Eigenschaften in der Literatur beschrieben (Reuveni et al., 1995). Gene-
rell wirde bei Untersuchungen zur Wirkungsweise der induzierten Resistenz eine zusatzlich vor-
liegende antifungale Wirkung des Induktors die Interpretation der Ergebnisse erschweren. Zudem
haben stark differierende Konzentrationsangaben, bei denen eine antifungale Wirkung von Phos-
phaten beobachtet wurde, eine nahere Charakterisierung der direkten Wirkung im Rahmen dieser
Arbeit erfordert.

Die Prufung der direkten Wirkung gegenuber C. lagenarium in-vitro ergab, dass, trotz der hohen
Konzentrationen bis zu 100 mM, die z. T. Uber den in Experimenten an Pflanzen angewandten
Dosierungen lagen, nur geringe Einflisse auf den Pilz zu beobachten waren. Eine Hemmung des
Myzelwachstums sowie der Sporenkeimung von C. lagenarium wurde auf Nahrmedium bei Zugabe
bis zu 75 mM K,HPO, nicht beobachtet. Bei Konzentrationen von mehr als 75 mM K,;HPO, war
tendenziell eine leichte Hemmung des Myzelwachstums und der Sporenkeimung von C. lagena-
rium zu beobachten. Zusatzlich war hinsichtlich des Wuchsverhaltens der Kulturen eine vermehrte
Melaninbildung ab 75 mM K;HPO, feststellbar, die als Anzeichen von Stress zu bewerten ist.
Dieser hatte jedoch keinen Einfluss auf die Intensitat der Sporulation der Kulturen. Insgesamt be-
trachtet waren die in dieser Arbeit zur Auslésung von SAR eingesetzten Phosphatkonzentrationen
nur in geringem Umfang antifungal wirksam, so dass bei der Interpretation der Ergebnisse dieser

Effekt weitgehend zu vernachlassigen war.

Dass Phosphate direkte antifungale Wirkungen gegenuber Pilzkrankheiten haben, ist in zahl-
reichen Untersuchungen belegt worden. So konnten Pasini et al. (1997) mit KH,PO,4 (0,5 - 1 %)
Effekte gegen Sphaerotheca pannosa, dem Echten Mehltau an Rosen, erzielen und auch bei
Apfeln eignete sich KH,PO,4 (1 %, MKP) zur Bekampfung des Echten Mehltaus (Reuveni et al.,
1994c und 1998a). In Untersuchungen zum Echten Mehltau an Cucurbitaceen fanden Garibaldi et
al. (1995) und Reuveni et al. (1996b), dass Behandlungen mit K;HPO, (1 %) an Zucchini sowie
KH,PO,4 und K;HPO, (1 %) an Gurken hinsichtlich der Befallsminderungen an die Wirkung von
Fungiziden heranreichten. Reuveni et al. (1998b) haben nach kurativer Applikation von Kalium-
Phosphaten im System Mango/Oidium magniferae Deformationen der Hyphen und Schrumpfen
der Konidien sowie der Konidientrager beobachtet. In Feldversuchen an weiteren Kulturen wie

Nektarinen, Mango und Wein konnten Reuveni und Reuveni (1995) eine direkte bzw. kurative
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Wirkung von K,HPO, gegenuber Sphaerotheca pannosa feststellen. Die Wirkung der Phosphat-
Applikationen war zwar geringer als die von Mehltau-Fungiziden, doch konnte durch alternierenden
Einsatz von Phosphaten und Fungiziden die Aufwandmenge der Fungizide bis zu 50 % verringert
werden. Somit scheint zumindest hinsichtlich des praktischen Einsatzes von Phosphaten die Ein-
sparung chemischer Pflanzenschutzmittel durch den Einsatz von direkt wirkenden Phosphaten

mdglich zu sein.

Interessanterweise wurden direkte antifungale Wirkungen von Phosphaten ausschliel3lich ge-
geniiber Mehltaupilzen beschrieben. Uber Untersuchungen zur direkten Wirkung von Phosphaten
gegenuber pilzlichen Krankheitserregern aus weiteren Ordnungen liegen keine Ergebnisse vor.
Ahnliche Experimente wurden mit Carbonaten und filmbildenden Polymeren gegen Echten
Mehltau an Gurken von Ziv und Zitter (1992) durchgefiihrt, die direkte antifungale Effekte von

Bicarbonaten bei Konzentrationen von 1 % feststellten.

Als mogliche Ursachen der antifungalen Wirkung von Phosphaten kommen die relativ hohen
Salzkonzentrationen sowie die physikalische Struktur der Rickstande in Betracht. Bei Applikation
von Salzkonzentrationen von mehr als 0,5 % ist generell eine direkte Wirkung aufgrund des hohen
osmotischen Potentials wahrscheinlich. Zudem werden durch das Antrocknen der Spritzbelage auf
der Pflanzenoberflache Depots mit sehr hohen Salzkonzentrationen gebildet, die bei Kontakt mit
wassrigen Sporensuspensionen, wie sie bei der Inokulation i. d. R. verwendet werden, osmotisch
wirken kénnen. Ebenfalls ist zu berlicksichtigen, dass die Uberwiegende Zahl der applizierten
Salze Kristalle ausbildet, welche aufgrund ihrer scharfkantigen Struktur sicherlich auch Einflisse
auf auskeimende Sporen haben konnten. Eine direkte Wirkung ist somit nur auf den behandelten
Blattern zu erwarten, so dass hinsichtlich der Auspragung von SAR aufgrund dieser moglichen

Wirkungsmechanismen keine Einflisse vorliegen durften.

Aufgrund der vorliegenden, wenn auch geringen direkten antifungalen Wirkung, insbesondere ge-
genuber Echten Mehltaupilzen, erflllen Phosphate nicht in vollem Umfang die postulierten
Kriterien fur chemische Resistenzinduktoren, die nach Kessmann et al. (1994a) keine direkte Wir-
kung auf Pathogene haben dirfen. Zumal aber aus vorliegenden Ergebnissen hervorgeht, dass
Phosphate bereits bei Konzentrationen Resistenz auslésen kénnen, bei denen noch keine direkten
Effekte festzustellen sind, erflillen sie zumindest teilweise fur die lokal aktivierte Resistenz und in

besonderem Malie fiir die systemisch aktivierte Resistenz dieses Kriterium.

Lokal aktivierte Krankheitsresistenz
Obwohl das Ziel dieser Arbeit die Untersuchung der systemischen Resistenzauslésung durch
Phosphatverbindungen war, wurde zusatzlich in einigen Experimenten die Auslésung von lokaler

Resistenz (LAR) naher charakterisiert, zumal unter Praxisbedingungen das Vorliegen beider For-
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men sehr wahrscheinlich ist und die LAR einen wesentlichen Beitrag zum Schutz der Pflanzen ge-
genuber Pathogenen leisten kann. So beschreiben Reuveni et al. (1997) lokale Resistenz-
auspragung nach Phosphatbehandlungen im System Gurke/S. fuliginea mit Wirkungsgraden von
uber 90 %.

Experimentell ist die Auspragung von lokal aktivierter Resistenz schwieriger als systemisch akti-
vierte Resistenz zu erfassen, da am Applikationsort des Induktors sowohl die Effekte der Resis-
tenzauspragung als auch mdgliche Effekte des Induktors auf das Pathogen und auf andere phy-
siologische Veranderungen im Pflanzengewebe vorliegen kdnnen. So ist die durch Phosphat-
behandlungen ausgeldste lokal aktivierte Resistenz eng mit der Entwicklung von Chlorosen und
Nekrosen auf den behandelten Blattern verbunden (3.2.4), wodurch die potentiell infizierbare Blatt-

flache vermindert wird.

Durch Variation der experimentellen Bedingungen (Applikation des Induktors auf die Blattunter-
seite und anschlieRende Inokulation der Blattoberseite bzw. die Applikation des Induktors auf eine
Blatthalfte und anschliefende Inokulation der gegentberliegenden Blatthalfte) konnte das Vorlie-
gen von LAR in Phosphat-vorbehandeltem Gewebe gegeniber C. lagenarium gesichert nachge-
wiesen werden. Diese war bei Applikation von 25 - 50 mM K,HPO, bereits deutlich ausgepragt,
einem Konzentrationsbereich, bei welchem direkte antifungale Wirkungen auf C. lagenarium nicht
auftreten. Somit kann davon ausgegangen werden, dass tatsachlich eine lokale Aktivierung der
pflanzlichen Abwehrmechanismen stattgefunden hat, die nicht durch antifungale Effekte gegen das

Pathogen Uberdeckt wurde.

4.1.2.2 Systemisch aktivierte Resistenz gegeniiber Pilzkrankheiten

Wirkungsspektrum und Wirkungsgrad

Durch lokale Blattapplikation verschiedener Phosphate konnte eine systemische Auspragung von
Krankheitsresistenz bei Gurken gegeniber C. lagenarium, S. fuliginea und P. cubensis ausgeldst
werden. Die hdochsten Wirkungsgrade von uber 80 % wurden gegenuber C. lagenarium erzielt,
wahrend diese gegeniber den Mehltauerregern im Bereich von 20 - 70 % lagen. Vergleichbare
Wirkungsgrade sind auch von Mucharromah und Kuc (1991) gegenuber C. lagenarium und
Cladosporium cucumerinum (>80%) sowie S. fuliginea (ca. 50 %) beschrieben worden. Hinsichtlich
der Wirkungsgrade von Phosphaten gegenuber C. lagenarium und S. fuliginea stimmen die
Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit soweit mit denen der Arbeitsgruppe von J. Kuc Uberein, so
dass die bereits beschriebene Auslésung von SAR in diesem System bestatigt werden konnte. Die
Uuberwiegende Anzahl der Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb an

Gurke, einer klassischen Modellpflanze der SAR-Forschung, durchgefihrt.
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Die Wirkung von Phosphaten als Ausldéser von SAR im System Gurke/S. fuliginea wird in der
Literatur sehr unterschiedlich bewertet. Die Arbeitsgruppe von Reuveni hat nach Applikation von
KoHPO,4, KH,PO,4, NayP,0s5 sowie NazPO, (100 mM) SAR auf den beiden hdher inserierten Blat-
tern Wirkungsgrade bis zu 84 % feststellen kénnen (Reuveni et al., 1993a und 1995). Dem
gegenuber konnten Descalzo et al. (1990) mit Phosphaten sowie Oxalat keine SAR im System
Gurken/S. fuliginea auslésen. Diese Arbeitsgruppe setzte jedoch sehr niedrige Phosphatkonzent-
rationen (5 mM K;HPO, und K;PQO,) ein, bei denen auch innerhalb der eigenen Versuche keine

oder nur sehr schwache Effekte erzielt wurden.

Zur Wirkung von Phosphaten gegenliber dem falschen Mehltau P. cubensis lagen bisher keine
Ergebnisse vor, so dass im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine SAR-Auslésung gegentiber die-
sem Pathogen beschrieben wird. Die Wirkungsgrade waren stets deutlich geringer als gegeniber
C. lagenarium, doch ist die relativ unspezifische Wirkung von Phosphaten gegeniber verschiede-
nen Krankheitserregern als ein starker Hinweis daflir zu werten, dass es sich bei den beobachte-
ten Effekten um SAR handelt. Im Gegensatz dazu sind Verbindungen wie z. B. der Extrakt aus
dem Sachalin-Staudenknéterich (Handelsprodukt Milsana®) ausschlieRlich in einer Pflanzenart
gegenlber einem oder nur wenigen Pathogenen wirksam (Cucurbitaceen/Echter Mehltau). Diese
sehr eingeschrankt wirksamen Verbindungen stehen damit in direktem Widerspruch zur Definition

von Resistenzinduktoren, flir die eine breite und unspezifische Wirkung postuliert wird.

Von Mucharromah und Kuc (1991) wurde auch die Wirkung von Phosphaten gegeniber Viren wie
TNV und dem Gurkenmosaikvirus (CMV) beschrieben, die im Vergleich zu Pilzkrankheiten mit
deutlich geringeren Wirkungsgraden einherging. Dies ist ein weiterer Hinweis fur die unspezifische
und SAR-typische Wirkung von Phosphaten, die auch im Rahmen dieser Arbeit im System
Tabak/TMV bestatigt werden konnte.

Innerhalb der Induktionsexperimente traten Schwankungen hinsichtlich der Wirkungsgrade auf.
Generell ist die Auspragung von SAR stark von den Umweltbedingungen wie dem Einfluss von
Temperaturverlaufen bzw. Tagesgangen abhangig (Falkhof et al., 1988), so dass diese relativ
hohe Schwankungsbreite der Wirkungsgrade vor dem Hintergrund dieser Faktoren zu betrachten
ist, zumal auch unter weitgehend standardisierten Gewachshausbedingungen jahreszeitliche

Schwankungen nicht auszuschlief3en sind.

Es ist anhand der vorliegenden Ergebnisse davon auszugehen, dass durch die Blattapplikation von
Phosphaten drei unterschiedliche Wirkungen hervorgerufen werden. Neben den direkten Effekten
durch die Phosphatsalzlésung mit antifungalen Eigenschaften, wird sowohl lokale als auch syste-

mische Resistenz gegeniber Pathogenen ausgelést, so dass diese Kombination insbesondere
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unter Praxisbedingungen additiv wirksam ist und wesentlich zu einer gesteigerten Resistenz der
Kulturpflanze beitragen kann. Fir die weiteren Untersuchungen stand jedoch die systemisch akti-

vierte Resistenz im Vordergrund des Interesses.

Einfluss der Phosphatform, der Phosphatkonzentration sowie des pH-Werts

Als wirksame SAR-auslésende Phosphatverbindungen erwiesen sich in erster Linie die di- und
tribasischen Natrium- und Kalium-Phosphate wie K,HPO,, K3;PO, bzw. die entsprechenden
Natriumsalze (Abb. 20, Tab. 6). Ubereinstimmende Ergebnisse finden sich auch bei Gottstein und
Kuc (1989). Diese Autoren stellten daruber hinaus fest, dass fur Resistenz-induzierende Phos-
phate ein pH von Uber 7 notwendig war. Auch in Reis waren gegentber Pyricularia oryzae nur

basische Phosphate als Induktoren wirksam (Manandhar et al., 1998).

In allen durchgefiihrten Experimenten innerhalb dieser Arbeit erwies sich ein hoher pH-Wert im
basischen Bereich als Grundvoraussetzung fir die Wirksamkeit von Resistenz-induzierenden
Phosphaten. Wurden pH-Anderungen herbeigefiihrt, so verloren die wirksamen Verbindungen
nach Absenkung des pH-Wertes in den sauren Bereich ihre Wirkung bzw. unwirksame Phosphat-
verbindungen erwiesen sich nach Alkalinisierung auf pH>9 als wirksam. Dieser reversible Effekt
lasst sich vereinfacht mit dem Massenwirkungsgesetz erklaren, dem Phosphate bei der Protolyse
in Wasser unterliegen (3.2.2). In Versuchen von Reuveni wurde das saure KH,PO, (pH 4,5) mit
KOH versetzt und die Behandlung mit der nun alkalischen Lésung induzierte SAR (Reuveni et al.,
1993a; 1994a; 1995). Das in dieser Arbeit sich als unwirksam erwiesene KH,PO,4 wird in Lésung
nach KOH-Zugabe jedoch zu K,HPO, umgewandelt und ist damit in der Lage, als gelGstes
KoHPO,4 SAR zu induzieren. Eine Bewertung der Wirksamkeit von KH,PO, als Induktor kann somit
anhand dieses experimentellen Ansatzes nicht erfolgen. Auch Gottstein und Kuc (1989) konnten
zeigen, dass KH,PO, keine bzw. nur eine geringe Wirkung hat, ebenso wie die sauren Phosphat-
verbindungen wie NaH,PO, und NH;H,PO, bzw. die neutralen Substanzen wie (NH,4),HPO, und
Caz(POy),.

Dass jedoch allein ein hoher pH-Wert von >9 nicht ausreichend ist, zeigen die Experimente mit
KOH, das nach Applikation keine SAR hervorrief. Somit scheint die Kombination bestimmter lonen

(bes. H,PO,4 bzw. HPO42') mit einem hohen pH-Wert flir die Wirksamkeit erforderlich zu sein.

Zwischen der applizierten Phosphatkonzentration und der Auspragung der SAR konnte eine posi-
tive Korrelation ermittelt werden. Wahrend bereits bei 10 - 25 mM K;HPO, erste Effekte zu
beobachten waren, wurde bei Einsatz von Konzentrationen im Bereich von 50 - 100 mM nahezu
Befallsfreiheit erreicht. Vergleichbare Ergebnisse beschreiben auch Gottstein und Kuc (1989), die
bei Konzentrationen von 10 mM K;PO, ca. 50 % Befallsminderung erzielten, diese jedoch nach

Steigerung der Induktorkonzentration (>50 mM) auf Uber 90 % erhdhen konnten. Diese Arbeits-
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gruppe applizierte im Allgemeinen hdéhere Phosphatkonzentrationen (50 - 100 mM), um hohe

Wirkungsgrade zu erreichen.

Die Wirkungsgrade der Phosphat-induzierten Resistenz waren mit denen nach biotischer Resis-
tenzinduktion (TNV) in der Uberwiegenden Zahl der Experimente vergleichbar. Dagegen fuhrte die
Applikation von BTH zu den héchsten Wirkungsgraden aller getesteten Verbindungen, so dass die
Pflanzen in der Uberwiegenden Zahl der Experimente befallsfrei waren. Diese Befunde korrespon-
dieren mit den Ergebnissen von Oostendorp et al. (1996), die ebenfalls 100 % Befallsreduktion
gegenuber C. lagenarium beobachteten. Eine absolute Befallsfreiheit war in keinem der durchge-
flhrten Experimente nach Induktion mit Phosphat sowie biotischen Induktoren zu erreichen. Fir
zahlreiche Induktoren ist jedoch typisch, dass absolute Befallsfreiheit nicht erreicht wird (Schon-
beck et al., 1993; Steiner und Schénbeck, 1995).

Systemische Auspragung und Dauerhaftigkeit der induzierten Resistenz

In den Experimenten mit Gurken wurde durch Behandlung der Kotyledonen bzw. der unteren
Blatter ein umfassender Schutz gegenlber Pilzkrankheiten in allen héher inserierten Blattern indu-
ziert. Die SAR-Auspragung erstreckte sich somit tiber die gesamte Pflanze und war interessanter-
weise auch in den jingsten Geweben festzustellen. Diese jungen, gerade erst angelegten Blatter
wurden bereits wahrend ihrer Entstehung systemisch induziert, was auf das Vorhandensein eines
systemischen Signals hindeutet. Die Notwendigkeit dieses bisher aber noch nicht identifizierten
Signals wurde von mehreren Autoren bereits postuliert (Ross, 1966; Kuc, 1982; Dean und Kuc,
1986b).

Obwohl keine gesonderten Experimente zur Untersuchung der Dauerhaftigkeit der SAR durchge-
fuhrt wurden, liel3 sich ein Schutz Gber einen Zeitraum von 14 Tagen nach der Induktorapplikation
beobachten. Reuveni et al. (1995) konnten eine Wirkung der Phosphat-induzierten SAR bis zu 25
Tage nach der Induktorbehandlung feststellen und beobachteten dariiber hinaus auch kurative
Effekte.

Induktionsintervall

Im Rahmen zahlreicher Experimente konnte gezeigt werden, dass fir die Auslésung von Phos-
phat-induzierter Resistenz ein Induktionsintervall von mindestens drei Tagen notwendig ist. Ein
typisches Ergebnis ist in Abb. 18 dargestellt. Auch in Bezug auf dieses Charakteristikum erfillen
Phosphate ein wesentliches Kriterium, das von Steiner und Schoénbeck (1997) fir einen SAR-
Induktor gefordert wird. Demgegentiber schreiben Reuveni et al. (1994a und b; 1996b), dass die
Behandlung von Mais bzw. Gurken mit Phosphaten 2 - 4 h vor der Inokulation zur SAR-
Auspragung fuhrt. Zumal die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe an Mais nicht reproduziert werden
konnten, lassen sich zu diesem System keine naheren Aussagen machen. Bei Gurken wurden

diese extrem kurzen Induktionsintervalle von 2 - 6 h Uberprift, und es konnte weder gegenuber S.
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fuliginea (Abb. 13) noch gegenuber C. lagenarium (nicht dargestellt) SAR ausgeldst werden. Bei
Einhaltung von langeren Induktionsintervallen von mehreren Tagen wurde dagegen erfolgreich

SAR induziert, so dass die Ergebnisse mit extrem kurzen Induktionsintervallen fraglich erscheinen.

Verweildauer des Induktorblattes

Da fur die Auspragung der SAR ein systemischer Signaltransfer postuliert wird, wurde zu festge-
legten Terminen nach Behandlung das Induktorblatt (Quelle des Signals) entfernt. Dabei wurde
festgestellt, dass mindestens eine Verweildauer des behandelten Blattes von 12 h fur die Signal-
Ubertragung notwendig ist. Verblieb das Induktorblatt Ianger als drei Tage an der Pflanze, war eine
maximale SAR-Auspragung zu beobachten. Zusammengefasst lasst sich demnach folgern, dass
ein Signal nach der Applikation im behandelten Blatt gebildet und systemisch in unbehandeltes
Gewebe transloziert wird. Dean und Kuc (1986a) konnten Ubereinstimmende Ergebnisse nach

biotischer Induktion bei Gurken feststellen.

4.2 Mechanismen der Phosphat-induzierten Resistenz

Bei den Resistenzprifungen an Gurkenpflanzen war auffallig, dass eine erfolgreiche Induktion von
SAR durch Behandlungen mit Phosphaten stets mit phanotypischen Veranderungen in Form von
auftretenden Nekrosen auf den behandelten Blattgeweben verbunden war. Diese Reaktionen
begannen zunachst mit dem Auftreten von Chlorosen, die sich innerhalb weniger Tage zu Nekro-
sen entwickelten. Es wurde vermutet, dass eine Korrelation zwischen diesen phytotoxischen
Erscheinungen und der Auspragung von SAR vorliegt, so dass weitere Untersuchungen zu diesen
Reaktionen auf biochemischer Ebene durchgeflhrt wurden. Da zum Vergleich der Wirkungsgrade
auch biotische Induktoren eingesetzt wurden, die ebenfalls nekrotische Reaktionen auf den
Induktorblattern ausldsten, verstarkte sich die Vermutung, dass korrespondierende Reaktionen im
Hinblick auf beide Induktionsmechanismen vorliegen kdénnten. Anhand dieser Beobachtungen
wurden als zentrale Arbeitshypothese folgende Untersuchungen konzipiert: Es galt somit zunachst
zu klaren, ob die Wirkung von Phosphaten als chemische SAR-Induktoren auf ihrer Nekrose-
ausldésenden Eigenschaft beruht. Ferner wurde geprift, inwieweit die zu Grunde liegenden bio-
chemischen Reaktionen mit den Prozessen vergleichbar sind, welche durch biotische bzw. synthe-
tische Induktoren der SAR ausgeldst werden. In den vergleichenden Studien wurden hierbei primar
biochemische Methoden angewandt. Die Untersuchungen zum Auftreten von Nekrosen bzw. Zell-
todsymptomen und von Lipidperoxidationsprozessen waren auf die behandelten Blatter der Pflan-
zen beschrankt, da vermutet werden konnte, dass die in den Induktorblattern stattfindenden Reak-
tionen zur Generierung des postulierten Signals beitragen. In Vorversuchen konnte gezeigt wer-
den, dass diese Reaktionen nicht in den unbehandelten, hoher inserierten Blattern auftraten.

Weitere mégliche Reaktionen, die mit der Auslésung von SAR im Zusammenhang stehen kénnen,
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wie z. B. die Akkumulation von Salizylsaure und die Steigerung von Enzymaktivitdten, wurden in

behandelten und unbehandelten Pflanzengeweben untersucht.

4.2.1 Nekrotisierung und Zelltod

Die Applikation von K;HPO, flhrte bereits bei Konzentrationen von 5 mM zum Auftreten zunachst
chlorotischer und anschliefiend nekrotischer Lasionen auf den behandelten Gurkenblattern. Diese
Symptome traten nach Anwendung héherer Konzentrationen im Bereich von 50 - 100 mM K,;HPO,
verstarkt auf (Abb. 24). Auch andere Phosphate wie K;PO, sowie di-und tribasische Natrium-

phosphate zeigten diese Wirkung.

Anhand histochemischer Farbemethoden mit Evansblau sowie Trypanblau konnte eindeutig das
Auftreten von Zelltod in diesen nekrotischen Bereichen nachgewiesen werden. Sowohl makrosko-
pisch als auch histochemisch war das Auftreten von Zelltodsymptomen ab 24 h nach der Phos-
phatbehandlung deutlich nachweisbar und setzte sich tiber mehrere Tage fort. Dass diese phano-
typische Merkmalsauspragung eine zentrale Rolle bei der Auslésung von SAR spielen kénnte,
wurde bereits von Gottstein und Kuc (1989) und Mucharromah und Kuc (1991) vermutet, die nach
Phosphatbehandlungen bei Gurken nekrotische Lasionen beobachteten und diese chlorotische
Tapfelung als ,stippling” beschrieben. Diese Autoren beobachteten diese Reaktionen bereits 48 h
nach der Applikation von 50 mM K,HPO,. Interessanterweise war die Intensitat der Nekrotisierung
bei K;HPO, starker als bei KsPO4 ausgepragt, obwohl in den Experimenten dieser Arbeit das
Gegenteil zu beobachten war. Auch in Kartoffeln, bei denen nach Phosphatapplikation SAR
gegenuber Phytophthora infestans nachgewiesen werden konnte, waren nekrotische Lasionen auf
den behandelten Blattern beobachtet worden (Stromberg und Brishammar, 1991). Weiterfuhrende
Untersuchungen zu den zugrunde liegenden biochemischen Prozessen wurden von diesen
Arbeitsgruppen jedoch nicht unternommen, so dass die vorliegende Arbeit die erste Studie dar-
stellt, in welcher die Phosphat-induzierten Reaktionen auf zelluldrer Ebene naher untersucht und

mit Reaktionen verglichen wurden, welche nach biotischer Induktion auftreten.

Aus den vorliegenden Ergebnissen lasst sich ableiten, dass nur solche Behandlungen SAR aus-
I6sten, welche zu vorhergehenden lokalen Nekrotisierungen des Gewebes fihrten. Umgekehrt 16st
jedoch nicht jede Nekrosebildung eine SAR aus, wie anhand der Behandlung mit Trockeneis ge-
zeigt werden konnte (3.2.7). Somit war es auf der Basis dieses Systems moglich, ursachliche
Zusammenhange zwischen dem Auftreten von Nekrosen nach der Behandlung mit abiotischen
Agenzien und der Fahigkeit, SAR auszuldésen, nachzuweisen. Von besonderer Bedeutung er-
scheint hierbei die Geschwindigkeit der Bildung von Nekrosen bzw. der Auslésung von Zelltod zu

sein. Auch Kuc (1987) erkannte, dass die Auspragung von SAR von einer graduellen Entwicklung
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metabolischer Veranderungen abhangt und einen langer anhaltenden Stresszustand bendtigt. Die
notwendige Dauer dieses Stresszustands betrug in Abhangigkeit von den experimentellen Bedin-
gungen ca. drei Tage und entspricht somit dem geforderten Induktionsintervall, d. h. der notwendi-
gen Zeitspanne zwischen Induktorbehandlung und Auspragung von SAR. Es kann angenommen
werden, dass wahrend dieses Intervalls die ablaufenden biochemischen Veranderungen, ausge-
hend von der Entstehung von Priméarlasionen, zur Induktion von Resistenz fuhren. Der Befund,
dass Trockeneis bei Kontakt mit dem Blattgewebe sehr schnell (nach 1 - 2 h) zu Zelltodsymptomen
auf den behandelten Blattern fuhrt aber keine SAR ausldst, zeigt, dass ein langeres Intervall von

mehreren Stunden bis Tagen zur Auslésung von SAR erforderlich ist.

Im System Gurke/Colletotrichum lagenarium konnte im Rahmen dieser Arbeit eindeutig eine posi-
tive Korrelation zwischen der eingesetzten Phosphatkonzentration, der Zahl von Nekrosen und der
Auspragung von SAR nachgewiesen werden (Abb. 25). Obwohl die Arbeitsgruppe von J. Kuc auch
tendenziell eine Beziehung zwischen Phosphatkonzentration und SAR-Auspragung feststellen
konnte (Mucharromah und Kuc, 1991), wurde erstmalig in dieser Arbeit die Intensitat der Nekroti-

sierung quantifiziert und mit der SAR-Auspragung verglichen.

Bei Ackerbohnen und Mais wurden nach der Phosphatbehandlung i. d. R. keine Primarnekrosen
beobachtet, so dass aufgrund der fehlenden Nekrosen auch keine Resistenzinduktion zu erwarten
war. Eine mégliche Ursache flir das Ausbleiben der Nekrotisierung und der SAR-Induktion kénnte
die Oberflachenbeschaffenheit dieser Pflanzenarten sein. Durch die relativ glatte Blattoberflache
beider Pflanzenarten, die geringe Anzahl von Trichomen sowie die dickere Wachsschicht (beson-
ders bei Ackerbohnen) im Vergleich zu Gurkenpflanzen waren die behandelten Pflanzen bereits
nach ca. 1 h vollkommen abgetrocknet, wahrend sich auf den behandelten Gurkenblattern noch
nach 12 h zahlreiche kleine Tropfen befanden. Es zeigte sich auch, dass eine langere Benet-
zungsdauer sich bei Gurken positiv auf die Intensitat der Nekrotisierung und die SAR-Auspragung
auswirkte. Eine langer anhaltende Benetzung der Blattoberflachen von Mais und Ackerbohnen war
unter den gegebenen experimentellen Bedingungen nicht zu erreichen. Die langere Benetzung bei
Gurken und auch bei Tabak kann somit als wichtige Voraussetzung fir die Wirksamkeit der Phos-
phate angesehen werden. Mdglicherweise hatte durch Zusatz von Additiven die Tropfenbildung
bzw. -stabilitat bei Mais und Ackerbohnen gesteigert werden kénnen, so dass auch nekrotische
Reaktionen und SAR-Ausbildung zu erwarten waren. Bei den Versuchen wurden jedoch die in der
Literatur beschriebenen experimentellen Bedingungen eingehalten, so dass wassrige Phos-
phatldsungen mit oder ohne Zusatz des Netzmittels Tween® eingesetzt wurden. Ferner haben
Walters und Murray (1992) sowie auch Reuveni et al. (1994a und b) explizit auf das Ausbleiben
phytotoxischer Reaktionen und die Auspragung hoher SAR-Niveaus hingewiesen. Diese
Beobachtungen schliel3en aber prinzipiell die Mitwirkung von Zelltodprozessen nicht aus, da auch

mikroskopisch kleine Nekrosen auftreten konnen, die sich nicht in makroskopisch sichtbaren
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Primarlasionen aulern muissen. Hierbei sei auf die sog. Micro-HR hingewiesen (Alvarez et al.,
1998), bei denen nur wenige Zellen HR- bzw. Zelltodsymptome zeigten, so dass sie makrosko-
pisch nicht in Erscheinung traten. Somit besteht zwar ein moglicher Erklarungsansatz fur die Wir-
kung von Phosphaten im Rahmen der Experimente dieser Arbeitsgruppen, doch konnten diese
Mikrolasionen nicht in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Ferner war die biologische Wirkung in
den Experimenten mit Mais und Ackerbohnen stets zu schwach, so dass eine maf3gebliche Betei-

ligung dieser Prozesse unwahrscheinlich ist.

Phosphate kdnnen aufgrund ihrer Eigenschaft hinsichtlich der Induktion von Primarlasionen zu der
Gruppe chemischer Agenzien gezahlt werden, die Uber die Bildung nekrotischer Lasionen SAR
ausldsen (Gottstein und Kuc, 1989; Mucharromah und Kuc, 1991; Fought und Kuc, 1996; Sticher
et al., 1997). Bezlglich des Mechanismus liegt ein Vergleich mit biotischen Induktoren nahe. Es ist
bekannt, dass eine Vielzahl Nekrose-auslésender Pathogene zur SAR-Induktion in unbehandeltem
Gewebe befahigt ist (Ross, 1961a und b; Bergstrom et al., 1982; Tuzun et al., 1986; Kuc, 1993).
Das gemeinsame Merkmal biotischer Induktoren beruht auf der Fahigkeit, Lokallasionen hervorzu-
rufen. Diese kontrollierte Entstehung von nekrotischen Lasionen nach einer Primarinfektion ist als
ein wichtiges Kriterium fiir die erfolgreiche biotische Resistenzinduktion anzusehen (Dean und
Kuc, 1986a; Lawton et al., 1996). Sowohl von biotischen Induktoren als auch von abiotischen
Agenzien, wie z. B. Phosphaten, werden wahrend der Nekrotisierung Reaktionen induziert, die als
zentrale Mechanismen innerhalb des Signalwegs der SAR-Auslosung anzusehen sind. Beide
Induktoren scheinen somit Ubereinstimmende primare Prozesse bezlglich der Resistenz-

mechanismen zu aktivieren.

Im Hinblick auf das erforderliche Induktionsintervall wurde in Analogie zu den Versuchen mit
Trockeneis von Descalzo et al. (1990) versucht, SAR durch Vorinkulation mit dem nekrotrophen
Pilz Dydimella bryoniae im System Gurke/C. lagenarium zu induzieren. Es konnte jedoch keine
Resistenz nachgewiesen werden, so dass auch bezlglich der Vorinokulation mit diesem nekroti-
sierenden Pathogen davon auszugehen ist, dass aufgrund der sehr schnellen Abtétung des Wirts-
gewebes durch D. brioniae die Zeit zur Generierung und Translokation des notwendigen Signals
fehlte.

Weitere Chemikalien wurden in dieser Arbeit auf ihre Fahigkeit zur Bildung von lokalen Nekrosen
und systemischer Resistenz untersucht (Tab. 10). Neben den wirksamen Phosphaten zeigten auch
Schwermetallsalze, organische Verbindungen sowie herbizide Wirkstoffe Ubereinstimmende
Resultate hinsichtlich Nekrotisierung und SAR-Auslésung (Fought und Kuc, 1996; Siegrist et al.
2000). Auch in der Literatur wurde eine Vielzahl von Chemikalien beschrieben, die dieses Verhal-
ten zeigen, so dass vermutet werden kann, dass es sich hierbei um einen unspezifischen Prozess

handelt, der durch stetige niedrige Stressintensitat langsam Uber die Entstehung von Nekro-
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sen/Zelltodsymptomen zu SAR fuhrt. So zeigten Strobel und Kuc (1995), dass prooxidativ wir-
kende Chemikalien wie Paraquat und Schwermetallsalze wie CuCl, auch Nekrosen und SAR her-

vorrufen.

Doubrava et al. (1988) identifizierten Oxalat als aktiven Bestandteil von Rhabarberextrakt, das
ebenfalls SAR auzuslésen vermag. Auch hierbei war es zu einer Bildung lokal auftretender chloro-
tischer Lasionen gekommen. Coquoz et al. (1995) konnten an Kartoffeln nach Behandlungen mit
Arachidonsaure als Induktor gegen P. infestans lokale Nekrosen und SAR beobachten. Sie ver-
muteten ebenfalls, dass die Nekrosen an der Auspragung der SAR durch diese Verbindung betei-
ligt sind. Die Nekrotisierung scheint somit eine allgemeine Erscheinung im Rahmen der SAR-
Induktion durch Chemikalien zu sein. Auch mit HgCl, (Sziraki et al., 1980) sowie 3-Aminobutter-

saure (Siegrist et al., 2000) wurden vergleichbare Effekte beobachtet.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass das Praparat Milsana®, welches keine Nekrosen
bzw. Phytotoxizitatssymptome hervorruft (Kowalewski und Schmitt, 1993), als SAR-Induktor
bezeichnet wird. Diese Eigenschaft kann jedoch in Frage gestellt werden, da Milsana® nur sehr
spezifisch gegen Echten Mehltau an Cucurbitaceen wirkt und auch keine eindeutig nachgewiesene
systemische Wirkung zeigt. Vermutlich beruht die Wirkung von Milsana® sowohl auf direkten
Effekten gegenuber Echten Mehltaupilzen als auch auf der Bildung fungitoxischer Phenole im
pflanzlichen Gewebe (Daayf et al., 1995 und 1997).
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4.2.2 Reaktive Sauerstoffspezies

Ein oxidativer burst trat an Gurken- sowie auch an Tabakblattern bereits wenige Stunden nach der
Applikation von Phosphatldsungen auf, wobei die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) wie Wasserstoffperoxid (H,O,) und Superoxidanionen (O;) nachgewiesen wurde. Bereits
wenige Stunden (ca. 6 h) nach der Behandlung setzte die Bildung von O, ein, welches bis zu 48 h
nach der Behandlung nachweisbar war. Nach ca. 12 - 24 h wurde die Entstehung von H,0O, fest-
gestellt. H,O, wurde jedoch Uber einen langeren Zeitraum als O, gebildet (bis zu 72 h nach der
Behandlung) und erreichte die maximale Intensitat deutlich nach der von O;". In Abhangigkeit von
den experimentellen Bedingungen waren auch Schwankungen in den Zeiten ihrer Bildung zu
beobachten. Dieses hing insbesondere davon ab, ob die Experimente in Klimakammern oder unter
Gewachshausbedingungen durchgefiuhrt wurden. Die Bildung von O, ging jedoch stets der von

H,O, voraus.

Die von zahlreichen Forschergruppen geaulierte Vermutung, dass ROS als Signalmolekile wirk-
sam sein kénnen (Apostol et al., 1989; Chen et al., 1993), wird auch in den vorliegenden Experi-
menten durch den zeitlichen Ablauf bzw. die Dauer der Reaktionen nach der Induktorbehandlung
bestatigt. So werden ROS kontinuierlich Gber mehrere Tage nach der Behandlung gebildet und
dirften somit wesentlich zu dem latenten Stresszustand beitragen, der von zahlreichen Autoren als

Ursache fir die SAR-Auslésung angesehen wird (Kuc, 1987).

Eine direkte Wirkung von ROS auf Pathogene in unbehandeltem Gewebe (Peng und Kuc, 1992)
kann in diesem Zusammenhang ausgeschlossen werden, da in systemischen Geweben keine
ROS nachgewiesen werden konnten und die geringe Halbwertzeit der Radikale einen Transport in
unbehandelte Gewebe unwahrscheinlich erscheinen lasst. Ferner erfolgten die Challenge-Inokula-
tionen i. d. R. mehrere Tage nach der Behandlung, als keine Produktion von ROS mehr nach-

zuweisen war.

Es ist auch davon auszugehen, dass die entstehenden Nekrosen zum einen Ausgangspunkte der
Bildung von ROS sind, und zum anderen, die entstehenden ROS an der Abtotung der Zellen betei-
ligt sind. Ein Nachweis hierzu konnte aufgrund der unterschiedlichen Entstehungszeiten sowie der
destruktiven Nachweismethoden nicht exakt geflihrt werden, doch zeigte sich stets, dass ROS
besonders stark im Randbereich der Lasionen gebildet wurden. Auch die zeitliche Parallelitat von
ROS-Generierung und Entstehung von Nekrosen deutet auf einen ursachlichen Zusammenhang

dieser Reaktionen hin.

Aufgrund der sehr kurzen Lebensdauer konnte die Bildung von weiteren Radikalen wie z. B. von

Singulettsauerstoff oder des Hydroxylradikals nicht untersucht werden. Fir das Auftreten von die-
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sen aullerst reaktiven Radikalen wie Singulett-Sauerstoff gibt es aber einige Literaturhinweise und
Anzeichen fur die Beteiligung an der Auslosung von Zelltod sowie der Signalibertragung im Rah-
men von Abwehrreaktionen (Knox und Dodge, 1985; Mehdy, 1994).

Ein allgemein akzeptierter Nachweis des zellularen Mechanismus der Bildung von ROS ist bisher
noch nicht gefihrt worden. Es wird aber aufgrund zahlreicher Experimente angenommen, dass
ROS an der Initiierung der HR beteiligt sind und der oxidative burst mafigeblich zur Lipidperoxida-
tion, zu Membranschadigungen und zum Elektrolytverlust beitragt, die am Zelltod entscheidend
beteiligt sind (Keppler und Novacky, 1986; Thompson et al., 1987; Sutherland, 1991; Ullrich et al.,
1993; Levine et al., 1994).

Ein weiterer Hinweis fur das Vorliegen eines Phosphat-induzierten oxidativen burst ist die
Beobachtung, dass ROS im Apoplasten nach Infiltration von ROS-spezifischen Farbstoffen nach-
weisbar waren, zumal die Abgabe von ROS in die extrazellulare Matrix als eine charakterische
Reaktion dieses Phanomens beschrieben wird (Mehdy, 1994; Wojtaszek, 1997).

Die Hypothese, dass die HR eine Form des programmierten Zelltods ist (Greenberg, 1997), konnte
in dieser Arbeit nicht geprift werden. Es gibt aber in der Literatur zahlreiche Hinweise flr deren
Gultigkeit. So wurde die Beteiligung von H,O, an der Auslosung von HR und der Sensibilisierung
von Nachbarzellen von Levine et al. (1994) demonstriert. Im System Gerste/Blumeria graminis
konnten Huiickelhoven et al. (1999) ebenfalls einen Zusammenhang zwischen ROS-Bildung, dem
Auftreten von HR sowie Abwehrreaktionen nachweisen. Des Weiteren ist es in diesem Zusammen-
hang bisher immer noch nicht gelungen, anhand von eindeutigen Markern fur Zelltod die Frage zu
klaren, ob HR eine Form des programmierten Zelltods darstellt (Greenberg et al., 1994; Heath,
1998a und 1999). Als Marker bzw. Nachweismethoden kommen hierbei Markierungstechniken wie
das ,in-situ labelling“ fragmentierter DNS in Frage sowie der Nachweis von freigesetztem Cyto-

chrom c und die Beteiligung von Caspasen (Del Pozo und Lam, 1998).

Wahrend bei Gurken und Tabak die Bildung von ROS durch Phosphate initiiert wurde, ist das
Fehlen von Nekrosen und SAR bei Ackerbohnen und Mais zudem als ein Hinweis daflir zu werten,
dass es in diesen Systemen zu keinem oxidativen burst kam. Um einen gesicherten Nachweis fur
den essentiellen Zusammenhang von oxidativem burst und Zelltod (als Voraussetzung fur SAR) zu
fihren, bedarf es weiterfiihrender Experimente mit Radikalfangern bzw. Hemmstoffen, welche im

Rahmen dieser Arbeit aufgrund zeitlicher Grinde nicht durchgefihrt werden konnten.

Die vielfach beschriebene Pathogen-induzierte ROS-Bildung (Levine et al., 1994; Doke et al.,
1996; Low und Merida, 1996) ist auch durch Phosphate in mehreren Experimenten beobachtet

worden. In eigenen Versuchen wurde sowohl die Generierung von O, als auch nachfolgend von
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H,0O, nach biotischer Induktion mit TNV als auch nach abiotischer Induktion durch Phosphate in
dem behandelten Gewebe nachgewiesen. Interessant war hierbei, dass durch beide Induktions-
modi sehr Ubereinstimmende zeitliche Parallelen hinsichtlich der ROS-Bildung sowie der Intensi-
taten der Resistenzauspragung auftraten, so dass sich ein weiterer Anhaltspunkt fiir denselben
bzw. sehr ahnlichen Wirkungsmechanismus ergibt. Hierbei scheint ein kausaler Zusammenhang
zwischen dem oxidative burst und dem Auftreten von HR vorzuliegen, der bereits von zahlreichen
Autoren beschrieben wurde (Doke, 1983; Vera-Estrella et al. 1992; Levine et al., 1994; Mehdy,
1994; Low und Merida, 1996; Lamb und Dixon, 1997).

Siegrist et al. (2000) konnten ebenfalls die Bildung von ROS nach Applikation von 3-Aminobutter-
saure in einem vergleichbaren Zeitrahmen beobachten, so dass hier eine weitere Verbindung vor-
zuliegen scheint, die Uber die unspezifische Bildung von Nekrosen zur SAR fuhrt. Auch ROS-
Bildner wie der Farbstoff Bengalrot fiihrten nach Blattapplikation zu den typischen Reaktionen wie
der Auslésung von Zelltod, der Akkumulation von Salizylsaure und systemischer Resistenz
(Enyedi, 1999).

Die Applikation des synthetischen Induktors BTH hatte keine Einflisse auf die Entstehung von
Nekrosen sowie ROS, obwohl auch diese Verbindung bei Uberdosierung zu Phytoxizitatssympto-
men mit Nekrosebildung flihren kann (Cohen, 1994; Dudler, 1997). Dieses ist als ein Hinweis dafir
zu werten, dass der Signalweg von BTH sich von dem der biotischen Induktoren bzw. von Phos-

phaten unterscheidet und nicht Signalkomponenten wie Zelltod oder Salizylsdure bendtigt.

Hervorzuheben ist zudem, dass die Farbemethoden nach Thordal-Christensen et al. (1997) und
Schraudner et al. (1998) sich als besonders geeignet zum Nachweis von ROS in-vivo erwiesen
haben. Mit Hilfe dieser einfach zu handhabenden semiquantitativen Nachweismethoden war es
moglich, umfangreiche Zeitreihenexperimente mit verschiedenen Testsubstanzen bzw. Induktoren
durchzufiihren. Zu berlcksichtigen bleibt hierbei jedoch, dass séamtliche Reaktionen in diesem
Zusammenhang lichtabhangig sind und dieser Einfluss bei der Interpretation der Experimente

beachtet werden muss.
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4.2.3 Lipidperoxidation

Als eine weitere, mit Zelltodprozessen bei Pflanzen assoziierte Reaktion ist die Lipidperoxidation
als Folge der Zerstérung der Membranintegritdt zu nennen. Lipidperoxidation wird durch das
Enzym Lipoxygenase eingeleitet, welches den Einbau von molekularem Sauerstoff in ungesattigte
Fettsauren katalysiert (Siedow, 1991), bzw. durch freie Radikale hervorgerufen (Dhindsa et al.,
1981; Elstner, 1982; Gutteridge und Halliwell, 1990).

Bereits 24 h nach der Phosphatbehandlung konnte gesteigerte Lipidperoxidation im behandelten
Gewebe nachgewiesen werden (Abb. 37). Im weiteren Zeitverlauf Gber mehrere Tage stieg der
Gehalt an sog. “thiobarbituric acid related substances” (TBARS) weiter an. Interessant ist hierbei,
dass gesteigerte Lipidperoxidation zeitgleich mit den ersten nekrotischen Lasionen auftrat und

ausschlie3lich im behandelten Gewebe nachzuweisen war.

Obwohl in den durchgefihrten Experimenten nicht direkt die LOX-Aktivitaten bestimmt wurden,
sondern die spater daraus resultierenden Metaboliten, kann von Aktivitatssteigerungen dieses En-
zyms ausgegangen werden. Auch Avdiushko et al. (1993a) konnten dies in Gurkenblattern nach
Phosphatbehandlung bzw. Inokulation mit Nekrose-ausldsenden Pathogenen nachweisen. Es
bleibt aber festzuhalten, dass gesteigerte Lipidperoxidation auch in diesem System als Reaktion
auf die Phosphatbehandlung nachzuweisen und eine Beteiligung an den Signalprozessen wahr-
scheinlich ist. Schwierigkeiten mit der Interpretation ergeben sich durch die Nachweismethode, da
der Nachweis Uber TBARS relativ ungenau ist und der Schwellenwert, d. h. die notwendige

physiologisch wirksame Mindestkonzentration an Peroxidationsmetaboliten nicht bekannt ist.

Steigerungen der Lipidperoxidation wurden auch nach biotischer Induktion und Zelltodauslésung
durch bestimmte Chemikalien beschrieben (Avdiushko et al., 1993a und b; Anderson et al., 1998;
Siegrist et al., 2000). Ihr Auftreten wurde insbesondere im Rahmen der durch Bakterien hervorge-
rufenen HR beschrieben (Keppler und Novacky, 1986; Adam et al., 1989; Buonaurio und Servili,
1999). Die Ausldsung von HR durch Bakterien verlauft jedoch im Allgemeinen deutlich schneller
(wenige Stunden) als bei Inokuklation mit Pilzen bzw. Behandlung mit chemischen Agenzien
(mehrere Stunden bis Tage), so dass sich diese Beobachtungen nicht mit dem vorliegenden Test-
system vergleichen lassen. Bei der Induktion von Tabak mit TMV wurden signifikante TBARS-
Gehalte erst 48 h nach Inokulation festgestellt (Anderson et al., 1998), d. h. zeitgleich mit dem
Auftreten der ersten makroskopisch sichtbaren Lasionen. Auch nach Phosphatbehandlungen
wurde gesteigerte Lipidperoxidation erst nach 24 h festgestellt, d. h. zu einem Zeitpunkt, als die

Akkumulation von Salizylsdure und die Generierung von ROS bereits stattgefunden haben.
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Inwieweit die Lipidperoxidation zur Ausldsung von SAR beitragt, konnte nicht exakt geklart werden,
da als Ursachen fur gesteigerte Lipidperoxidation nach Phosphatbehandlungen gesteigerte LOX-
Aktivitat, die Bildung freier Radikale sowie die Akkumulation von SA in Frage kommen. Die Kom-
plexitat dieser verschiedenen Reaktionen macht eine ursachliche Zuordnung generell schwierig,
da zu vermuten ist, dass mehrere Prozesse an der Ausldsung der SAR beteiligt sind und nicht ein

monokausaler Zusammenhang besteht.

4.3 Salizylsaure

4.3.1 Akkumulation von Salizylsdure nach Behandlung mit Phosphaten

Es konnte anhand zahlreicher Experimente (3.2.6) gezeigt werden, dass die Applikation von basi-
schen K- und Na-Phosphaten wie K;HPO,4, KsPO, bzw. NazPO4 zu einem massiven und schnell
eintretenden Anstieg der Salizylsauregehalte im Vorfeld der Auspragung von SAR flhrt. Hierbei
wurde die Akkumulation von Salizylsaure sowohl lokal, d. h. im behandelten Gewebe, als auch
systemisch, in den hdher inserierten, unbehandelten Blattern nachgewiesen. Im Rahmen dieser
Arbeit ist somit erstmals der Nachweis einer SA-Akkumulation in Gurkenpflanzen nach Resistenz-

induktion mit Phosphatverbindungen gelungen.

Die Kinetik der SA-Gehalte nach Applikation von Phosphaten lasst sich in Blattern, die LAR und
SAR aufweisen, wie folgt zusammenfassen: Die lokale SA-Akkumulation setzte bereits ca. 24 h
nach der Phosphatbehandlung ein und stieg Uber drei Tage sehr stark an. Das Maximum wurde 48
- 72 h nach Behandlung erreicht, wobei innerhalb der Experimente auch Schwankungen zu
beobachten waren. Festzuhalten ist jedoch, dass in Phosphat-behandelten Gurkenblattern, die
auch deutliche nekrotische Lasionen zeigten, stets Uber eine Zeitspanne von 24 - 72 h nach Appli-
kation gesteigerte SA-Gehalte nachzuweisen waren. Diese waren im Vergleich zu den Kontrollen
stets um ein Mehrfaches und gelegentlich bis zum 100fachen erhdht. Hierbei verlief die Kinetik
ahnlich, wie sie auch bei zahlreichen anderen Systemen beschrieben wurde. Zunachst wurde sehr
stark freie SA (FSA) akkumuliert und anschlieend (i. d. R. 24 h spater) waren sehr deutliche Stei-
gerungen der Gehalte an gebundener SA (SAG) festzustellen. Maximale Gehalte wurden ca. drei
Tage nach der Behandlung erreicht. Danach nahmen die SA-Gehalte ber einen Zeitraum bis zu

neun Tagen nach der Behandlung ab.

Die systemische SA-Akkumulation setzte zeitverzdgert, d. h. ca. 48 h nach der Behandlung ein
und unterlag einer vergleichbaren Kinetik, wie sie bei der lokalen SA-Akkumulation nachzuweisen
war. Zunachst stiegen die Gehalte an freier SA deutlich an, und anschlie®end erhdhten sich die

der gebundenen SA. Dieser Verlauf der SA-Akkumulation konnte in mehreren Zeitreihenexperi-
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menten beobachtet werden. Auch in diesen Versuchen betrugen die Steigerungen in den Gewe-
ben mit LAR- oder SAR-Expression stets ein Mehrfaches der Gehalte in den entsprechenden
Kontrollblattern. Die absoluten SA-Mengen in Blattern mit LAR lagen stets um ein Mehrfaches Gber
denen in Blattern mit SAR.

Die erzielten Befunde deuten darauf hin, dass die zunachst frei vorliegende SA, welche bei Tabak
bereits in geringen Konzentrationen von > 0,1 mM phytotoxisch sein kann (Lee et al., 1995), rasch
in die physiologisch inaktive, gebundene Form (SAG) uberflihrt wird, die sich zeitverzdgert anrei-
chert. Die gebundene SA dient wahrscheinlich der Regulation des endogenen SA-Levels und wird
als eine Speicherform der SA angesehen, aus der bei Bedarf wieder freie SA gebildet werden kann
(Klessig und Malamy, 1994). Hinweise daflr, dass die gebundene SA, die in den Vakuolen gespei-
chert wird und wieder in die aktive freie SA Uberfihrt werden kann, finden sich in Experimenten an
biotisch induzierten Gurken, in denen markierte SA-Vorstufen eingesetzt wurden (Mdlders et al.,
1996).

In dieser Arbeit wurden freie sowie gebundene SA als Hauptfraktion der SA analytisch erfasst.
Ferner ist eine exakte Bilanzierung der SA nicht moglich, da noch weitere SA-Derivate vorliegen
koénnen (Lee et al., 1995), die analytisch bisher nicht untersucht wurden und die mdglicherweise an
der Signalkette beteiligt sind. So waren z. B. bei Tabak nach Applikation von radioaktiv markierter
SA 20 % der markierten Menge weder in der FSA- noch in der GSA-Fraktion nachzuweisen
(Malamy et al., 1992). In diesem Zusammenhang ist das volatile Methylsalizylat (MeSA) zu nen-
nen, das aufgrund der sehr aufwendigen Analytik nicht untersucht werden konnte. Es ist jedoch
davon auszugehen, dass es auch in dem hier bearbeiteten System eine bedeutende Rolle spielt,
zumal z. B. an Tabak gezeigt werden konnte, dass hohe Mengen an MeSA in die Atmosphare ab-
gegeben werden und in nicht behandeltem Gewebe SAR ausldsen kénnen. Diese Verbindung wird
somit als ein weiterer Hauptmetabolit von SA angesehen, welcher an Signalprozessen beteiligt ist
(Lee et al., 1995; Seskar et al., 1997; Shulaev et al., 1997).

Die ermittelten SA-Gehalte variierten innerhalb der vorliegenden Experimente zum Teil erheblich.
Als zentrale Ursachen kénnen neben der Verwendung verschiedener Gurkensorten auch die
variierende Auspragung von Primarnekrosen nach den jeweiligen Induktorbehandlungen angese-
hen werden. Zudem konnte nur ein Teil der Experimente in Klimakammern unter kontrollierten Be-
dingungen durchgeflihrt werden, so dass auch die unterschiedlichen Umweltbedingungen die SA-
Akkumulation und damit auch die Resistenzauspragung beeinflusst haben durften. Bei Tabak
wurde der Einfluss der Temperatur auf die SA-Akkumulation eindrucksvoll in sog. “temperature-
shift’-Experimenten nachgewiesen (Malamy et al., 1992). Es konnte hierbei gezeigt werden, dass
nach TMV Infektion als Induktorbehandlung bei hdheren Temperaturen von 28 °C bzw. 32 °C und

mehr keine Nekrotisierung durch das Primarinokulum sowie auch keine SA-Akkumulation und SAR
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auftraten. Moglicherweise besteht auch ein direkter Zusammenhang hinsichtlich der Entstehung
von ROS wie im vorherigen Abschnitt diskutiert. Unterhalb dieser Temperaturgrenze von 28 °C
reagierten TMV-inokulierte Tabakpflanzen wie erwartet mit der Bildung von Nekrosen, der Akku-
mulation von SA und der Auspragung eines hohen Grades an SAR gegenlber Sekundarinfektio-
nen (Yalpani et al., 1991).

4.3.2 Vergleich der Effekte von Phosphat und von biotischen sowie abioti-

schen/chemischen Induktoren auf die Akkumulation von Salizylsdure

Vergleich mit biotischen Induktoren

Bei zahlreichen Pflanzenarten fuhrt die Pathogeninokulation zur SA-Akkumulation und SAR-Ausl6-
sung (Malamy et al., 1990; Metraux et al., 1990; Rasmussen et al., 1991; Yalpani et al., 1991;
Meuwly und Metraux, 1993; Meuwly et al., 1994; Molders et al., 1994). Insbesondere bei Gurken
hat die Arbeitsgruppe von J. - P. Metraux (Universitat Fribourg, Schweiz) zahlreiche Untersuchun-
gen zur Biochemie und zu den Signalwegen der SA-Akkumulation nach biotischer Induktion
durchgeflhrt. Mittels Markierungsexperimenten charakterisierten sie den SA-Syntheseweg in infi-
zierten Gurkenpflanzen und fanden nach biotischer Induktion mit TNV bzw. C. lagenarium im
Phloemsaft erhdhte SA-Gehalte, welche bereits vor der SAR-Auspragung auftraten. Auflierdem
konnte eine schnell einsetzende Metabolisierung sowie Verlagerung der freien SA in unbehandelte
Pflanzenteile nachgewiesen werden (Metraux et al., 1990; Meuwly et al., 1995; Molders et al.,
1996).

Insgesamt zeigen die mit Phosphaten und dem biotischen Induktor TNV durchgefiihrten ver-
gleichenden Experimente an Gurken (Abb. 40 und 41) zahlreiche Parallelen. Hinsichtlich der fra-
hen Reaktionen konnten folgende Beobachtungen gemacht werden: Beide Induktorbehandlungen
verursachten bereits 1 - 2 Tage nach Phosphatapplikation bzw. TNV-Inokulation Nekrosen auf
den behandelten Blattern. In diesem Zeitraum war eine gesteigerte Bildung von ROS nachweisbar.
Begleitet wurden diese Reaktionen von sehr starken Anstiegen der SA-Gehalte, zunachst lokal,
anschlielRend auch systemisch. Es wurden nach beiden Induktorbehandlungen z. T. &hnlich hohe
SA-Gehalte in Blattgeweben mit LAR- und SAR-Auspragung festgestellt. Zudem traten auch ver-
gleichbare Wirkungsgrade der SAR gegenulber verschiedenen Krankheiten auf und es konnte zu-
nachst die SA-Akkumulation und anschlielend die SAR-Auspragung nachgewiesen werden. Nach
Etablierung der SAR blieben die SA-Gehalte Uber mehrere Tage nach der Induktion durch Phos-
phatbehandlung oder TNV-Inokulation auf einem erhéhtem Niveau im Vergleich zu den Werten in

den Kontrollgeweben.
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Vergleich mit abiotischen/chemischen Induktoren

Wahrend die Akkumulation von SA nach Induktion mit biotischen Induktoren in einer Vielzahl von
Arbeiten nachgewiesen wurde, ist es erstaunlich, dass fur abiotische bzw. synthetische Induktoren
mit Ausnahme von BTH sowie INA bisher kaum Untersuchungen zur SA-Akkumulation vorliegen.
Lediglich Coquoz et al. (1995) und Malamy et al. (1996) konnten fir einige wenige chemische
Induktoren SA-Akkumulation nachweisen. Diese wurde jedoch nicht mit der Fahigkeit zur Ausl6-
sung von Zelltodsymptomen korreliert. Erst kirzlich erschienene Arbeiten beleuchten diese
Aspekte genauer (Siegrist et al., 2000). Diese Korrelation wurde fiur Phosphate sowie fir einige
weitere abiotische Induktoren erstmals in dieser Arbeit nachgewiesen. Es ergibt sich somit die
zwingende Notwendigkeit Untersuchungen zur SA-Akkumulation bei den als Induktoren diskutier-
ten Substanzen regelmafig durchzufihren, da hierdurch wertvolle Aufschllisse Gber deren Induk-
tionsmechanismus gewonnen werden kdnnen. Die im Rahmen dieser Arbeit getesteten abio-
tischen Agenzien (Tab. 11) zeigten hinsichtlich der beobachteten Reaktionen Ubereinstimmungen
hinsichtlich der Phosphat-induzierten SAR-Aktivierung und der biotischen Induktion. Unterschiedli-
che Verbindungen wie herbizide Wirkstoffe und Galacturonsaure verursachten eine Nekrotisierung
auf dem Primarblatt, d. h. die ausgelésten Zelltodsymptome riefen lokale SA-Akkumulation und
zudem SAR hervor (Abb. 42).

Entsprechend den Ergebnissen zur Generierung von ROS ist auch hinsichtlich der SA-Anreiche-
rung ein Induktionsintervall von einigen Tagen zur SAR-Auspragung notwendig. In Experimenten
mit kurzen Induktionsintervallen von wenigen Stunden, in denen noch kein signifikanter Anstieg der
SA nachgewiesen werden konnte, war auch keine SAR beobachtet worden. So hatte das Nekrose-
auslésende Trockeneis keinen Einfluss auf die Synthese von SA, ein weiterer Hinweis fur die Not-
wendigkeit eines langer dauernden Stresszustandes, der zum Ablauf der beschriebenen Reaktio-

nen dieses Signalwegs erforderlich ist, wie dies von Gottstein und Kuc (1989) postuliert wurde.

BTH hatte in mehreren Versuchen keinen Einfluss auf die Akkumulation von SA, so dass die
Ergebnisse von Delaney et al. (1994), Friedrich et al. (1996) sowie Lawton et al. (1996) bestatigt
werden konnten. BTH greift somit nach der SA in der Signalkette ein (Abb. 2 und 49).

Zahlreiche Arbeitsgruppen haben versucht, die Salizylsaure als das bereits 1986 von Dean und
Kuc postulierte Signalmolekil zu identifizieren, welches systemisch im Phloem transloziert und als
endogenes Signalmolekull akropetal verlagert wird. Trotz intensiver Forschungsaktivitaten zu die-
sem Thema wird die Funktion der Salizylsdure im Prozess der Auslésung systemischer Resistenz
immer noch diskutiert. Metraux et al. (1990) fanden erhdhte SA-Gehalte in Phloemexsudaten indu-
zierter Pflanzen, was zunachst auf den Signalcharakter dieser Verbindung hindeutete. Andere
Autoren konnten zeigen, dass SA zwar nicht das eigentliche Signal, jedoch fiir die Auspragung der
SAR essentiell ist (Vernooij et al., 1994; Willits und Ryals, 1998). Auch in dieser Arbeit konnte
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diese grundlegende Fragestellung nicht hinreichend aufgeklart werden, doch konnten weitere
Erkenntnisse zum Signalweg bei der Auslosung systemischer Resistenz nach Behandlung mit
Nekrose-auslosenden chemischen Induktoren gewonnen werden. Die Korrelation von Nerkotisie-
rung, SA-Akkumulation und Translokation sowie die Auspragung von SAR liefert Argumente fir die

These, dass SA eine essentielle Verbindung zur Auslésung von SAR nach biotischer Induktion ist.

Besonders hervorzuheben sind hierbei die untersuchten Translokationsprozesse an Gurkenpflan-
zen. So wurde nach biotischer Induktion sowohl die Bildung von SA im infizierten Gewebe als auch
Translokation und Neusynthese in unbehandelten Blattern nachgewiesen (Meuwly et al, 1994;
Mélders et al., 1996). Smith-Becker et al. (1998) konnten gesteigerte SA-Gehalte nach Inokulation
von Gurken mit Pseudomonas syringae in den Phloemexsudaten nachweisen, so dass eine de-
novo Synthese in diesen Geweben (zusatzlich zur Translokation) vermutet wird, da die Induk-
torblatter bereits 6 h nach der Behandlung entfernt wurden und eine stetige Nachlieferung von SA

Uber diesen Zeitpunkt hinaus nicht mdglich war.

Der Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit den beschriebenen Experimenten mit biotischen
Induktoren verweist auf deutliche Ahnlichkeiten, so dass hinsichtlich beider Induktionsmechanis-
men gefolgert werden kann, dass auch nach den Phosphatbehandlungen Translokationsvorgange
bzw. de-novo-Synthese stattfinden dirften. Versuche hierzu waren aufgrund der aufwendigen Ver-
suchsanstellung im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht moglich, da neben der Markierung der SA-
Derivate auch die Untersuchung von Methylsalizylat sowie weiteren, z. T. noch nicht identifizierten

Metaboliten nétig gewesen ware.

In diesem Zusammenhang kann erwahnt werden, dass das postulierte Signal nicht zwingend
chemischer Natur sein muss, wie Ublicherweise angenommen wird. Denkbar waren z. B. auch
elektrische Potentiale, die im Rahmen der Signalibertragung in Pflanzen bereits nachgewiesen

werden konnten (Davies, 1987; Bowles, 1992).

Aufgrund der Anstiege von ROS sowie der SA-Gehalte wahrend der Entstehung der Zelltod-
symptome innerhalb von 1 - 3 Tagen nach der Phosphatbehandlung, ist beziglich dieser Form der
SAR ein Zusammenhang zwischen diesen beiden Reaktionen naheliegend, zumal dieser auch bei
biotischer Induktion vielfach postuliert wird (Enyedi et al., 1992; Chen et al., 1993; Delaney et al.,
1994; Ryals et al., 1996; Delaney, 1997). Auch hier wurde der zugrunde liegende zellulare Mecha-
nismus noch nicht eindeutig geklart, so dass verschiedene Modelle zur Beschreibung dieses
Zusammenhangs zwischen ROS, SA und SAR erstellt wurden (Chen et al., 1993; Leon et al.,
1995a und b; Dangl et al., 1996; Hammond-Kossack und Jones, 1996; Ryals et al., 1996; Delaney,
1997). Das von Draper (1997) zusammenfassend dargestellte Modell geht davon aus, dass SA in

frihen Stadien der Signalentstehung die Signalwege, die zu oxidativen burst nach Pathogen-
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erkennung fuhren, moduliert. Es ware zudem denkbar, dass Phosphat, fur dessen Wirkungs-
mechanismen Ubereinstimmungen mit biotischen Induktoren gezeigt wurden, auf dieselben zellu-
laren Targets wie biotische Induktoren wirkt. Dieses musste jedoch in weiterfuhrenden Arbeiten

naher untersucht werden.

Delaney et al. (1994) konnten mit ihren Experimenten an transgenem nahG-Tabak zeigen, dass
bei einer biotischen Induktion der Signalweg Uber die SA-Akkumulation als wichtige Zwischenstufe
erfolgt. Da keine transgenen Gurkenpflanzen mit nahG-Gen verfugbar waren, wurden verglei-
chende Experimente an nahG-Tabak nach biotischer und Phosphat-induzierter Resistenz durch-
geflhrt. Im System Tabak/TMV konnte eindeutig gezeigt werden, dass sowohl die biotische Induk-

tion als auch die Phosphat-induzierte SAR die SA-Akkumulation im Signalweg durchlaufen.

Ein sehr gut geeignetes Testsystem zur Untersuchung der Signalwege der SAR stellen transgene
Arabidopsis-Mutanten dar (Shapiro, 2000). Es ist zu erwarten, dass anhand dieser Pflanzenart in

den nachsten Jahren ein umfassenderes Wissen Uber die Signalwege gewonnen wird.

Zahlreiche unbeantwortete Fragen hinsichtlich der Signalwege, die zur Auslésung von SAR flhren,
bleiben weiterhin bestehen. So ist vor allem noch nicht geklart, ob SA das fiir die Resistenzinduk-
tion verantwortliche Signalmolekiil ist. Ferner konnte das exakte zellulare Target von Phosphaten
nicht identifiziert werden, welches die Bildung von ROS und SA initiiert. Aber auch hinsichtlich der
biotischen Induktion sind die molekularen Wirkungsmechanismen der SA noch nicht vollstandig
aufgeklart. Die in diesem Zusammenhang aufgestellten Theorien, von denen bisher keine
allgemein anerkannt ist, umfassen beispielsweise die Katalase-Hemmung (Chen et al., 1993; Con-
rath et al., 1995) und regulatorische Funktionen der SA bei der ROS-Generierung (Wu et al., 1995;
Hammond-Kosack und Jones, 1996; Shirasu et al., 1997). Kauss und Jeblick (1995) gehen von
einer verstarkenden Wirkung bei der HR bzw. ROS-Bildung aus. Fur Greenberg (1997) ist SA an
der Regulation des programmierten Zelltods beteiligt und Yalpani et al. (1991) gehen von einer
Wirkung der SA Uber Abwehrproteine aus. Eine Bildung von sog. SA-Radikalen im Rahmen der
Lipidperoxidation postulieren Durner und Klessig (1996). Welche dieser moglichen Funktionen die
Salizylsaure innerhalb der komplexen Signalwege hat und inwieweit sogar Interaktionen unter-
schiedlicher molekularer Wirkungsmechanismen vorliegen, ist bisher nicht abschlielend geklart.
Als zusammenfassende Folgerung kann jedoch fur Phosphate als Induktoren von SAR fest-
gehalten werden, dass die Nekrose-auslésenden Eigenschaften mit der Fahigkeit zur Akkumula-
tion von SA korreliert sind. Diese Reaktionen wahrend der frihen Phasen der SAR-Auslésung
stimmen mit den beobachteten Prozessen nach biotischer sowie abiotisch/chemischer Induktion
Uberein, so dass eine Einordnung der Phosphate in das Schema der Signalwege wie folgt vorge-

nommen werden kann (Abb. 49).
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Synthetische
Pflanzenaktivatoren
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Abb. 49: Einordnung der Phosphate in ein 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

4.4 Abwehrassoziierte Proteine

In Pflanzen mit induzierter Resistenz ist bereits seit Uber 30 Jahren das verstarkte Auftreten von
PR-Proteinen (pathogenesis related proteins) bekannt. Die zahlreichen Arbeiten zu diesem Thema
sind in den Ubersichtsartikeln von Linthorst (1991), van Loon (1997) und van Loon und van Strien
(1999) zusammengefasst. Es lag daher nahe, diese Proteine als Marker fir die Aktivierung von
SAR heranzuziehen (Stintzi et al., 1993; Kessmann et al., 1994a; van Loon et al., 1994; Ryals et
al., 1996).

In Gurkenpflanzen wurden Peroxidase, Lipoxygenase, [-1,3-Glucanase sowie Chitinase als wich-
tige PR-Proteine bei induziert resistenten Pflanzen nachgewiesen (Hammerschmidt et al., 1982;
Metraux et al., 1988; Smith und Hammerschmidt, 1988; Irving und Kuc, 1990; Metraux et al., 1990;
Avdiushko et al, 1993b; Dalisay und Kuc, 1995; Ji und Kuc, 1995; Lawton et al., 1995; Strobel et
al., 1996). So konnten Avdiushko et al. (1993b) in vergleichenden Untersuchungen mit biotischen
(C. lagenarium, TNV) sowie chemischen Induktoren (K.HPO,) zeigen, dass PR-Proteine wie
Peroxidasen, Polyphenoloxidasen, Lipoxygenase, Chitinase, [-1,3 Glucanase sowie a-Glucosi-

dase in behandelten Blattgeweben von Gurkenpflanzen akkumulierten.

Trotz intensiver Untersuchungen an den verschiedensten Wirt-Pathogen-Systemen ist die Funktion
der meisten PR-Proteine sowie ihre Wirkungsweise im Abwehrprozess der SAR bis heute nicht
eindeutig geklart. Dartber hinaus wird die Eignung von PR-Proteinen als Marker fur die SAR von
zahlreichen Forschern generell in Frage gestellt. So wird oft kritisiert, dass sich einzelne Proteine
kaum als Marker fir SAR eignen, zumal ihre Wirksamkeit gegenlber Pilzen oder Viren nur unzu-
reichend nachgewiesen worden ist. Ferner ist denkbar, dass es sich bei bestimmten PR-Proteinen

um Metaboliten eines veranderten Stoffwechsels handelt, die keine direkte Auswirkungen auf die
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Resistenzreaktionen haben muissen. Es konnte gezeigt werden, dass die Steigerung einzelner
Aktivitaten von PR-Proteinen wie z. B. der Chitinase bei Tabak nicht zu erhdhter Resistenz fuhrt
(Neuhaus et al., 1991). Ebenso wurde durch gesteigerte Aktivitaten von mehreren PR-Proteinen
bei Tabak kein Resistenzanstieg hervorgerufen (Linthorst et al., 1989). Fur verschiedene Wirt-
Pathogen-Systeme konnte nachgewiesen werden, dass die Akkumulation von PR-Proteinen nicht
fur die Ausbildung von SAR erforderlich ist (Nielsen et al., 1994). Insbesondere scheint dies dann
der Fall zu sein, wenn es sich um ISR handelt, die durch Rhizobakterien aktiviert wird (Hoffland et
al., 1995). Auch fir Kuc (1993) stellt die Steigerung der Enzymaktivitdten von PR-Proteinen wie

Glucanasen und Chitinasen keine zuverlassigen Marker fur die SAR dar.

Zumal der Schwerpunkt dieser Arbeit eher auf Untersuchungen zu biochemischen Reaktionen lag,
wurden nur ausgewahlte PR-Proteine (Peroxidase und Polyphenoloxidase) untersucht, die bei
Gurkenpflanzen hochstwahrscheinlich an Resistenzreaktionen beteiligt sind und daher als
abwehrassoziierte Proteine bezeichnet werden kénnen. Ob sie tatsachlich geeignete Marker-
enzyme der Resistenz darstellen, konnte nicht geklart werden. Untersuchungen zur Lipoxygenase-
Aktivitat wurden nicht durchgefihrt, doch kann angenommen werden, dass aufgrund der nachge-
wiesenen erhohten Lipidperoxidation nach Phosphatbehandlung (Abb. 37) auch dieses Enzym

aktiviert wird.

Peroxidasen

Peroxidasen (POX) besitzen insbesondere bei Gurken eine groRe Bedeutung hinsichtlich der Aus-
pragung von SAR (Hammerschmidt und Yang-Cashman, 1995). Aktivitatssteigerungen der POX
konnten sowohl durch biotische Induktoren (Ye et al., 1990; Goodman et al., 1996) als auch durch
chemische Induktoren lokal und systemisch nachgewiesen werden (Irving und Kuc, 1990). Insbe-
sondere scheinen POX an Lignifizierungsprozessen beteiligt zu sein (Lagrimini et al., 1987), die
bei Gurkenpflanzen als ein zentraler Abwehrmechanismus angesehen werden (Hammerschmidt
und Yang-Cashman, 1995).

Nach chemischer Induktion mit Phosphaten konnten sowohl in den Blattextrakten als auch in den
interzellularen Waschflussigkeiten Steigerungen der POX-Aktivitdten beobachtet werden (3.2.8.1).
Die Infektion mit TNV flhrte bei Gurken ebenfalls zu einer deutlichen Steigerung der POX-
Aktivitaten. Starke Anstiege in den Aktivitdten waren nach Behandlung mit K;HPO, bereits nach
einem Tag in den behandelten Blattern festzustellen, wahrend der Anstieg nach TNV-Inokulation
erst zwei Tage nach Inokulation einsetzte. In den hoéher inserierten Blattern waren die POX-
Aktivitaten durch beide Induktoren nach drei bis flinf Tagen deutlich erhdht. Interessant ist in
diesem Zusammenhang, dass beide Induktoren, welche Nekrotisierungen der behandelten Blatter
auslosten, die POX-Aktivitaten hinsichtlich der Kinetik in gleicher Weise beeinflussten. Durch beide

Induktionsmodi (TNV und Phosphat) wurden die Enzymaktivitaten in den infizierten bzw. behan-
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delten Blattern Uber einen vergleichbaren Zeitraum und mit einer &hnlichen Intensitat gesteigert,
wahrend in den hoher inserierten Blattern geringere Anstiege in den POX-Aktivitaten feststellbar
waren, die jedoch gegenuber der Kontrolle auf einem deutlich héheren Niveau lagen. Auch die fir
biotische SAR-Ausldsung typische Aktivierung verschiedener POX-Isoformen konnte lokal und
systemisch fur Phosphatbehandlungen nachgewiesen werden (Abb. 44). Auch die Behandlung mit
dem synthetischen Induktor BTH fuhrt zu Steigerungen der POX-Aktivitaten (Siegrist et al., 1997).

Fir die Phosphat-induzierte Resistenz bei Gurken sind bereits von Irving und Kuc (1990) gestei-
gerte Aktivitaten von POX und Chitinase nachgewiesen worden, so dass die hier gezeigten Ergeb-
nisse das beobachtete Phanomen bestatigen. Da die Autoren eine Korrelation von POX-Aktivitat
und SAR-Auspragung nicht nachweisen konnten, bleibt weiterhin offen, ob POX ein geeignetes

Markerenzym zur Charakterisierung von SAR ist.

Polyphenoloxidasen

Polyphenoloxidasen (PPO) kdnnen als ein Enzymkomplex angesehen werden, der bei der Bildung
von abwehrassoziierten Substanzen wie z. B. von Cumarinen und Phytoalexinen im Phenolstoff-
wechsel eine bedeutende Rolle zu spielen vermag. Ahnlich wie bei der POX, wurden Aktivitats-
steigerungen von PPO nach biotischer Induktion beschrieben (Hall et al., 1969; Bryngelsson und
Collinge, 1992). Bei chemischer Induktion mit Dichlorisonikotinsaure oder BTH wurden dagegen

nur schwache Aktivitatssteigerungen beobachtet (Staub et al., 1993; Kalix, 1996).

Nach Phosphatbehandlung sowie TNV-Inokulation konnte insbesondere in den behandelten Ge-
weben eine rasche Steigerung der PPO-Aktivitaten bereits nach 24 - 48 h nachgewiesen werden.
Systemische Aktivitatssteigerungen traten erst nach drei Tagen auf und waren hinsichtlich der
Kinetik mit der POX vergleichbar. Zudem ist die starke Akkumulation der PPO wahrscheinlich auch
auf die Entstehung von Zelltodsymptomen sowie die Bildung von ROS zurlckzufuhren, die bei

BTH vermittelter SAR nicht oder nur in geringem Ausmal auftritt.
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4.5 Wirkung von Phosphaten im System Tabak/TMV

Das Testsystem Tabak (N. tabacum cv. Xanthi nc)/TMV erwies sich zur Untersuchung der Phos-
phat-induzierten Resistenz geeignet, obwohl bei dieser Sorte bereits genetisch fixierte Resistenz in
Form von hypersensitiv reagierendem Gewebe vorliegt. Somit kann lediglich von einer Verstarkung

der genetisch fixierten Resistenz gesprochen werden.

Wie auch bei Gurkenpflanzen war die Auspragung von Resistenz nach Applikation von Phospha-
ten bei Tabakpflanzen an eine vorhergehende Nekrotisierung gekoppelt. Dabei |6sten insbeson-
dere K;PO,4 und K,HPO, diese Nekrosen und schliellich Krankheitsresistenz aus. Die Ausbildung
von TMV-Lokallasionen nach Challenge-Inokulation war auf den unbehandelten Blattern K;PO,-
bzw. K;HPO,-vorbehandelter Pflanzen hinsichtlich Anzahl und Flache stark reduziert (Abb. 47;
Tab. 11). Auf diesen Blattern, welche systemische Effekte zeigten, konnten Wirkungsgrade bis zu
80 % (Anzahl der TMV-Lasionen) bzw. bis zu 60 % (Lasionendurchmesser) sowie bis zu 96 %
(nekrotische Blattflache) erreicht werden. Die Wirkungsgrade lagen in diesem System stets niedri-
ger als in der Interaktion Gurke/C. lagenarium und auch die Wirkungssicherheit der Phosphat-

induzierten Resistenz war bei Tabak tendenziell schwacher als bei Gurke.

Das von Delaney et al. (1994) und Friedrich et al. (1996) beschriebene Testsystem nahG-
Tabak/TMV zum Nachweis der SA-Abhangigkeit von verschiedenen Induktoren wurde zur weiteren
Charakterisierung der Phosphat-induzierten Resistenz herangezogen. Im Vergleich mit biotischen
(TNV) sowie synthetischen Induktoren (BTH) konnte fur die SAR-Auslosung durch Phosphate die
Abhangigkeit von der SA-Akkumulation belegt werden. Sowohl die Inokulation mit TNV als auch
die Behandlung mit K;HPO, 18sten zwar auf den behandelten Blattern der NahG-Pflanzen Nekro-
sen aus, doch es wurde keine SA akkumuliert. Nach der Challenge-Inokulation mit TMV waren die
Pflanzen ebenso empfindlich wie die Kontrollen, so dass keine Resistenz nachzuweisen war. BTH
als SA-unabhangiger Induktor war aber auch in diesen Experimenten wirksam. Es konnte somit
gezeigt werden, dass die Induktion von Resistenz durch Nekrose-auslésende Phosphate wie auch
durch biotische Induktoren (TMV) die Akkumulation von SA erfordert.

Ahnliche Ergebnisse an Tabak wurden mit Nekrose-auslésenden chemischen Induktoren wie z. B.
3-Aminobuttersaure, Glufosinat sowie verschiedenen Aminosauren erzielt, welche ebenfalls Uber
den SA-abhangigen Signalweg eine SAR aktivieren (Siegrist et al., 2000; Orober und Siegrist,

unveroffentlicht).
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4.6 Ausblick und Bewertung

Die Nutzung des Prinzips der SAR in der landwirtschaftlichen Praxis kann einige Vorteile bieten,
wobei die Minderung des Einsatzes chemischer Pflanzenschutzmittel im Vordergrund steht.
Aufgrund der unspezifischen Wirkung von Resistenzinduktoren gegenuber verschiedenen Patho-
genen ist die SAR als ein alternatives Konzept zur Bekampfung von Krankheiten geeignet, gegen
die keine Pflanzenschutzmittel zugelassen sind bzw. keine wirksamen Mittel existieren. Ferner ist
die Gefahr einer Resistenzbildung als gering einzustufen, da mehrere Abwehrmechanismen inner-
halb der Pflanze wirksam werden. Dariber hinaus ist die Zulassung von Resistenzinduktoren zu-
mindest in Deutschland einfacher als bei Pflanzenschutzmitteln, da sie als Pflanzenstarkungsmittel
einem vereinfachten Zulassungsverfahren unterliegen. Demgegenuber ist als Nachteil zu werten,
dass Resistenzinduktoren stets protektiv appliziert werden missen, so dass sie nicht in das Kon-
zept der integrierten Produktion einzugliedern sind und die Anwendung nicht nach dem Schad-
schwellenprinzip mdglich ist. Zudem verleiht die SAR keinen vollstdndigen Schutz gegeniber
Krankheiten, so dass i. d. R. ein Restbefall auftritt, welcher bei einigen Kulturen aus Griinden der

Qualitat bzw. niedriger Schadschwellenwerte nicht tolerierbar ist.

Der Einsatz von Phosphaten als Pflanzenschutzmittel, bietet zudem weitere interessante
Perspektiven. Es handelt sich um relativ preisgiinstige chemische Verbindungen, die insbesondere
Okotoxikologisch als unbedenklich einzustufen sind. Die Nutzung des Prinzips der induzierten
Resistenz unter Feldbedingungen durch Blattapplikation von Phosphaten erscheint somit als eine
attraktive Alternative bzw. Erganzung zum Einsatz von Fungiziden, deren Aufwandmengen
aufgrund der unterstitzenden Wirkung von Phosphaten vermindert werden kdénnten. Zudem ist die
Dungerwirkung zu erwahnen, da es sich bei Phosphat um einen essentiellen Makronahrstoff
handelt. Phosphate lie3en sich somit als Resistenzinduktoren sowie als Blattdiinger gleich doppelt

nutzen.

Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zum Wirkungsmechanismus der Phos-
phat-induzierten SAR ist die Nutzung dieser Verbindungen als Pflanzenschutzmittel generell kri-
tisch zu werten. Phosphate waren nicht bei allen untersuchten Pflanzenarten als Resistenz-
induktoren wirksam. Die Wirkungssicherheit ist geringer als bei chemischen Pflanzenschutzmitteln
und zudem an eine aufwendige Applikationstechnik gekoppelt. Es muss sichergestellt werden,
dass die Applikation zur Bildung kleiner Tropfen an den Blattern flhrt und eine langere Blattnasse-
periode von mehreren Stunden gewahrleistet ist, um die Bildung von Primarnekrosen hervorzuru-
fen. Dieses ist in der Praxis jedoch nur schwer sicherzustellen, da die Blattoberflachen vieler
Kulturpflanzenarten unterschiedlich beschaffen sind und auch innerhalb einer Pflanzenart stark
differieren kdnnen. Umwelteinfliisse wie Wind und Sonneneinstrahlung kénnen sich ebenfalls als

zusatzliche und schwer kalkulierbare Risiken erweisen.
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Generell dirfte der zur Auslésung von SAR notwendige Mechanismus (Zelltod mit anschliel3ender
Nekrotisierung) fur Phosphate nur schwer in der Praxis akzeptiert werden, da diese Nekrosen i. d.
R. als Phytotoxizitdtssymptome und somit als unerwilnschte Erscheinung angesehen werden.
Diese Simulation Pathogen-verursachter Nekrosen bei gleichzeitiger Steigerung des Abwehr-
potentials durfte sich ebenso problematisch in die Praxis eingliedern lassen, wie der bereits be-
schrittene Versuch der Vorinkulation mit Pathogenen zwecks Auslésung von SAR. Obwohl bei
Phosphaten die Bereitschaft zum Einsatz hdher sein dirfte als bei der Ausbringung von
Pathogenen, bleibt die optisch unerwiinschte Bildung von Nekrosen essentiell und eine visuell
scheinbare Schadigung des Bestandes diirfte kaum als MaRhahme angesehen werden, die zur
Gesunderhaltung des Bestandes dient. In bestimmten Kulturen, fur die keine geeigneten bzw. zu-
gelassenen Pflanzenschutzmittel existieren, ware die Nekrotisierung durch Phosphate unter
Umstanden tolerierbar. Ferner ist insbesondere bei Kulturen mit langer Vegetationsdauer eine
wiederholte Applikation von Phosphaten zur Aufrechterhaltung der SAR notwendig. Ob eine solche
Auffrischung durch mehrmalige protektive Applikationen unter Produktionsbedingungen ange-

nommen wird, kann in Frage gestellt werden.

Des Weiteren sind die physiologischen Energiekosten des pflanzlichen Metabolismus und der Ver-
lust photosynthetisch aktiver Blattflache bisher nicht ausreichend in Bezug zu SAR untersucht bzw.
quantifiziert worden. Es stellt sich weiterhin die flir samtliche landwirtschaftlichen Produktions-

prozesse entscheidende Frage, ob SAR nicht negative ertragswirksame Einfliisse hat.

Als lokal bzw. direkt gegen Pathogene wirkende Substanzen ist der Einsatz von Phosphaten eher
denkbar als ihr Einsatz als SAR-Induktoren. Bei dieser Anwendungsart wird jedoch ein antagonis-
tisches Prinzip unter Ausnutzung der antifungalen Wirkung (u.a. aufgrund der hohen Salzkon-
zentration bzw. der Kristallstruktur der Rickstande) praktiziert, das deutlich von der SAR abzu-
grenzen ist. Fur den praktischen Einsatz ist die Einteilung der Effekte nach Wirkungsmechanismen
jedoch sekundar, so dass die Nutzung aller drei mdglichen Wirkungsmechanismen (direkte
Wirkung, LAR und SAR) mdglich ist.

Weitere denkbare Probleme beim Einsatz von Phospaten in der Praxis kénnen sich aus den
Kosten ergeben, da die erforderlichen hohen Aufwandmengen (0,5 — 1 %) sowie mehrfache Appli-
kationen weniger attraktiv sein kénnten. Fir die Praxis gilt es dann zu entscheiden, ob preisglins-
tige Fungizide, die nur 1 — 2 mal angewendet werden mussen und zudem auch héhere Wirkungs-

grade aufweisen, nicht vorzuziehen sind.
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5. Zusammenfassung

Wahrend die Mechanismen der biotischen Resistenzinduktion bereits intensiv untersucht wurden,
sind die Kenntnisse Uber die Wirkungsweise der meisten abiotischen Resistenzinduktoren noch
unzureichend. Ein solches Beispiel stellt die Auslésung von SAR (systemisch aktivierter Resistenz)
durch Blattapplikation anorganischer Phosphate in Form von Diingerlésungen dar. Neben dem
ertragswirksamen Effekt durch zusatzliche Nahrstoffzufuhr konnte in zahlreichen landwirtschaft-
lichen Kulturpflanzenarten nach Blattapplikationen von Phosphatdiingern Resistenz insbesondere
gegenuber pilzlichen Pathogenen hervorgerufen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde versucht, die zellularen Reaktionen zu erfassen, die nach einer Applikation von Phosphat-
verbindungen zur Resistenzausldsung fiihren. Insbesondere wurden die durch Phosphat hervorge-
rufenen frihen Prozesse der Resistenzaktivierung vergleichend mit anderen Formen der Resis-
tenzauslosung (biotische Induktion, Induktion durch synthetische Pflanzenaktivatoren) mittels

biochemischer Methoden untersucht.

Diese Fragestellung wurde anhand verschiedener Wirt-Pathogensysteme bearbeitet, wobei fir die
biochemischen Untersuchungen die Interaktion Gurke/Colletotrichum lagenarium im Mittelpunkt
stand. Bei Gurkenpflanzen konnte durch die Applikation basischer Kalium- und Natrium-Phosphate
im Konzentrationsbereich von 10 — 100 mM systemische Resistenz gegenuber verschiedenen
pilzlichen Schaderregern hervorgerufen werden. Gegenulber der Brennfleckenkrankheit, hervor-
gerufen durch C. lagenarium, manifestierte sich die SAR in einer starken Verminderung der Anzahl
sowie des Durchmessers der durch den Pilz hervorgerufenen Lasionen auf den héher inserierten,
unbehandelten Blattern. Wirkungsgrade von uber 95 % konnten in diesem System erzielt werden.
Geringere Wirkungsgrade wurden gegenuber dem Echten Gurkenmehltau, verursacht durch
Sphaerotheca fuliginea, (bis zu 70 % Befallsreduktion) und gegenuber dem Falschen Mehltau,
hervorgerufen durch Pseudoperonospora cubensis, (bis zu 50 %) festgestellt. In Tabak war eine
Steigerung der Resistenz gegentiber dem Befall mit TMV nachzuweisen. Zur Auspragung der SAR
war ein minimales Induktionsintervall von drei Tagen erforderlich, maximale Effekte wurden nach

sieben bis acht Tagen festgestellt.

Fir eine erfolgreiche SAR-Auslésung war die Bildung von chlorotischen/nekrotischen Lasionen auf
den Phosphat-behandelten Pflanzenteilen notwendig. Es konnte gezeigt werden, dass der Grad
der durch Phosphat verursachten Gewebenekrotisierung mit der eingesetzten Induktorkon-
zentration und der resultierenden SAR-Auspragung korrelierte. Die Verhinderung der Gewebe-
nekrotisierung durch gezielte Steuerung der experimentellen Bedingungen war mit dem Ausblei-
ben der SAR-Auslésung verbunden. Mittels histochemischer Farbemethoden konnte bereits 48 h
nach der Phosphatbehandlung das Auftreten deutlich abgegrenzter kleiner Bereiche mit toten

Zellen nachgewiesen werden. Dem lokalen Zelltod ging die Bildung von reaktiven Sauerstoff-
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spezies voraus. Dabei konnte die Bildung von Superoxidanionen bereits 6 h nach der Behandlung
nachgewiesen werden, wahrend Wasserstoffperoxid nach ca. 24 h vermehrt im behandelten Ge-
webe auftrat. Auch eine erhdhte Lipidperoxidation als Folge der durch reaktive Sauerstoffspezies
initiierten Membranzerstdérung konnte in den behandelten Blattern nachgewiesen werden. Die
Untersuchungen der frih initilerten Reaktionen nach der Phosphatbehandlung zeigten deutliche
Ubereinstimmungen mit den Prozessen, welche nach biotischer Induktion mit dem ebenfalls

Nekrose-hervorrufenden Tabak-Nekrose-Virus (TNV) zu beobachten waren.

Als ein bedeutendes Signalmolekil bei der Auspragung und Weiterleitung der SAR ist in Gurken-
pflanzen die Salizylsaure anzusehen. In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass es nach der Phosphatapplikation in den behandelten Blattern zu einem schnellen Anstieg an
freier sowie glucosidisch gebundenener Salizylsaure kam. Bereits ein bis zwei Tage nach der
Phosphatbehandlung war, wie nach biotischer Resistenzinduktion mittels TNV-Inokulation, ein
stark erhohter Salizylsauregehalt in den behandelten Blattern nachzuweisen. In den Pflanzenteilen
mit systemischer Resistenzauspragung wurde nach drei bis sechs Tagen ebenfalls ein Anstieg des
Salizylsauregehalts festgestellt, wobei die Zunahme deutlich geringer war als in den behandelten
Blattern. Anhand von Experimenten mit transgenen nahG-Tabakpflanzen konnte gezeigt werden,
dass eine Steigerung der Resistenz durch Phosphate sowie durch TMV-Inokulation von der Akku-

mulation der Salizylsaure im behandelten Gewebe abhangt.

Die erfolgreiche Resistenzauslosung durch Phosphate aulierte sich in Gurkenpflanzen mit der fir
diese Pflanzenart charakteristischen Steigerung bestimmter Abwehrenzyme. So waren insbeson-
dere im Apoplasten die Aktivitdten von Peroxidasen sowie Polyphenoloxidasen gegentber Kon-

trollpflanzen in allen Pflanzenteilen stark erhoht.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dass die Behandlung mit Nekrose-auslésenden Chemika-
lien wie Phospatverbindungen zelluldre Reaktionen hervorrufen, die auch nach einer biotischen
Resistenzinduktion durch Mikroorganismen vielfach nachgewiesen wurden. Somit kann gefolgert

werden, dass Blattapplikationen von Phosphaten eine biotische Induktion imitieren.
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5. Summary

While the mechanisms occurring following the induction of resistance by biotic inducers have been
intensively investigated in the past years the mode of action of the most abiotic inducers is poorly
understood. A typical example for this is the induction of systemic acquired resistance (SAR) by
application of anorganic phosphates as nutrient solution. Beside the observed increase in yield an
enhanced resistance in several plant species against pathogens was described following foliar
applications of phosphates. The aim of this study was to investigate the cellular reactions leading
to SAR after foliar phosphate application. The early biochemical responses of the resistance acti-
vation by phosphates have been compared with other forms of induction of SAR such as the biotic

induction with pathogens and treatment with synthetic plant defense activators.

Several host/pathogen-systems have been tested to elucidate this mechanisms but especially the
interaction cucumber/Colletotrichum lagenarium was used for the biochemical studies. The appli-
cation of basic potassium and sodium phosphates in the range of 10 — 100 mM induced SAR
against several fungal pathogens. The induction of resistance against anthracnose caused by C.
lagenarium resulted in a reduction of the number of necrotic lesions and a significant decrease of
the lesion diameters on the upper, non-treated leaves. Efficacy levels of more than 95 % could be
achieved against this disease. Lower efficacy levels were observed against powdery mildew
caused by Sphaerotheca fuliginea (< 70 %) and downy mildew caused by Pseudoperonospora
cubensis (< 50 %), respectively. In tobacco foliar phosphate application enhanced resistance
against TMV. In cucumber and tobacco SAR was apparent after an interval of three days between

inducer treatment and inoculation, but maximum protection was achieved after seven to eight days.

For successful induction of SAR the occurrence of chlorotic/necrotic lesions on the phosphate
treated inducer leaves was necessary. A strong correlation between the intensity of tissue necroti-
zation caused by phosphates, the phosphate concentration and the degree of protection was
observed. If no necrotic reactions were expressed by modified experimental conditions also no
SAR was detectable. Using histochemical staining procedures the occurrence of cell areas
showing dead cells could be demonstrated 48 h after phosphate treatment. This localized cell
death was preceded by the generation of reactive oxygen species. Superoxide anions were
detected 6 h after phosphate treatment and hydrogen peroxide was generated after 24 h.
Enhanced lipid peroxidation as consequence of the membrane deterioration by reactive oxygen
species was observed in the treated leaves. The results of the early biochemical reactions
following phosphate treatment showed striking similarities with the reactions occurring after biotic

induction with necrotizing pathogens as tobacco necrosis virus (TNV).
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An important signal molecule in the process of the establishment of SAR in cucumber plants is
salicylic acid. The studies demonstrated that local phosphate treatments induced a rapid increase
of the concentrations of free and bound salicylic acid in the treated leaves. In non-treated distal
plant tissues exhibiting SAR a systemic increase of salicylic acid concentrations was observed
after three to six days following the inducer treatment. In general, this systemic increase was at
lower levels compared to the treated leaves. Experiments with transgenic nahG-tobacco plants
showed that the expression of SAR by phosphate treatments and TNV-inoculation was strictly

dependent on the accumulation of salicylic acid.

Successful induction of SAR by phosphates was accompanied by increased activities of charac-
teristic defense-related enzymes. Especially in the apoplastic compartments of the induced plants

the activities of peroxidases and polyphenoloxidases were highly increased.

In this study it could be shown that treatments with necrotizing chemicals such as phosphates
cause similar cellular reactions as observed after biotic induction with pathogens which resulted in
expression of SAR. Therefore it can be assumed that foliar phosphate treatments imitate the biotic

induction of systemic acquired resistance.
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