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I EINLEITUNG

1 Einfluss erhohter atmospharischer CO,-Konzentrationen und
Stickstoffdiingung auf den Stoffwechsel der Pflanzen

1.1 Global Change—der Anstieg atmospharischer CO,-Konzentration

Im Laufe der Erdgeschichte schwankte die CO»-Konzentration der Atmosphare
betrachtlich. Sie wies Konzentrationsmaxima von bis zu 7000 ppm CO, auf. Als vor
uber 460 Millionen Jahren die phototrophen Organismen das Land eroberten, lag die
CO,-Konzentration um 6000 ppm. Mit der Entwicklung der samenlosen
Gefalpflanzen (Pteridophyten) fiel der CO,-Gehalt der Atmosphare drastisch ab. Seit
ca. 25 Mio. Jahren hielt sich die Konzentration unter 350 ppm (PEARSON UND PALMER,
2000). Die Rekonstruktion der Zusammensetzung der Atmosphare der letzten
Jahrtausende aus polaren Eiskernen zeigte, dass die COj-Konzentration seit etwa
400 000 Jahren zwischen 190 ppm wahrend der glazialen Eiszeiten und um ca.
280 ppm wahrend der Warmzeiten pendelte (PETIT et al. 1999).

Seit Beginn der Industrialisierung um das Jahr 1800 ist ein annahernd exponentieller
Anstieg der CO,-Konzentration der Atmosphare von 280 ppm auf heute 370 ppm zu
verzeichnen (Abbildung 1, INTERGOVERNMENTAL PANEL OF CLIMATE CHANGE 2001).
Dieser Anstieg ist Uberwiegend auf anthropogene Eingriffe in den
Kohlenstoffkreislauf zurtickzufihren. Die Nutzung fossiler Brennstoffe wie Kohle,
Erddl und Erdgas sowie die gleichzeitige Rodung gewaltiger Waldareale und die
Zunahme der landwirtschaftlich genutzten Flachen flUhrte zu einer massiven
Verschiebung des terrestrisch gebundenen Kohlenstoffs hin zur Atmosphare. Etwa
die Halfte der momentanen anthropogenen CO,-Emissionen (7 Gt/a) wird von den
Ozeanen (2 Gt/a) und von den Landdkosystemen (2 Gt/a) als CO,-Senke absorbiert.
Die Differenz von 3 Gt CO; verbleiben dabei jahrlich in der Atmosphare (KNORR, MPI
fur Meteorologie, Hamburg). Das ,INTERGOVERNMENTAL PANEL OF CLIMATE CHANGE®
(IPCC) hat eine Serie von Szenarien zu Energieverbrauch und Landnutzung
entwickelt, die zu dem Ergebnis kamen, dass diese in den nachsten Jahrzehnten
weiterhin ansteigen werden. Die damit einhergehende Steigerung der CO,-Emission

wird zu einer weiteren Zunahme des atmospharischen CO»-Gehalts flihren.
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Abbildung 1: Jahrlicher CO,-Anstieg in ppm (links) und jahrliche Zuwachsrate der CO,-Zunahme in
ppm/a (rechts) (Dr. Pieter Tans, NOAA, Colorado, http://www.cmdl.noaa.gov/ccgg)

Da CO, eines der Haupttreibhausgase unserer Atmosphare ist, konnte eine
Erhéhung der globalen CO2-Konzentration um jahrlich ca. 1,5 ppm (Abbildung 1) zu
einer Erwarmung der mittleren Temperatur der Atmosphare fuhren und so zu einer
Veranderung des momentanen Klimas der Erde beitragen. Aber auch auf die
terrestrische Biosphare hat der Anstieg der CO,-Konzentration der Atmosphare

grofRe Auswirkungen.

1.2 Einfluss erhohter atmospharischer CO.;-Konzentrationen auf den
Stoffwechsel der Pflanzen

Dass erhdhte CO,-Konzentrationen das Wachstum von Pflanzen stimulieren, wurde
bereits 1804 von DE SASSURE (zit. in KIMBALL et al. 1993) festgestellt, und Justus von
Liebig bewies vor 120 Jahren, dass CO; die Quelle fur den Kohlenstoffgewinn der
Pflanzen in der Photosynthese ist. So zeigt ein Grolteil von landwirtschaftlichen
Kulturpflanzen bei Wachstum unter erhéhten CO,-Konzentrationen von 700 ppm eine
durchschnittliche Steigerung der Biomasse um ca. 30 % (FANGMEIER und JAGER,
2001). Auch konnte eine beschleunigte Entwicklung von verschiedenen
Pflanzenarten durch erhéhte CO,-Konzentrationen beobachtet werden (GEIGER et al.
1999, MARoCO et al. 1999). POORTER (1993) postuliert, dass schnellwachsende
Pflanzen (Konkurrenz um Licht) unter erhohtem CO»-Gehalt deutlich mehr
Trockensubstanz gegenutber den Kontrollpflanzen akkumulieren. Pflanzen, die
andere Uberlebensstrategien (robuster gegen Umweltstress) verfolgen, zeigen eine
deutlich geringere Zunahme an Trockensubstanz gegenuber den Kontrollpflanzen.
Dennoch ist nicht geklart, zu welchen Anpassungserscheinungen eine erhdohte CO»-
Konzentration in der Atmosphare in hdheren Pflanzen flhrt. Haufig kommt es
zunachst zu einer signifikanten Steigerung der Nettophotosynthese durch CO,

(AMTHOR 1995). Bislang verfugbare Daten weisen darauf hin, dass eine Erhéhung
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der atmospharischen COjz-Konzentration zu einer Verschiebung des C/N-
Verhaltnisses in der Pflanze fuhrt (PENUELAS und ESTIARTE 1998, POORTER et al.
1997). Ertragssteigerungen wurden auf den Anstieg des C/N-Verhaltnisses unter
erhdhten CO,-Konzentrationen zurlckgefuhrt (LUDEWIG 1998).

Eine Verdopplung der CO,-Konzentration auf 700 ppm fuhrt haufig auch zu einer
Reduzierung der stomataren Leitfahigkeit (gs) (REINIG 1994). In einer Studie aus dem
Jahr 1987 (WoobwARD 1997) wurde die Dichte der Stomata pro Blattfache einer
Pflanzensammlung maRig-krautiger Arten aus dem Jahre 1787 mit der Dichte
heutiger Pflanzen verglichen. Dabei fand WOODWARD eine Verringerung der
stomataren Dichte der Blatter um 67 %. Durch das Herabsetzen der stomataren
Leitfahigkeit bleibt das Ci/C, Verhaltnis (interner CO»-Gehalt/externer CO,-Gehalt)
der Pflanzen konstant. Auch bei Langzeituntersuchungen konnte meist keine
signifikante Veranderung des C/C, Verhaltnisses beobachtet werden (SAGE 1994).
Bowes (1996) konnte zeigen, dass durch eine Verdopplung des CO,-Gehalts der
interne CO,-Gehalt (C;) der Pflanzen von 245 auf 490 ppm stieg. Auch die
Wassernutzungseffizienz (WUE, Water Use Efficiency) wird unter erhohten CO,-
Bedingungen signifikant verbessert (MORISON 1993). Zusammenfassend kann man
feststellen, dass sich erhohtes CO; in einer verbesserten Ressourcenausnutzung der
Pflanzen niederschlagt. Dem liegt vor allem eine verbesserte
Stickkstoffnutzungseffizienz (= produzierte Biomasse pro Menge aufgenommenen
Stickstoffs) und ein verbesserter Wasserhaushalt zu Grunde (COTRUFO et al. 1998).
Unter den zurzeit vorherrschenden CO,-Konzentrationen ist das in den Chloroplasten
der Pflanzen vorkommende Enzym Ribulose-1,5-biphosphat-carboxylase/oxygenase
(RUBISCO) nicht CO,-gesattigt (SITTE et al. 1998). Hinzu kommt die Konkurrenz der
RUBISCO durch O, bei der Oxygenase-Reaktion, so dass C3-Pflanzen bei den
heutigen CO,/O, Partialdruckverhaltnissen nur 60-70 % ihrer potentiellen
Photosynthesekapazitat nutzen (Bowes 1993). Eine erhohte CO,-Konzentration der
Atmosphare fuhrt deshalb zu einer Steigerung der Carboxylierungsreaktion der
RUBISCO. Dieses wirkt sich in einem Netto-Kohlenstoffgewinn fur die Pflanzen aus
(DRAKE et al. 1997). Weiterhin hat eine erhdhte CO,-Konzentration einen starken
Effekt auf die Photorespiration. Nach FANGMAIER und JAGER (1998) hat eine
Verdopplung der atmospharischen CO»-Konzentration eine Halbierung der

Photorespiration zur Folge.
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Eine langer anhaltende COj-Exposition fuhrt allerdings bei vielen Pflanzen nach
einer anfanglichen Steigerung zum Ruckgang der Photosyntheseleistung. Dieser
Befund wird als ,Akklimatisierung®“ bezeichnet (STITT 1991, LAWSON et al. 2001). Die
Abnahme des Gehalts an RUBISCO sowie deren verringerte Aktivitat werden im
Zusammenhang mit der ,Akklimatisierung® diskutiert. In Tomatenblattern sanken
nach einer CO,-Behandlung Transkripte der Proteine, die an der Photosynthese
beteiligt sind, wie z.B. Transkripte fur die kleine Untereinheit der RUBISCO und die
Transkripte fur die RUBISCO-Aktivase (VAN OOSTEN und BESFORD 1995). XIAO et al.
(2000) beobachteten bei Arabidopsis thaliana eine Hemmung der Genexpression
photosynthetisch aktiver Enzyme durch hohe Konzentrationen an nichtstrukturellen
Kohlenhydraten. Einen direkten negativen Zusammenhang zwischen den
Zuckergehalten und der Transkriptmenge von Genen der Photosynthese sowie des
Calvin-Zyklus zeigten ebenfalls VAN OOSTEN und BESFORD (1995) sowie HERBERS et
al. (1996). JANG und SHEEN (1997) sowie KocH (1996) konnten in diesem
Zusammenhang zeigen, dass gleichzeitig Gene fur die Speicherung und Umsetzung
der Kohlenhydrate induziert werden. In diesem Zusammenhang wird der Hexokinase
eine wichtige regulatorische Rolle zugeschrieben (GiBsON 2003, MOORE et al. 2003).
AMTHOR (1995) vermutet auch eine direkte Inhibierung der Dunkelatmung durch
erhohtes CO», wobei der Mechanismus noch ungeklart ist.

Auch die Regeneration des Substrats der RUBISCO, Ribulose-1,5-bisphosphat, ist
bei erhdhter CO,-Konzentration aufgrund eines veranderten Elektronentransports in
der Thylakoidmembran und einer langsameren Regeneration des anorganischen
Phosphats wegen einer verringerten Aktivitat von Enzymen des Calvin-Zyklus
limitiert (MCKEe et al. 2000, SAGE und COLEMAN 2001). Aufgrund der
,Downregulierung“ der Photosynthese nach Akklimatisierung durch erhdhte CO,-
Konzentrationen ist der Bedarf an Stickstoff flr photosynthetisch aktive Enzyme
geringer. Dieser kann so fur die Synthese von Sekundarmetaboliten der
Pathogenabwehr und fur das Pflanzenwachstum verwendet werden. AufRerdem
kommt es durch eine erhdhte COj-Konzentration nach STITT (1999) zu einer
Hochregulierung der Nitratassimilation. GEIGER et al. (1998) sehen diese Steigerung
der Nitratassimilation in einer direkten Aktivitatssteigerung der Nitratreduktase durch
CO,. Das Blattalter spielt neben der Nahrstoffversorgung bei dem Prozess der
~Akklimatisierung“ ebenfalls eine Rolle. In vielen Versuchen wurde die Abnahme der

Photosyntheserate mit zunehmendem Pflanzenalter aber auch im vertikalen
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Altersgradienten, d.h. von jungen zu alten Blattern einer Pflanze, beschrieben, wobei
die Abnahme unter erhohter COj-Konzentration schneller erfolgte als unter
ambienten CO2-Bedingungen (MILLER et al. 1997, LUDEWIG 1998).

Erhdhte CO,-Konzentrationen haben unterschiedlichste Auswirkungen auf die
Qualitat des Pflanzengewebes. Es kommt zu einer vermehrten Akkumulation von
Kohlenhydraten in den Blattern einerseits wodurch sich der relative Stickstoffgehalt
der Blatter verringert.

Neben der Akkumulation von strukturellen und nichtstrukturellen Kohlenhydraten
wurde in vielen Pflanzenarten auch eine Akkumulation I6slicher phenolischer
Inhaltsstoffe beschrieben (POORTER et al. 1997). Da sekundare Inhaltsstoffe von
Bedeutung fur die Pathogenabwehr sind, lassen sich Konsequenzen fur die

Interaktion von Pflanze und Pathogenen erwarten.

1.3 Einfluss erhohter Stickstoffdiingung auf den Stoffwechsel der
Pflanzen

Stickstoff steht als molekularer Stickstoff (N2) den Pflanzen in der Atmosphare in
unbegrenzter Menge =zu Verfligung: 10"°-10"°t gegeniber 6x10°t in der
Phytomasse. Jedoch ist die Aktivierungsenergie flr die Spaltung des Stickstoffs so
hoch, dass nur einige Gruppen von Mikroorganismen zu Nutzung von Ny in der Lage
sind. Pflanzen sind daher auf die Aufnahme des Stickstoffs in Form von NH;" oder
NOs3™ angewiesen (ESSER 1999).

Zwei der wichtigsten Kontrollpunkte, die den C- und N-Primarstoffwechsel in
Pflanzen koordinieren, sind die Nitratreduktase (NR) und die Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase (PEPC) (FOYER et al. 2003). Nach Aufnahme des Nitrats aus dem
Boden wird Nitrat durch die Nitratreduktase (NR) Uber mehrere Schritte zu NH,"
reduziert. Dieses wird anschlielend im GOGAT (Glutamin-Oxoglutarat-
Aminotransferase)-Weg zu Glutamin assimiliert. Glutamin dient dann zur Synthese
weiterer Aminosauren. Durch die Photorespiration wird ebenfalls, zusatzlich zur
Aufnahme aus dem Boden, NH;" zur Verfligung gestellt. Die Nitratassimilation lauft
allerdings nur dann ab, wenn durch die COy-Assimilation genlgend
Kohlenstoffgeruste bereitgestellt werden. Nitrat und Licht, Glukose und andere
Kohlenhydrate stimulieren, Glutamin und andere Aminosauren hemmen hingegen
die Nitratreduktase (STITT et al. 2002). Das ,Futtern® von Tabak mit einer

Zuckerlosung fuhrte zu einer Steigerung der NR-Aktivitat und der
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Aminosauresynthese (MORCUENDE et al. 1998). GOJON et al. (1998) diskutierten eine
starke ,Feedback®-Regulation von Nitrat bei der Nitrataufnahme der Pflanzen. Dieses
Ergebnis konnte jedoch von verschiedenen Autoren nicht belegt werden. Sie
beobachteten, dass eine hohe interne Nitratkonzentration nicht zu einer
,Downregulierung“ der Nitrataufnahme flihrte (SCHEIBLE et al. 1997). STITT und KRAPP
(1999) diskutierten eine ,Feedback‘-Hemmung der Nitrataufnahme durch Produkte
der Nitratassimilation, aber nicht durch Nitrat selbst. Eine hohe Nitratassimilation,
stimuliert durch erhdhte N-Versorgung (FOYER et al. 2003), hat eine Abnahme der
Kohlenhydratsynthese zur Folge. Uber die Glykolyse wird mehr Kohlenstoff in
Phosphoenolpyruvat (PEP) umgewandelt, welches dann in den Malatzyklus oder in
den Aminosaurezyklus geht (STITT 2002). Dabei kommt Malat eine wichtige Rolle bei
der Minderung der Alkalisierung der Zelle wahrend der Nitratassimilation zu
(RADEMACHER et al. 2002). Die Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) katalysiert
dabei die Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat (OA) im Cytosol. In C4 und CAM
Pflanzen unterstutzt PEPC zusatzlich die CO»-Fixierung.

Glutaminsynthetase

Nitratreduktase Nitritreduktase m
[ ] P P I ]
NOs | | NO2 | | NHs || GIn |T' Gu | AsT

aOG
Redoxaquivalente ) T
Citrat
I OA [ Malat?
AcCoA
Pyr
T PEPC
Starke | PEP
ADP-GPs (-B“
CO, » Saccharose

Saccharose-Phosphat-Synthase

Abbildung 2: Einfluss einer erhdhten Stickstoffdingung auf den Priméarstoffwechsel (nach STITT
(1999), verandert). PEPC = Phosphenolpyruvat Carboxylase, PEP = Phophoenolpyruvat, Pyr =
Pyruvat, AcCoA = Acetyl-CoA, OA = Oxalacetat, aOG = a-Oxoglutarat, ADP-GPs = ADP-Glukose
Pyrophosphorylase, GIn = Glutamat, Glu = Glutamin, AS = Aminosauren
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Den grofdten Teil des Stickstoffs nehmen Kartoffelpflanzen in der ersten Halfte der
Vegetationsperiode auf (MILLARD und MARSHALL 1986). Nach Messungen von VOs
(1999) verlauft die Aufnahme von Stickstoff in die Knollen aber Uber die gesamte
Vegetationsperiode linear, was bedeutet, dass in der zweiten Halfte der
Kulturperiode der Stickstoff vom Kraut in die Knollen umverlagert werden muss. Eine
Umverteilung des Stickstoffs findet aber nicht nur vom Kraut in die Knollen statt,
sondern auch innerhalb der Blatter. Durch die Beschattung der unteren
Blattpositionen kommt es zu einem Abtransport von Stickstoff aus den niederen in
die hdheren Blattetagen. Mit zunehmender N-Aufnahme steigt auch die oberirdische
Biomasse. Allerdings ist dieser Anstieg nicht linear, sondern erreicht mit steigender
N-Gabe einen Sattigungsbereich (Vos 1995). Diese Ergebnisse zeigen, dass
Veranderungen der N-Verfugbarkeit grof’e Auswirkungen auf den pflanzlichen
Metabolismus haben. Dabei wird der Primarstoffwechsel ebenso wie der
Sekundarstoffwechsel der Pflanzen beeinflusst. Daraus ergeben sich interessante
Ansatzpunkte zum Verstandnis der Pathogenabwehrmechanismen von Pflanzen
(Abbildung 3).

CO2 NT

I

Verandertes C/N-Verhaltnis

i

Verandertes Profil der
Metabolite des Primar- und
Sekundarstoffwechsels

l

Veranderte Pathogenresistenz ?

Abbildung 3: Einfluss erhthter CO,-Konzentrationen und einer erhohten Stickstoffdiingung auf
Pflanzen und ihr Resistenzverhalten gegentiber Pathogenen.
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2 Pathogenabwehrmechanismen der Pflanzen

21 Formen der pflanzlichen Resistenz

Pflanzen sind stetig diversen Umweltbedingungen ihres Standorts ausgesetzt. Sie
haben daher ein breites Spektrum an biochemischen und morphologischen
Mechanismen entwickelt, um entwicklungshemmende Situationen wie Trockenheit,
mechanische Verletzung, Temperaturstress, UV-Strahlung und den Befall durch
phytopathogene Organismen zu uberstehen. Doch im Vergleich zu Vertebraten
besitzen Pflanzen kein hochspezialisiertes Immunsystem, das bei Erkrankung
schnell spezialisierte Zellen zum Infektionsort transportiert, um eindringende
Organismen abzuwehren. In Pflanzen besitzt indes jede Zelle die Fahigkeit, auf
Infektionen zu reagieren und Abwehrreaktionen zu aktivieren (EBEL UND MITHOFER
1998). Dabei weisen die Signaltransduktionswege haufig Parallelen zu den
Prozessen der angeborenen Immunitat von tierischen Zellen auf (COHN et al. 2001,
NURNBERGER UND ScHEEL 2001). Pflanzen sind fortlaufend dem Befall durch Insekten,
Bakterien, Viren und Pilzen ausgesetzt. Trotz dieser Vielfalt von Schadlingen kommt
es dabei nur selten zu einer Besiedlung der Pflanzen. Die Grunde hierfur liegen in
den verschiedenen Resistenz- und Abwehrmechanismen der Pflanzen (DANGL 2001,
JACKSON 1996). Die am weitesten verbreitete Form der Resistenz ist die
,Nichtwirtresistenz“ oder Basisresistenz. Hier stellt eine Pflanzenspezies keinen Wirt
fur ein spezifisches Pathogen dar, da dieses die konstitutiven Barrieren nicht
uberwinden kann (HEATH 2000). Wird die Pflanze dennoch von einem Pathogen
parasitiert, kann der befallene Bereich sofort durch die Aktivierung induzierbarer
Abwehrmechanismen lokal abgegrenzt werden. Diese Mechanismen der
,Nichtwirtsresistenz® werden auch unter dem Begriff der Basisinkompatibilitat
zusammengefasst, die Interaktion wird dann als inkompatibel bezeichnet. Sind die
Abwehrmechanismen der Pflanzen unzureichend, kann die Basisresistenz durch das
Pathogen Uberwunden werden und man spricht von einer kompatiblen Interaktion:
die Pflanze erkrankt (HAMMOND-KOSACK UND JONES 2000, HEATH 2000).

Die zweite Form der Resistenz, die sich im Laufe der Evolution als Folge der
Koexistenz von Pflanzen und Pathogenen gebildet hat, ist die sortenspezifische
Wirtsresistenz eines an sich suszeptiblen Pflanzenkultivars (HEATH 2000, RAUSCHER
2001). Bei diesen Wirtsresistenzen unterscheidet man eine generelle oder auch

horizontale Resistenz von einer spezifischen oder auch vertikalen Resistenz. Die
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horizontale Resistenz einer Wirtspflanze wird haufig auch als Feldresistenz
bezeichnet. Sie ist im Vergleich zur monogenetischen Determination der vertikalen
Resistenz polygen bestimmt und gegenuber allen Rassen eines Pathogens wirksam.
Die vertikale Resistenz ist rassenspezifisch und beruht auf dem Vorhandensein eines
Avirulenzgens (Avr-Gen) des Pathogens sowie einem dominanten komplementaren
Resistenzgen (R-Gen) der Wirtspflanze. Die Genprodukte sind Voraussetzungen
einer inkompatiblen Interaktion. Diese Inkompatibilitat von Wirt und Pathogen wird
durch die ,gene-for-gene“-Hypothese beschrieben (FLOR 1971).

Die Erforschung der molekularen und biochemischen Grundlagen der Interaktionen
von Pflanzen und Pathogenen ist Gegenstand der modernen Phytopathologie. Dabei
ist die Aufklarung von pflanzlichen Abwehrmechanismen vor allem flr
landwirtschaftlich genutzte Pflanzen von groRer Bedeutung, da resistent werdende
Krankheitserreger einen immer hoéheren Einsatz von Fungiziden und Pestiziden mit
erheblichen Belastungen flir die Umwelt fordern. STAPLES (2004) ist es zwar kirzlich
gelungen, gegenuber allen Rassen von P. infestans resistente Kartoffeln durch
klonen eines Gens (RB) aus Solanum bulbocastanum zu erzeugen, doch besteht das
Problem, dass gentechnisch veranderte Lebensmittel von einem Grossteil der
Bevolkerung nicht akzeptiert werden und die Okologischen Folgen gentechnisch
veranderter Pflanzen nicht absehbar sind (KAEPPLER 2000, PuNJIA 2001).
Konventionelle Zuchtungsprogramme dagegen stehen vor dem Problem der
sexuellen Inkompatibilitat von S. bulbocastanum und S. tuberosum (VAN DER VOSSEN
et al. 2003).

2.2 Konstitutive und induzierte Abwehrmechanismen

Der Pflanze stehen zur Abwehr eindringender Pathogene zwei unabhangige Wege
zur Verfugung: die konstitutive praformierte Abwehr und die induzierte Abwehr.

Zur konstitutiven praformierten Abwehr zahlen vor allem strukturelle und chemische
Barrieren, die einen primaren Schutz gegen das Eindringen von Pathogenen
darstellen. Verdickte Zellwande mit Lignineinlagerungen, die Kutikula mit ihren Kutin-
und Suberineinlagerungen, aber auch niedermolekulare Verbindungen mit
antimikrobiellen Eigenschaften stellen einen wirksamen Schutz dar. Extrazellular
(Interzellularraum) wie auch intrazellular (Vakuole) werden diese Verbindungen in
ihrer biologisch aktiven Form oder als inaktive Vorstufen gespeichert und nach

Pathogenbefall freigesetzt oder aktiviert. Hierzu zahlen unter anderem phenolische
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Verbindungen, Saponine mit antifungaler Wirkung, Inhibitoren lytischer Enzyme und
cyanogene Glykoside, die durch Freisetzung von Blausaure zahlreiche Organismen
hemmen (OsSBOURN 1996). Ein weiteres Beispiel hierfur ist auch das aus
Kartoffelknollen isolierte, antimikrobielle Peptid Snakin-1, das eine Aggregation von
Bakterien bewirkt (SEGURA 1999).

Erganzend zu den konstitutiven Abwehrmechanismen existieren eine Reihe von
induzierbaren Abwehrmechanismen, die ein weiteres Eindringen eines Pathogens
verhindern. Diese konnen sowohl durch das Pathogen selbst als auch durch
Verwundung oder spezifische Signalmolekuile (Elicitoren) hervorgerufen werden
(MALECK 1999). So kann es nach Pathogenbefall zu einer Auflagerung von Kallose
auf die Zellwand und einer Einlagerung von phenolischen Verbindungen wie Lignin
und Suberin, zusatzlich zur konstitutiv vorhandenen Lignifizierung, direkt am
Penetrationsort des Pathogens kommen (KAuss et al. 1989). Unmittelbar nach der
Reizaufnahme werden lonenkanale der Plasmamembran aktiviert, und es kommt zur
Stimulierung von lonenfliissen (H*- und Ca?*-Einstrom, K*- und Cl-Ausstrom;
NURNBERGER et al. 1994, ZIMMERMANN et al. 1997). Der Anstieg des cytosolischen
Ca?*-Gehaltes und die Depolarisierung der Plasmamembran induzieren die
extrazellulare Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), den so genannten
,oxidative burst* (BLUME et al. 2000). Hierzu gehdren vor allem Superoxidanionen,
Wasserstoffperoxid, Hydroperoxyl- und Hydroxylradikale (LAMB und DiXxoN 1997),
deren reduktive Bildung aus atmospharischen Sauerstoff auf der Aktivitat
membrangebundener NADPH-Oxidasen und/oder apoplastischer Peroxidasen
beruhen (KOMBRINK und SomssicH 1995). Dabei entspricht der Begriff ,oxidative
burst’ dem ,respiratory burst® in tierischen und menschlichen Zellen. Er bezeichnet
dort die Eigenschaften neutrophiler Granulozyten, groRe Mengen an reaktiven
Sauerstoffspezies zur antimikrobiellen Abwehr Gber eine NADPH-Oxidase zu bilden
(BABIOR 1999). Somit konnte auch der ,oxidative burst® bei Pflanzen im direkten
Zusammenhang mit der Pathogenabwehr stehen. Mittlerweile konnten mehrere
Orthologe einer membranstandige NADPH-Oxidase in Pflanzen analog zu der in
neutrophilen Granulozyten detektiert werden (HIGGINS et al. 1998, Amicuccl et al.
1999, YOsHIOKA et al. 2001). ROS haben sowohl eine direkte toxische Wirkung auf
Pathogene als auch Funktionen bei der oxidativen Vernetzung von Glykoproteinen
mit der Zellwand, bei der Auslésung von Signaltransduktionskaskaden und der

hypersensitiven Reaktion (HR) (BoweLL 1999, LAMB und DIXoN 1997, MITTLER et al.
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2002). Insbesondere bei inkompatiblen Interaktionen von Pathogenen mit der
Pflanze kommt es nach einer schnellen Bildung von Oy* und H;O; zu einem
weiteren, z.T. langer anhaltenden ,oxidative burst* (BAKER und ORLANDI 1995, LAMB
und DixoN 1997, ScHEEL 2000). Diese Bildung von ROS wenige Stunden nach dem
Pathogenbefall kann zum Absterben der pflanzlichen Zellen am Infektionsort durch
die Aktivierung des programmierten Zelltods (PCD) fuhren (LAM et al. 2001). Hierbei
kommt es zu lokalen Nekrosen, einzelne Zellen in der direkten Umgebung einer
Infektion sterben ab und die Verbreitung des Pathogens in unbefallenes
Nachbargewebe wird verhindert. Biotrophe Organismen werden so aufgrund eines
Nahrungsentzugs in ihrem Wachstum eingeschrankt (HAMMOND-KOSACK und JONES
1996).

Weitere Funktionen des ,oxidative burst* wurden in der Literatur zahlreich diskutiert.
So kann es zu einer verstarkten Bildung von Phytoalexinen durch die Aktivierung von
Enzymen des Phenylpropanoidstoffwechsels wie z.B. der Phenylalanin-Ammonium-
Lyase (PAL) (DEsIKAN et al. 2001), der Zimtsaure-4-Hydroxylase (C4H) und der 4-
Cumarat:CoA-Ligase (4CL) kommen. Aber auch antioxidative Enzyme wie die
Glutathion-S-Transferase, die Glutathion-Peroxidase und die Superoxid-Dismutase
(HAMMOND-KOSACK und JONES 1996, TENHAKEN et al. 1995, WEISSHAAR und JENKINS
1998) werden durch ROS aktiviert. CHAMNONGPOL et al. (1998) beschrieben im
Zusammenhang mit dem ,oxidative burst® eine Induktion von PR-Proteinen
(pathogenesis related proteins). Aulierdem werden eine Reihe von Genen in ihrer
Expression durch H,O, verandert (DESIKAN et al. 2001). Es ist allerdings noch nicht
vollstandig geklart, wie ROS als ,second messenger” wirken. Eine Moglichkeit ware
die Anderung des zelluldaren Redoxzustandes (FOYER et al. 1997). Bei verstarkter
ROS-Bildung kommt es zu erhdhten H,O,-Konzentrationen und einer Verschiebung
des Redoxgleichgewichts fir Glutathion [entspricht dem Verhaltnis zwischen
reduziertem (GSH) und oxidiertem Glutathion (GSSH)] der Zelle, was ein Absinken
von GSH zu Folge hatte. Glutathion konnte auflerdem als Signalmolekul beim
,oxidative burst‘ fungieren (LAMB et al. 1997, MAY et al. 1998). Schlielich gibt es
eine Vielzahl von Hinweisen darauf, dass reaktive Sauerstoffspezies nicht alleine
Abwehrreaktionen auslosen, sondern eine Reihe weiterer Signalmolekule noétig sind.
Zusammen mit den ROS wird auch Stickstoffmonoxid (NO) als sekundarer Botenstoff
bei der Aktivierung von Abwehrreaktionen beschrieben (BoLWELL 1999, DELLEDONE
et al. 2001, DURNER et al. 1999). Darlber hinaus kann eine Induktion von

11
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Abwehrmechanismen auch durch sekundare Signalmolekile (vgl. 2.3) erfolgen
(DOREY et al. 1999). Des weiteren akkumulieren wenige Minuten bis Stunden nach
Pathogenbefall die Transkripte einer Vielzahl von PR-Proteinen (pathogenesis
related proteins) und anderer ,defense related proteins®. Der Begriff PR-Proteine
umfasst intra- und extrazellulare Proteine, die in gesunden Pflanzen kaum
nachweisbar sind und erst nach Pathogeninfektionen bzw. unter bestimmten
Stressbedingungen akkumulieren (BowLES 1990). Es wurden bisher mindestens 14
PR-Protein-Familien klassifiziert, die (-1,3-Glukanasen, Chitinasen, Proteinase-
Inhibitoren, Endoproteinasen und Peroxidasen sowie Proteine mit antifungalen
Eigenschaften umfassen (HAMMOND-KOSACK und JONES 2000).

In der Literatur finden sich auch zahlreiche Angaben uber die Beteiligung von
phenolischen Verbindungen der Pflanzen an der Abwehr von Umweltstress
(NicHOLSON und HAMMERSCHMIDT 1992). Eine Akkumulation von Catechinen und
Proanthocyanidinen wurde vielfach als Antwort von Pflanzen auf die Einwirkung
abiotischer Faktoren, wie Luftverschmutzung, Verwundung oder Trockenstress
beobachtet (FEUCHT et al. 1985, HAMACHER und GIERSIEPEN 1989). Auch biotische
Stressfaktoren wie Infektion durch Pathogene oder Insektenfral induzieren die
Flavanolsynthese (FEUCHT et al. 1992). Auf der Stufe der Aminosaure Phenylalanin
tritt die Proteinsynthese des Primarstoffwechsels in Konkurrenz ~zum
Phenolstoffwechsel (FEUCHT und TREUTTER 1989): Die Phenylalanin-Ammonium-
Lyase bildet den Ubergang von Priméar- zu Sekundarstoffwechsel. Sie katalysiert die
Umsetzung von Phenylalanin zu t-Zimtsaure unter Freisetzung von NHj;. Zimtsaure
stellt den Ausgangsstoff des Phenolmetabolismus dar. Ausgehend von aktivierter
Zimtsaure leiten sich zum einen die Hydroxyzimtsauren wie z.B. p-Cumarsaure,
Kaffeesaure oder Ferulasaure ab. Zum anderen ist t-Zimtsdure Ausgangsprodukt fur
die Flavonoidbiosynthese. Die Chalkonsynthase (CHS) ist Schllsselenzym der
Flavonoidbiosynthese und katalysiert die Bildung von Chalkon tber Malonyl-CoA und
Cumaroyl-CoA. Isomerisierung des entstandenen Chalkons fuhrt zu Flavanon,
welches Uber verschiedenene Synthesewege zu den einzelnen Klassen der
Flavonoide umgewandelt wird (Abbildung 4). Catechine und Proanthocyanidine
wirken einerseits als Antioxidantien und Radikalfanger, die ROS abfangen kénnen
(FEUCHT et al. 1994), andererseits erweist sich ihre Eigenschaft zur Polymerisation
und ihre Affinitdt zu Makromoleklilen (Proteine, Zellulose, Pektine) fir

Resistenzreaktionen als besonders bedeutsam (TREUTTER 1991). Aufgrund dieser
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Eigenschaften dienen sie in der Pathogenabwehr als Bestandteile von
physikalischen Barrieren wie Suberin und Lignin und haben eine direkte Wirkung auf
den Stoffwechsel der Mikroorganismen durch Hemmung pilzlicher Pektinasen und
Cellulasen (MACE et al. 1978, SCALBERT 1991). Weitere Autoren fanden in resistenten
Apfelsorten prainfektionell hdhere Gehalte an Flavanolen als in anfalligen Sorten
(TREUTTER und FEUCHT 1990, SIEROTzKI und GESSLER 1993, PICINELLI et al. 1994).
ROEPENACK-LAHAYE et al. (2003) konnten in resistenten Tomatenpflanzen nach
Infektion erhdhte mRNA Level der PAL sowie weitere Enzyme des

Phenolstoffwechsels finden.

Shikimatweg

Phenylalanin

NH3>

t-Zimtsaure

@ _.» Kumarin

Hydroxyzimtsauren <z=------ » Lignin
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Kaffeesaure, Ferulasaure)

p-Cumaroyl-CoA

3-Malonyl-CoA

Chalkon
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Isoflavonoide Dihydroflavanone

» “a
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Abbildung 4: Biosyntheseweg der Phenole (verandert nach FEUCHT und TREUTTER 1989)
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23 Weitere Signalmolekiile bei der Induktion pflanzlicher Abwehr

Eine Regulation der Abwehrgenexpression kann durch die Erzeugung sekundarer
Signalmolekile, wie Salizylsaure, Ethylen und Jasmonat erfolgen (YANG et al. 1997,
FEYS und PARKER 2000).

Salizylsaure

Im Gegensatz zu Tieren sind Pflanzen in der Lage, selbst Salizylsaure (SA) zu
synthetisieren und Salizylsdure-abhangige, physiologische Programme zu aktivieren
(ALVAREZ 2000). SA kommt in Pflanzen eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
Pathogenen zu (DURNER et al. 1997). Bevor die Verbindung als endogene
Komponente der Signalwege pflanzlicher Abwehr identifiziert wurde, konnte gezeigt
werden, dass exogenes Auftragen von SA zur Induktion von Abwehrgenen und
verstarkter Resistenz fuhrte (DURNER et al. 1997).

Die Biosynthese von SA erfolgt Uber das im Shikimatweg gebildete Chorismat. Aus
Chorismat wird Uber mehrere Zwischenstufen Phenylalanin gebildet. Die Reaktion
von Phenylalanin zu Zimtsaure stellt einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
dar und wird von dem hochregulierten Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase
katalysiert. Nach weiteren Zwischenschritten bildet die Benzoesaure-2-Hydroxylase
aus Benzoesaure Salizylsaure (Abbildung 5). Aulerdem scheint die Synthese von
SA in Pflanzen uber einen zweiten Weg moglich. In manchen Bakterien wie z.B.
Pseudomonas aeruginosa wird SA aus Chorismat Uber die Isochorismatsynthase
(ICS) und die Pyruvatlyase (PL) gebildet (Abbildung 5). WILDERMUTH et al. (2001)
konnten in Arabidopsis Isoformen der ICS identifizieren und zeigen, dass eine
Pathogenbehandlung zu einer deutlichen Induktion der Genexpression fuhrte. In
Pflanzen liegt ein Grolteil der SA in gebundener konjugierter Form, meist
glucosyliert, vor (ALVAREZ 2000). Die Bildung von Gentisinsaure aus SA als
pflanzeneigene Abwehrreaktion ist bislang nur aus Tomate bekannt (BELLES et al.
1999). Eine Schlusselrolle nimmt SA bei der Aktivierung von Resistenzantworten in
einer Vielzahl von Pflanzen (Gurke, Tabak, Tomate, Ackerschmalwand) ein. Sie
akkumuliert hier lokal sowie in den distalen pflanzlichen Geweben, ist fur die
Akkumulation von PR-Proteinen und zusammen mit ROS fir den Zelltod
verantwortlich. AuRerdem ist sie bei der Auspragung der systemisch erworbenen
Resistenz (SAR; systemic aquired resistence) notwendig (DURNER et al. 1997). SAR

tritt nach einer erfolgreichen Abwehr eines Pathogens in angrenzendem Gewebe,
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aber auch in weiter entfernten Teilen der Pflanze auf und zeigt sich durch eine
schnellere und starkere pflanzliche Antwort gegenuber einer Sekundarinfektion
(CONRATH et al. 2002).

Shikimatweg
COOH
COOH
NH,
J
O CO,-
OH
Chorismat Phenylalanin
Ics .@i
v COOH
COOH 2
OH
_ OJ\COOH
Isochorismat trans-Zimtsaure
A
v
v
COOH

l l Benzoesaure

COOH COOH COOH COOH
O-Glucose OH OH OH
— _
) ) OH O-Glucose
Salizylsaure Salizylsaure Gentisinsaure Gentisinsaure
2-O-3-Glucosid 5-0O-R-glucosid

Abbildung 5: Biosynthesewege der Salizylsdure in Pflanzen PAL = Phenylalanin-Ammonium-Lyase,
BA2H = Benzoesaure-2-Hydroxylase, ICS = Isochorismat-Synthase, PL = Pyruvat-Lyase (aus
WOHLGEMUTH 2002, verandert)

Die Bedeutung der Salizylsaure bei SAR konnte mit Hilfe von transgenen Pflanzen
demonstriert werden, die ein bakterielles Gen (nahG) fur eine Salizylsaure
Hydroxylase besitzen. In diesen Pflanzen wird SA zu Katechol abgebaut und kann so
nicht mehr akkumulieren (DURNER et al. 1997). Eine Konsequenz ist, dass nahG-
Pflanzen eine reduzierte PR-Proteingenexpression zeigen, keine SAR auspragen

und ihre Fahigkeit verlieren, das Wachstum und die Ausbreitung von Pathogenen zu
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begrenzen. Obwohl bekannt ist, dass Salizylsaure im Phloem Uber weite Strecken
transportiert werden kann, scheint SA nicht das alleinige mobile Signal zu ein,
welches SAR auch in distalen Blattern auslost (DURNER et al. 1997).

Der Mechanismus, durch den Salizylsdure eine erhdhte Resistenz vermittelt und ihr
Zusammenspiel mit reaktiven Sauerstoffspezies, das zur HR und Zelltod fuhrt, wird
kontrovers diskutiert. VAN BREUSEGEM et al. (2001) schlagen vor, dass Salizylsaure
und ROS bei der Pathogenabwehr als selbstamplifizierendes System wirken: H20,
induziert Salizylsaure, Salizylsaure verstarkt die H>O>-Akkumulation. Beide

Signalstoffe fordern den Zelltod.

Ethylen

Ethylen (C3H,4) ist ein Phytohormon mit vielfaltigen biologischen Wirkungen. Zu den
wichtigsten ethylenvermittelten Prozessen gehoren verschiedene Entwicklungs- und
Wachstumsprozesse wie Samenkeimung, Zellelongation, Fruchtreifung, Seneszenz
und Abszission in Pflanzen (ABELES et al. 1992). Daruber hinaus ist eine Induktion
der Ethylenbiosynthese als frihe pflanzliche Antwort auf zahlreiche biotische
(Konkurrenz, Herbivorie, Pathogenbefall) und abiotische Faktoren (Wassermangel,
Schwermetalle, Strahlung, Luftschadstoffe) gezeigt worden (ABELES et al. 1992,
MORGAN und DRew 1997). Die Biosynthese von Ethylen erfolgt aus dem im Yang-
Zyklus (YANG und HOFMANN, 1989) gebildeten S-Adenosylmethionin (SAM) Uber 1-
Aminocyclopropan-1-Carbonsaure (ACC; katalysiert durch die ACC-Synthase),
welches durch die ACC-Oxidase zu Ethylen umgewandelt wird. Sowohl ACC-
Synthase als auch ACC-Oxidase sind durch verschiedene Stressarten auf Protein-
und Transkriptebene induzierbar (TUOMAINEN et al. 1997, JOHNSON und ECKER 1998).
ACC ist dabei nicht nur der Vorlaufer fur Ethylen, sondern scheint auch als ,second
messenger” innerhalb der Ethylen-Signalkette zu fungieren (MOEDER et al. 1999).
Alternativ kann ACC auch zu Malonyl-ACC (MACC) oder Glutamyl-ACC (GACC)
(MARTIN et al. 1995) konjugiert werden (Abbildung 6). Die Rolle von Ethylen bei der
Stressantwort von Pflanzen wurde mit Hilfe von extern appliziertem Ethylen sowie
unter Verwendung von Mutanten untersucht. Zunachst werden durch Ethylen
Abwehrgene fur PR-Proteine und Peroxidasen (KIEBER 1997) aktiviert. An
transgenen Tabakpflanzen konnte gezeigt werden, dass Ethylen Resistenz gegen
nichtpathogene Bodenpilze vermittelt (KNOESTER et al. 1998). Dem Pflanzenhormon
wird auch eine wichtige Rolle in der so genannten induzierten systemischen

Resistenz (ISR) zugeschrieben. Diese Signalkette wird durch die Besiedlung der

16



| EINLEITUNG

Pflanzenwurzeln mit speziellen nichtpathogenen Rhizobakterien ausgeldst und ist im
Gegensatz zur SAR Salizylsaure-unabhangig (ToN et al. 2001). AuRerdem kommt
Ethylen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Lasionen zu. Eine Inhibierung der
Ethylenbiosynthese flhrte zu einer deutlichen Verringerung von Lasionen (OHTSUBO
et al. 1999). Auch in Tabak-Zellkulturen konnte durch das Pflanzenhormon in
bestimmten Zellzyklusphasen ein progammierter Zelltod hervorgerufen werden
(HERBERT et al. 2001).

Yang
Zyklus
5'Methylthio- Methionin
adenosin (MTA)
Csams Y yace
A
S-Adenosyl-
L » ACC Ethylen (H,C=CH,)
methionin ACS 2 2
\ 4
GACC

Abbildung 6: Reaktionsschema der Ethylenbiosynthese. SAM-S = SAM-Synthetase, ACS = ACC-
Synthase, ACO = ACC-Oxidase, ACC = 1-Aminocyclopropan-1-Carbonsaure, MACC = Malonyl-ACC,
GACC = g-Glutamyl-ACC (aus LANGEBARTELS et al. 2000, verandert).

Oxylipine

Die Funktion oxygenierter Fettsauren, den so genannten Oxylipinen (GERWICK et al.
1991) ist in tierischen Systemen bereits sehr gut untersucht worden. Leukotriene,
Prostaglandine und Lipoxine sind hier an Entzindungs- und Immunprozessen
beteiligt (SAMUELSON et al. 1987). Bei Pflanzen hingegen existieren relativ wenige
Daten zu Funktionen der Oxylipine. In Kartoffel Ubernehmen sie Funktionen bei der
Knollenbildung sowie bei Seneszenzvorgangen (FEUSSNER et al. 2001).

Der erste Schritt der Oxylipinsynthese, der entweder durch Autoxidation oder durch
enzymatische Prozesse erfolgt, ist die Bildung von Hydroperoxid-Derivaten vielfach
ungesattigter Fettsduren (PUFAs) (FEUSSNER et al. 2001). Die vorwiegenden

Substrate der pflanzlichen Lipoxygenasen (LOX) sind Linol- (LA) und a-Linolensaure
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(LnA) aus denen die Glycerolipide pflanzlicher Membranen hauptsachlich aufgebaut
sind (GUNSTONE 1992) (Abbildung 7). Die Produkte der LOX-Reaktion werden in
Pflanzen sehr schnell durch eine Vielzahl von weiteren Enzymen umgesetzt. Der
Allenoxidsynthase (AOS)-Reaktionsweg besteht aus einer Enzymkaskade, die zur
Biosynthese von Jasmonsaure (JA) fuhrt. Die nur in wenigen Pflanzen vorkommende
Arachidonsaure ist in den Lipiden von zum Teil phytopathogenen Oomyceten
enthalten und kann ebenfalls von pflanzlichen Lipoxygenasen umgesetzt werden
(RosAHL 1996). Die Primarprodukte der LOX-Reaktion wirken dabei auch inhibierend
auf das Wachstum von Magnaporthe grisea und Phytophthora infestans (OHTA et al.
1990, RICKER und BosTocK 1994). Funktionelle Analysen in transgenen Pflanzen
deuten auf die Bedeutung der Produkte und Zwischenprodukte sowie der Enzyme
des LOX-Reaktionsweges bei der Antwort auf Pathogenbefall hin. Die Analyse von
Mutanten von Arabidopsis thaliana (fad3-2 fad7-2 fad-8), deren LnA-Synthese
ausgeschaltet war, ergab, dass die transgenen Pflanzen im Vergleich zu den
Wildtyp-Pflanzen weniger Jasmonsaure enthalten und anfalliger gegenuber Befall
saprophytischer Insekten sind (MCCONN et al. 1997).

Jasmonsaure: Jasmonsaure (JA) stellt ein Stresssignal dar, das primar an
Verwundungsantworten beteiligt ist (VAN BREUSEGEN et al. 2001). Den Jasmonaten
wird neben SA eine entscheidende Rolle als Bestandteile der
Signaltransduktionskette zugesprochen. FARMER und RYAN (1992) postulierten, dass
nach Insekten- oder Pathogenbefall eine Lipase aktiviert und dadurch LnA aus
Membranlipiden freigesetzt wird, die durch Lipoxygenasen und den anschliellienden
AOS-Reaktionsweg zu JA umgesetzt wird (Abbildung 7). Jasmonate induzieren nach
mechanischer Verwundung sowie Fraf3schaden durch Insekten die Expression von
Proteinase-Inhibitoren im beschadigten Bereich sowie in weiter von der
Verwundungsstelle entfernten Blattern (WASTERNACK und PARTHIER 1997). Dabei wird
diese systemische Wirkung uber das phloemaktive Peptid Systemin vermittelt
(SCHALLER 1999). In Oryza sativa akkumulieren Phytoalexine nach exogener Gabe
von Jasmonaten (TAMAGAMI et al. 1997). Aulierdem besitzt JA neben seiner Funktion
als Signalmolekul auch antifungale Eigenschaften und kann Entwicklungsprozesse in
Pilzen inhibieren (SCHWEITZER et al. 1993). Zusatzlich wird Jasmonat im Gegensatz

zu SA fur die Entwicklung der ISR zusammen mit Ethylen bendtigt (TON et al. 2001).

Divinylether: Die 9-Hydroperoxid-Derivate ungesattigter Fettsauren kdnnen von der
Divinylethersynthase (DES) weiter umgesetzt werden wobei 9-HPOT und 9-HPOD

18



| EINLEITUNG

zZu Colnelsaure (CA; 9-[1°E,3°Z-Nonadienyloxy-]-8E-nonensaure) bzw.
Colnelensaure (CnA; 9-[1E,3'Z,6'Z-Nonatrienyloxy-]-8E-nonsaure) umgesetzt
werden (Abbildung 7). Die beiden Divinylether CA und CnA besitzen antimikrobielle
Aktivitat und akkumulieren nach Pathogenbefall in den Blattern von S. tuberosum.
Maoglicherweise sind sie an der Resistenzauspragung von S. tuberosum gegenuber
P. infestans beteiligt, da sie in unterschiedlich anfalligen Sorten unterschiedlich stark
akkumulieren (WEBER et al. 1999).

AN TN I TN N

0] COOH O COOH

NP NP —
Colnelsaure (CA) Colnelensdure (CnA)

OCH

OOH
9-HPOD 9-HPOT
\/\M/\\/V\/\/\COOH N ~ N COOH
Linolsaure (LA) Linolensdure (LnA)
VN COOH N NN COOH
OOH OOH
13-HPOD 13-HPOT
COOCH
S
o
Jasmonsaure

Abbildung 7: Biosyntheseweg zu Jasmonsdure und den Divinylethern CA und CnA. LOX
Lipoxygenasen, HPOD/HPOT = Hydroxyperoxide, AOS = Allenoxidsynthase, DES =
Divinylethersynthase

Zusammenfassend sind in folgendem Modell (Abbildung 8) noch einmal die im Text

beschriebenen Signaltransduktionswege in Pflanzen nach Pathogenbefall dargestellt.
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Abbildung 8: Modell der Signaltransduktionswege in Pflanzen nach Pathogenbefall. PK = Proteinkinasen, HR = Hypersensitive Reaktion, SAR = Systemic
Aquired Reaktion, PAL = Phenylalanin-Ammonium-Lyase, SOD = Superoxiddismutase, LOX = Lipoxygenase. Erlduterungen zu diesem Modell befinden sich
im Text.
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3 Pflanze—Pathogen-Interaktionen im  Solanum  tuberosum L.,
Phytophthora infestans und Alternaria solani System

3.1 Pflanzenpathogene und ihre Ernahrungsstrategien

Phytopathogene haben im Verlauf der Evolution verschiedene Ernahrungsstrategien
entwickelt, um Wirtszellen als Nahrstoffquellen zu nutzen. Sie werden demzufolge in
drei Hauptgruppen unterteilt: biotrophe, hemibiotrophe und nekrotrophe Parasiten
(HAMMOND-KOSACK und JONES 2000)

Bei der biotrophen Ernahrungsform bendétigt das Pathogen die Nahrstoffe aus
lebenden, noch stoffwechselaktiven Zellen. Zu dieser Gruppe der biotrophen
phytopathogenen Parasiten zahlen vor allem die Viren sowie die Erreger von
Mehltau- und Rostkrankheiten, Nematoden und einige Pseudomonas Arten.
Hemibiotrophe Pathogene durchleben zunachst eine kurze, biotrophe Phase, bei der
die Wirtszellen lebensfahig bleiben. Anschlieend folgt eine nekrotrophe Phase, die
zum Absterben der Pflanzenzellen fuhrt. Ein Vertreter dieser Gruppe ist der Oomycet
Phytophthora infestans, der Erreger der Kraut- und Knollenfaule an Kartoffel
(Solanum tuberosum L.). Eine Grof3zahl von Pflanzenarten wird von nekrotrophen
Organismen, wie Pilze der Gattung Botrytis und Pythium oder Erwinia-Bakterien
befallen. Diese produzieren Toxine und zellwandabbauende Enzyme und kdnnen
sich von den abgestorbenen Pflanzenzellen ernahren (HAMMOND-KOSACK UND JONES,
2000).

3.2 Phytophthora infestans—der Erreger der Kraut- und Knollenfaule

Phytophthora infestans, der Erreger der Kraut- und Knollenfaule bei Solanum
tuberosum, gehort zur Abteilung der Oomyceten. Oomyceten werden aufgrund ihrer
phylogenetischen Unterschiede gegenuber den echten Pilzen dem Reich der
Chromista, den Braun- und Kieselalgen zugeordnet (BEAKES et al. 1998).
Besonderes Charakteristikum der Oomyceten ist ein diploides, unseptiertes und
vielkerniges Myzel. Die Zusammensetzung ihrer Zellwand unterscheidet sich von den
Vertretern der echten Pilze dadurch, dass sie anstatt Chitin als Hauptbestandteil
Zellulose enthalt. Im Gegensatz zu den meisten anderen Phytophthora-Arten ist der
Wirtspflanzenkreis von Phytophthora infestans auf Kartoffeln, Tomaten, Eierfrichte
und andere Solanaceae begrenzt (JUDELSON 1997). Bei niedrigen Temperaturen

(12 -15°C) und hoher Luftfeuchte breitet sich der Erreger rasch aus und kann
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innerhalb einer Woche ganze Pflanzen zerstéren. P. infestans bildet asexuelle,
zitronenformige, 20 -40 ym groBe Sporangien. Bei geeigneten Bedingungen
vollzient das vielkernige Cytoplasma in den Sporangien eine Teilung und bildet
zweigeisselige Zoosporen, die zur Infektion entlassen werden. Im Falle einer
Infektion enzystieren sich die Zoosporen auf der Pflanzenoberflache, bilden eine
Zellwand und keimen aus, um die Pflanze zu penetrieren. Weiterhin wird
beschrieben, dass die Sporangien bei Temperaturen um die 20 °C direkt auskeimen,
was im Freiland allerdings eine untergeordnete Rolle spielt (AGRIOS 1997, DONALD
und RIBEIRO 1996). Nach erfolgreicher Penetration wachst das Mycel im
Interzellularraum des befallenen Organismus, wahrend nur die Haustorien die
pflanzliche Zellwand durchdringen. Diese scheiden Verdauungsenzyme aus und
nehmen die geldsten Nahrstoffe auf. Aus den Spaltéffnungen der Wirtspflanze ragen
die zur vegetativen Vermehrung spezialisierten Hyphen, die so genannten
Sporangiophoren, nach aufen. Fir die sexuelle Reproduktion bildet P. infestans
Oosporen, die beim Aufeinandertreffen von Kreuzungstyp A1 und A2 gebildet
werden. Oosporen kdnnen Uberwintern bevor sie wieder ein Sporangium ausbilden,
doch wahrscheinlicher ist die Uberwinterung von P. infestans in latent infizierten

Knollen als Mycel (JUDELSON 1997).

3.3 Alternaria solani — der Erreger der Diirrfleckenkrankheit

Alternaria solani Sorauer, der Erreger der Durrfleckenkrankheit, gehort zur Klasse
der Deuteromycetes. Bisher ist nicht gesichert, ob es verschiedene Rassen von
Alternaria solani gibt. Die morphologische, physiologische und pathogene Variabilitat
deutet allerdings darauf hin. Der Pilz kann schon innerhalb eines Stammes in
Wachstum, Farbe, Sporulation und GrofRe der Sporen sehr stark variieren, so dass
die Festlegung von einzelnen Rassen sehr schwierig und bisher noch unsicher ist
(ROTEM 1994). Unter den Fungi imperfecti besitzt A. solani keine sexuellen
Rekombinationsmdglichkeiten und die entsprechenden Fortpflanzungsmechanismen.
A. solani zahlt zu den nekrotrophen Organismen. Er kann widrige
Umweltbedingungen als Mycel, Konidien oder aber als dickwandige Chlamydosporen
auch auf totem Gewebe Uberdauern. Fur die Keimung bendtigt A. solani ausreichend
Wasser und ein Temperaturoptimum von 25 °C. Die Ausbildung der Keimschlauche
kann jedoch auch schon bei Temperaturen um die 5 °C erfolgen. Auch Temperaturen

von 45 °C verhindern die Keimung nicht, solange genugend Feuchtigkeit vorhanden
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ist (ROTEM 1994). Nach langeren Trockenphasen koénnen vertrocknete
Keimschlauche ihr Wachstum durch Wasser wieder aufnehmen (CHELKOWSKI und
VISCONTI 1992). Eine Keimhemmung tritt vor allem durch erhéhte UV-Strahlung auf.
Durch Pigmentierung der Sporen kann sich der Pilz teilweise vor der Strahlung
schitzen (STEVENSON und PENNYPACKER 1988). Neben der Kartoffel kdnnen Tomate,
Paprika, Aubergine und alle Unkrauter aus der Familie der Solanacaeen befallen
werden. Kohl, Mohren, Salat und Zwiebeln kdnnen aber ebenfalls Wirtspflanzen fir
A. solani sein (HOFFMANN und SCHMUTTERER 1983). Nach Eindringen des
Keimschlauchs durch Stomata oder Wunden kommt es nach funf bis vierzehn Tagen
zu den ersten Symptomen an der Pflanze und neue Sporengenerationen werden
gebildet. Hierzu werden zunachst Konidiophore ausgebildet. Durch Licht und
Trockenheit wird dann die Konidienbildung induziert, welche anschlie3end aber in
der Dunkelheit stattfindet. Die flr die Sporulation benétigten Temperaturen liegen
zwischen 10 °C und 30 °C (RoOTEM 1994). A. solani sporuliert bevorzugt auf totem
Gewebe, da Photosynthese und die Anwesenheit von Zuckern hemmend auf die
Bildung der Sporen wirken (ROTEM 1994). A. solani ist in der Lage, nicht-
wirtsspezifische Toxine zu bilden. Eines dieser Toxine ist die so genannte ,alternaric
acid“ (Abbildung 9). ,Alternaric acid“ bewirkt Elektrolytverluste in befallenem Gewebe

und unterdruckt die Ausbildung einer HR (CHELKOWSKI und VISCONTI 1992).

Abbildung 9: ,Alternaric acid“ (CHELKOWSKI und VISCONTI 1992)

Weitere von A. solani produzierte toxische Substanzen sind Solanapyron A, B und C
(Abbildung 10). Diese werden von CHELKOWSKI und VISCONTI (1992) im
Zusammenhang mit der Nekrosenbildung nach Pathogenbefall diskutiert.

" CH, " CH, " CH,
~>0 =0 =~ "0
~ ~ OH N
H,CO o H,CO o ~ ONH o
CHO CH,OH CHO

Abbildung 10: Solanapyrone (von links nach rechts A, B, C) (CHELKOWSKI und VISCONTI 1992)
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3.4 Interaktionen von Solanum tuberosum L. und Phytophthora infestans
bzw. Alternaria solani

Die Kartoffel (Solanum tuberosum L.) wurde im 16. Jahrhundert aus Stdamerika
eingefihrt und gehort heute zu den wichtigsten Kulturpflanzen Europas. Sie gehdrt in
die Klasse der dikotylen Pflanzen zur Familie der Solanaceae. Aufgrund der
anspruchslosen Wachstumsbedingungen gestaltet sich der landwirtschaftliche Anbau
relativ einfach. Probleme dabei bereiten jedoch immer wieder Erkrankungen wie die
durch P. infestans verursachte Kraut- und Knollenfaule sowie die durch A. solani
verursachte Durrfleckenkrankheit.

Zu Beginn der Kraut- und Knollenfaule an Kartoffel kommt es bei kuhlem und
feuchtem Sommerwetter, ausgehend von einem Primarherd, zu einer sehr schnellen,
grol¥flachigen Ausbreitung der Krankheit. Man erkennt die Krautfaule an gelblich-
dunkelgrinen, spater braunen Blattflecken und, bei hoher Luftfeuchte, an einem
weillen Pilzrasen auf der Blattunterseite. Die Infektion der Knolle erfolgt
hauptsachlich bei der Ernte und verursacht die so genannte Braunfaule. Die
erkrankten Knollen sind anhand unregelmafig braungrauer Flecken erkennbar, die
bis ins Knolleninnere braun und trockenfaulig sind.

Die Ausbreitung von A. solani beginnt vor allem an alteren oder gestressten
Pflanzen. Altere Blatter einer Pflanze werden bevorzugt befallen. Im Anfangsstadium
einer Infektion sind vereinzelte braun-schwarze Punkte, so genannte Spruhflecken
auf der Blattoberflache erkennbar. Diese Infektionsherde vergrofern sich, werden
aber durch die Blattnerven scharf abgegrenzt. Eindeutig zu erkennen ist die
Durrfleckenkrankheit an konzentrisch auftretenden Ringen innerhalb der befallenen,
nekrotisierten Stellen und einem chlorotischen Hof (KUCHAREK 2001, ROWE et al.
2001). Die Infektion der Kartoffelknolle findet meist wahrend der Lagerung statt. Es
bildet sich eine typische Trockenfaule aus, die an braunlich korkigen Flecken
erkennbar ist. Der infizierte Bereich ist dabei scharf vom gesunden Gewebe getrennt
(KucHAREK 2001). Die Kraut- und Knollenfaule und die Durrfleckenkrankheit werden
derzeit durch kostenintensiven Einsatz umweltbelastender Fungizide bekampft.
Daneben wird versucht, wirksame Resistenzgene aus den Wildtypformen Solanum
demissum und Solanum commersonii in kultivierte Sorten von Solanum tuberosum
einzukreuzen. Die erzielten Resistenzen waren aber aufgrund des schnellen

Auftretens neuer virulenter Rassen nicht sehr dauerhaft. Deshalb besteht weiterhin
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groldes Interesse, alternative Methoden zur Bekampfung der Kraut- und Knollenfaule
sowie der Durrfleckenkrankheit an S. tuberosum zu finden.

Nach VLEESHOUWERS et al. (2001) ist die hypersensitive Reaktion die Hauptantwort
auf den Befall von Kartoffelblattern mit P. infestans. Das Ausmal} und die
Schnelligkeit der HR entscheidet dabei, ob sich eine Infektion mit P. infestans
ausbreiten kann oder nicht. Dabei akkumulierten nur bei einer inkompatiblen
Interaktion reaktive Sauerstoffspezies, es kam zu einem ,oxidative burst, der
anschlieBend zum Zelltod fuhrte (DOKE et al. 1996). ANDREU et al. (2001) konnten
nach Infektion zweier unterschiedlich anfalliger Kartoffelsorten gegenuber
P. infestans eine starkere Akkumulation von Phenolen nach Infektion bei der
resistenteren Sorte nachweisen. YAO et al. (1995) zeigten an transgenen Kartoffeln,
die verminderte Gehalte an Phenylalanin und somit auch an Chlorogensaure
aufweisen, dass dies zu einer Zunahme der Anfalligkeit gegentber P. infestans
fuhrte. Coquoz et al. (1995) konnten zeigen, dass mit Arachidonsaure behandelte
Kartoffelpflanzen erhdhte Salizylsdurekonzentrationen aufwiesen, doch dies nicht mit
der Toleranz gegenuber P. infestans oder A. solani korrelierte.

Weiter scheint die Akkumulation verschiedener PR-Proteine eine wichtige Rolle bei
der Abwehr von P. infestans oder A. solani zu spielen. PR-Proteine der Familie 1
zeigen in vitro antifungale Wirkung, unter anderem auch gegen P. infestans
(SELITRENNIKOFF 2001). Glukanasen (PR-2) und Chitinasen (PR-3) konnen pilzliche
Zellwande abbauen und so die Verbreitung der Pilze hemmen. Aullerdem konnte
gezeigt werden, dass thaumatin-ahnliche Proteine (PR-5) den Apex der Sporangien

von P. infestans abbauen und das Hyphenwachstum hemmen (HUANG 2001).
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4 Themenstellung

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen des Sonderforschungsbereichs (SFB)
607 ,Wachstum und Parasitenabwehr®. Ziel des SFB 607 ist es, die Regulation der
Ressourcenverteilung zwischen und innerhalb von Nutzpflanzen aus Land- und
Forstwirtschaft sowie die hierbei, unter dem Einfluss pflanzlicher Konkurrenten,
Wirt/Parasit-Interaktionen und Mykorrhizen sich einstellenden stofflich/energetischen
,Kosten-Nutzen-Bilanzen“ zu klaren. Das ,Dilemma“ der Pflanze, Primar- und
Sekundarstoffwechsel im Spannungsfeld zwischen Wachstumsprozessen und der
Parasitenabwehr aufeinander abstimmen zu mdulssen, bildet den wesentlichen
Ansatzpunkt. Als zentrale Hypothese soll geprift werden, ob eine Steigerung der
Parasitenabwehr zu einer Einschrankung in Wachstum und Konkurrenzverhalten
fuhrt (MATYSSEK et al. 2002). Ein besseres Verstandnis der Ressourcenverteilung
konnte dazu beitragen, Storanfalligkeiten in forst- und landwirtschaftlichen Systemen
zu minimieren und die Empfindlichkeit der Okosysteme gegeniiber Umwelteinfliissen
besser zu beurteilen. In diesem Zusammenhang wurde das folgende Projekt
,Einfluss von CO, und Stickstoff auf das Resistenzverhalten von Kartoffelpflanzen
gegenuber Phytophthora infestans und Alternaria solani“ durchgefuhrt. Hierzu sollten
verschiedene biochemische Abwehrwege von Solanum tuberosum gegenuber
P. infestans als hemibiotropher Organismus und A. solani als nekrotropher
Organismus untersucht werden. Die Verwendung unterschiedlich anfalliger
Kartoffelsorten sollte eine Aussage uber potenzielle Ursachen unterschiedlicher
Toleranz gegenuber verschiedenen Pathogenen ermdéglichen. PLERL (2002) konnte
dabei einen toleranzférdernden Effekt erhdhter CO,-Konzentrationenen bei Kartoffel
gegenuber P. infestans aufzeigen. Aufgrund dieser Ergebnisse sollte die Frage
bearbeitet werden, ob durch Gaben erhohter Stickstoffmengen der toleranz-
fordernden Effekt einer erhdhten CO,-Konzentrationen wieder ,weggedingt” werden
kann. Kohlenstoff und Stickstoff stellen die Hauptelemente des Pflanzen-
metabolismus dar. Die unterschiedlichen Resistenzreaktionen sollten anhand von
Untersuchungen des Primar- und Sekundarstoffwechsels naher charakterisiert
werden. Die Frage, inwieweit eine erhdhte CO,-Konzentration unserer Atmosphare
im Rahmen eines sich veranderten Klimas und eine erhéhte N-Dingung auf die
Anfalligkeit von S. tuberosum auswirken und ob eine gesteigerte Abwehrkapazitat
negativ mit dem Ertrag korreliert, ist fur eine zuklnftige, umweltfreundliche

Landnutzung von groRer Bedeutung.
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| MATERIAL UND METHODEN

1 Material

11 Gerate
Gerat Typ Firma
3D-Schttler Polymax 2040 Heidolph
Autoklav Fabriknr. 69203 Webeke & Co
Blotter Nova Blot Pharmacia LKB
Elektrophoresapparatur Mini Protean Il Cell BIO-RAD
Feinwaage Typ 2474 Sartorius
Gaschromatograph 3300 Varian
Grobwaage L310 Sartorius
Heizblock Typ 2082 Gebr. Liebisch
HPLC Beckmann
HPTLC Trennkammer 120150 DESAGA
Integrator Model C-R1A Altex
Integrator 4400 Varian
Kuvetten (Plastik) REF. 67.742 Sarstedt
Leuchtréhren MT 450 DL/BH Clean Ace
Lyophile LYOVAC Finn-Aqua
Mikroskop Carl Zeiss
Mikrotiterplattenleser Titertek Plus MT 212 ICN
pH-Meter digital ANALYZER Bachofer
pH-Meter ORION RESEARCH Bachofer
Photometer No. 160 Beckman
Photometer Uvicon 810 Kontron
Phytotron York York GmBH
Pumpen No. 112 Beckman
Rotationsverdampfer Rotavapor Bachli, CH
Speed-Vac SVC 100 M SAVANT
Thoma Kammer Tiefe 0,1 mm/0,0025 mm; Brandt
Vortex VF2 Janke & Kunkel
Waage Analytic AC 210S Sartorius
Warmeschrank U50 / U40 Memmert
Wasserbad Typ 1083 GFL
Zentrifuge Avanti 30 Beckmann
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1.2 Chemikalien

1.21 Feinchemikalien

Chemikalie Firma Kat. Nummer
B-Mercaptoethanol Merck 1.15433
2-Butyl-6-Hydroxytoluen Sigma B-1378
4-Nitroblau Tetrazolium Sigma N-6876
5-Bromo-4-Chlor-3-Indoylphosphat Sigma B-6145
Aceton Merck UN-1090
Acrylamid Sigma A-8887
Agar Sigma A-8626
Ammoniumsulfat Merck A-172917
Amyloglucosidase (Aspergillus niger)  Sigma A-3514
ATP Sigma A-2383
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad 500-0006
Bromphenolblau Sigma B-8026
Colnelsaure (CA) Larodan 14-1802-7
CaCly Merck 2382
CaCOs; Merck 2066
Carboxymethyl-Chitin-Remazol-Br. LOEWE Biotech 04106
Chitinase Sigma C-6137
Chloroform Baker 7386
Colnelensaure (CnA) Larodan 14-1803-7
D(+)-Glukose-Monohydrat Merck 1.08342
D-Glukose-6-Phosphat Sigma G-7250
Diaminobenzidin (DAB) Sigma D-8001
Eisessig Merck UN 2789
Etherolensaure (EnA) Larodan 14-1805-7
Essigsaure Merck 63
Ethan-Eichgas Messer-Griesheim

Ethanol abs. Merck 983
Ethylacetat Merck 864
Ethylen-Eichgas Messer-Griesheim

Fruktose Fluka 47739
Glukose Merck 8337
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase  Boehringer Mannheim 197726
Glycerin, 87% Merck 4094
Glycin Sigma G-7126
HCI (32%) Merck 107
Hexokinase (aus Backerhefe) Fluka 53115
Invertase Sigma L-4504
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Chemikalie Firma Kat. Nummer
Isopropanol Merck UN 1219
Kaliumchlorid Merck 4936
Kaliumdihydrogenphosphat Merck 1.04871
Katalase Boehringer Mannheim 106810
Kieselgelplatten Merck 1.05644
Kupfer(ll)sulfat Merck 2791
Laminarin Sigma L-9634
Laurylsulfat (SDS) Sigma L-3771
Magnesiumchlorid Merck 1.05833
MES Sigma M-2933
Methanol Merck 6009
MgSOq4 Merck 239086
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin Merck 10732
NADP* Sigma N-0505
NADPH Sigma N-6505
NaH2PO4 Merck 6346
NaOH Merck 6498
Natriumchlorid Merck 1.06400
Natriumcitrat Merck 6448
Natriumtetraborat (Borax) Merck 6310
Natronlauge Merck 5594
o-Anissaure (0-AA) Sigma A-2410
PhosphoGlukose Isomerase Sigma P-5381
p-Hydroxybenzoesaure (p-HBA) Sigma H-5376
p-Hydroxybenzoesaurehydrazin Sigma H-9882
PVPP Sigma PVP 10
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma A-2153
Saccharose Merck 7651
Salizylsaure Sigma S-0875
Sek. Antikorper (Anti-Rabbit IgG-AP)  Boehringer Mannheim

Starke Merck 1252
Stickstoff 5,0 Messer-Grieheim

Synthetische Luft Messer-Griesheim
Trichloressigsaure Sigma T-4885
Triethanolaminhydrochlorid Sigma T-1502
Tris-(Hydroxylmethyl)-aminomethan Roth 4855.3
Tween 20 Merck 822184
Universal Master Mix PE Applied Biosystems E01086

Wasserstoff 5,0

Messer-Grieheim
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1.2.2 Pufferlosungen

|Phosphatpuffer 50 mM, pH 2,0

Losung A: 50 mM Phosphorsaure
Losung B: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat

Der pH wird mit Losung B eingestellt.

\Phosphatpuffer 0,2 M, pH 5-8

Losung A: 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat
Losung B: 0,2 M Dinatriumhydrogenphsphat

| Citrat/Acetat Puffer pH 5,0

Losung A: 30 mM Natriumcitrat
Losung B: 27 mM Natriumacetat

Der pH wird mit NaOH eingestellt.

Tris-Puffer 0,2 M, pH 8,0

0,2 M Trizma-Base
Der pH wird mit konz. HCL eingestellt.

Na-Acetatpuffer, pH 5,0

0,2 M oder 0,1 M Na-Acetat
1 % PVPP
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1.3 Pflanzenmaterial

1.31 Art und Herkunft des Pflanzenmaterials

Zur Untersuchung des Einflusses von CO, und Stickstoff auf das Resistenzverhalten
von Kartoffelpflanzen gegenuber Phytophthora infestans und Alternaria solani
dienten die vier Kartoffelsorten (Solanum tuberosum L.) Indira, Bettina, Kuras und
Bintje (Tabelle 1).

Sorte Vertreiber / Herkunft

Indira Saatzucht Firlbeck, Rinkam
Bettina Staatliches Versuchsgut Scheyern
Kuras Boéhm Kartoffelzucht, Langquaid
Bintje Bohm Kartoffelzucht, Langquaid

Tabelle 1: Vertrieb und Herkunft der verwendeten Kartoffelsorten

1.3.2 Anzuchtbedingungen der Gewachshauskulturen

Die Anzucht der Kartoffelsorten erfolgte bis zur Keimung in klimatisierten
Gewachshauskammern ohne Anschluss an Reinluft bei einer Temperatur von
20 + 2 °C (Tag u. Nacht) und einem zwolfstiindigem Tag-Nacht-Zyklus (7:00 - 19:00
Uhr Licht). Die ungebeizten Knollen wurden fir den Grolversuch | ,Allgemeine
Resistenzmechanismen® (vgl. 2.1.4, Tabelle 2) in einer 3:1 (v/v) Mischung aus
Fruhsdorfer T-Erde und Ackerboden in Plastiktopfen (& = 21 cm, 4,51, TEKU,
Poppelmann) herangezogen. Fur den GroRversuch Il ,Einfluss von CO, und
Stickstoff auf das Resistenzverhalten der Kartoffelsorten“ (vgl. 2.1.4, Tabelle 3)
wurden die Knollen in einer 3:1:1 (v/v/v) Mischung aus Ackererde, Fruhsdorfer T-
Erde und Sand zur Minimierung des Stickstoffanteils der Fruhsdorfer T-Erde
herangezogen. Da die Versuche in den Wintermonaten stattfanden und die Knollen
sich somit in der Keimruhe befanden, wurde diese durch Wechselwarme (3 Tage
4 °C, 3 Tage 25 °C) vor dem Topfen der Knollen beendet. Nach dem Auskeimen
wurden die Pflanzen fur den GroRversuch Il in die klimatisierten und an Reinluft
angeschlossenen Gewachshauser des GSF- Forschungszentrum fur Umwelt und
Gesundheit in Neuherberg verlegt. Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug 14 Stunden
Licht und 10 Stunden Dunkelheit bei einer Temperatur von 20+ 2 °C und 16 + 2 °C
(Tag u. Nacht) sowie einer relativen Luftfeuchte von 60 + 5 %. Die Bewasserung der

Pflanzen erfolgte automatisch durch eine Tropfchenbewasserungsanlage. Fur
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Grolyversuch | blieben die gekeimten Kartoffelpflanzen in den Gewachshausern des
Lehrstuhls bei einem 14-stiindigen Tag-Nacht-Zyklus (6:00 - 20:00 Uhr Licht) und bei
einer Temperatur von 18 +2 °C. Nachts wurde die Temperatur auf 16+ 2 °C
abgesenkt. Die Bewasserung erfolgte alle zwei Tage manuell. Zwei, vier und sechs
Wochen nach Keimung begannen die einzelnen Versuche. Funf Wochen nach
Auflaufen wurden die Pflanzen mit einer Mischung aus NH4sNO3; und HK;PO4 (0,2 g N
und 0,2 g K;PO,4/Pflanze) gedlngt.

1.3.3 Anzuchtbedingungen im Freiland

Die im Freiland kultivierten Sorten Indira und Bettina wurden am 10. April 2002 per
Hand in ein, durch eine Kreiselegge aufgezogenes Gitternetz ausgelegt. Der
Reihenabstand betrug 66 cm. Die Versuchsflache befand sich am Kieswasch in der
Nahe von Freising in einer geschutzten, ebenen Lage. Bei dem Aufbau des Feldes
handelte es sich um eine randomisierte Blockanlage aus 20 Parzellen mit jeweils 126
Einzelpflanzen die in 9 Reihen zu jeweils 14 Pflanzen angelegt waren (Abbildung-A
1). Vor dem Ausbringen der Knollen wurde der Boden mit Patentkali (100 dt/ha) und
Triplesuperphosphat (30 dt/ha) behandelt (Tabelle-A 10).

Nach dem Auslegen der Knollen wurden diese mit einem Haufelgerat mit Erde
bedeckt. Die gesamte Blockanlage war an den Langsseiten mit je zwei Reihen
Kartoffelpflanzen umgeben, um etwaige Randeffekte zu minimieren. Am 25.04.2002,
zwei Wochen nach dem Auslegen der Knollen, waren Uber 50 % der Keimlinge 1 cm
grol. Am 07.05.2002 waren die ersten Blattspitzen zu erkennen. Wahrend der
gesamten Vegetationsperiode wurde das Feld insgesamt viermal mit
Pflanzenschutzmitteln gegen Unkraut (vor allem Distelbewuchs) und gegen Larven
des Kartoffelkéfers behandelt (vgl. Anhang, Tabelle 1-3). Die klimatischen
Bedingungen des Vegetationszeitraumes sind in Abbildung 50 des Ergebnisteils
abgebildet. Kurz vor Bestandesschluss ca. 6 Wochen nach Auflaufen der Pflanzen,
wurden Blatter der zweiten und dritten Blattetage (junge Blatter) sowie der funften
und sechsten Blattetage (alte Blatter) der Pflanzen fur detached-leaf-Versuche mit P.
infestans geerntet. Dabei wurden nur Pflanzen der inneren Reihen einer Parzelle
beerntet, die Randpflanzen einer Parzelle wurden zur Minimierung des Randeffekts
nicht berucksichtigt. Zu diesem Zeitpunkt war noch keine Verbreitung von P.

infestans im Feld zu erkennen. Die Ubrigen nicht beernteten Pflanzen wurden zur
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weiteren Beobachtung einer naturlichen P. infestans Epidemie bis zur Abreife auf

dem Feld belassen.

14 Pilzliche Isolate und Inokulation der Blatter

Pilzliche Isolate: Die fur die Versuche zur Verfugung stehenden Pilze (Phytophthora
infestans und Alternaria solani) wurden von der deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in Braunschweig bezogen und in
der Landesanstalt fur Landwirtschaft (Lfl) in Freising-Weihenstephan weiterkultiviert.
Die Isolate von Phytophthora infestans wurden durch zweimaliges Uberimpfen auf
Kartoffelknollen fertil erhalten (FLEISCHMANN, 2000) und auf V8-Agar (20 g Agar, 2 g
CaCOs3, 200 ml Gemdusesaft, 800 ml H2Ogest.) in Petrischalen (& 9 cm) im Rhythmus
von zwei bis drei Wochen vermehrt. Nach Vermehrung der Isolate wurden diese in
einer Kihlkammer bei 16 °C ohne Licht kultiviert. Jedes der drei verwendeten Isolate
(Isolatnummer 31, 38, 57) war multikomplex in Bezug auf die Virulenzgene. Alle drei
Isolate besalen die Virulenzgene 1/3/4 /7 /8 /10 und 11. Bei Isolat 31 trat das
Virulenzgen 5 zusatzlich auf, wahrend es bei den beiden anderen Isolaten 38 und 57
nicht nachgewiesen werden konnte. Die Bestimmung der Virulenzgene erfolgte in der
Biologischen Bundesanstalt (BBA) in Braunschweig.

Von Alternaria solani wurde der Stamm 2947 verwendet. Die Vermehrung von
A. solani fand ebenfalls auf V8-Agar (20 g Agar, 2 g CaCO;, 200 ml Gemusesaft,
800 ml HyOgqest) in Petrischalen (J 9 cm) in einem 4-Wochen-Rhythmus statt. Nach
Vermehrung wurden die Platten bei 20 bis 25°C in Warmeschranken bei einem Tag-
Nacht-Rhythmus von 12 Stunden kultiviert.

Inokulation der Blatter: Fur die in vitro Inokulation der detached-leaf-Versuche
erfolgte eine Uberschichtung der Kulturen von P. infestans oder A. solani mit je 10 ml
kaltem HyOpigest. Dabei wurde das Mycel mit einem Spatel vom Agar geldst. Die
entstandene Mycel-Suspension wurde durch einen Mullbindenfilter (4-lagig) filtriert
und die Petrischalen nochmals mit 10 ml HzO4est gespult. Die Sporangien-
konzentration der Suspensionen konnte mit Hilfe einer Thoma-Kammer (Tiefe:
0,1 mm, GroRRquadratgréfRe: 1,0 mm?) bestimmt werden. Nach einer Inkubationszeit
der Suspensionen von 1,5 Stunden bei 7 °C wurde die gewinschte Sporangien-
Konzentration von 10* Sporangien/ml eingestellt. AnschlieRend wurden die
Suspensionen der verschiedenen lIsolate zu gleichen Teilen gemischt und bis zur

Inokulation der Blatter im Kuhlschrank aufbewahrt. Die Inokulation der Blatter erfolgte
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durch Eintauchen des gesamten Blattes in die Sporensuspension, um eine
gleichmalige, flachige Ausbreitung von P. infestans sowie A. solani zu garantieren.
Die mit P. infestans inokulierten Blatter wurden anschliefend in Petrischalen mit
Wasseragar in Klimakammern (YORK) bei einer konstanten Temperatur von 16 °C,
einem zwolfstindigem Tag-Nacht-Rhythmus (7:00-19:00 Uhr Licht) und einer
relativen Luftfeuchte von 65 % uber funf Tage beobachtet.

Die Beobachtung der mit A. solani inokulierten Blatter fand ebenfalls in Petrischalen
mit Wasseragar fur funf Tage in Klimakammern statt. Die Temperatur betrug dabei
18 °C. Die relative Luftfeuchte und der Tag-Nacht-Rhythmus blieben konstant. Eine
tagliche Benetzung der Blatter mit Wasser sollte ein Austrocknen der Blatter
verhindern und ein gleichmaliges Auskeimen der Pilze garantieren. Die
Klimakammern waren mit speziellen UV-Lampen zur Imitation des Sonnenlichtes

(HQI-Lampen, 200 puE Strahlungsstéarke) ausgestattet.

2 Methoden

21 CO,-Begasung und Stickstoffdiingung

211 CO;-Begasung

Die COz-Begasung der Versuchspflanzen fand in den Gewachshauskammern der
GSF in Neuherberg statt. Hierbei wurden die Pflanzen nach dem Auskeimen Uber
vier Wochen bei einem kontinuierlichen CO,-Partialdruck von 700 ppm + 50 ppm
gehalten. Die Kontrollpflanzen wuchsen unter einem atmospharischen CO»-
Partialdruck von 400 ppm + 50 ppm ebenfalls in den Gewachshausern der GSF auf.
Dabei wurden, um Kammerunterschiede zu minimieren, alle Pflanzen einer Variante

auf zwei Gewachshauskammern mit identischem CO,-Partialdruck aufgeteilt.

21.2 Stickstoffdiingung der Gewachshausversuche

Die Stickstoffdiingung erfolgte in zwei Gaben zu je 0,4 g reinen Stickstoff/Pflanze.
Die erste Dungung erfolgte eine Woche nach dem Auflaufen der Pflanzen, die zweite
Dungung zwei Wochen nach der ersten Dungung. Hierbei wurde der bendtigte
Stickstoff in Form von NH4NO; geldst in HyOg4est aufgebracht. Die Kontrollpflanzen
wurden nicht gedlingt. Alle Pflanzen wurden in stickstoffarmer Erde, einer Mischung

aus Ackererde, Sand und Fruhstorfer T-Erde (3:1:1) angezogen.
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213 Stickstoffdiingung im Freiland

Die Stickstoffdingung im Freiland erfolgte einen Tag nach dem Auflaufen der
Pflanzen. Die Keimlinge waren zum Zeitpunkt der Dingung ca. 1 cm hoch. Die im
Boden vorhandenen Gehalte an verflUgbarem sowie an gebundenem Stickstoff
wurden vor der Dingung durch die Bayerische Hauptversuchsanstalt flr
Landwirtschaft in Freising-Weihenstephan bestimmt. Diese Daten dienten zur
Ermittlung der tatsachlich aufzutragenden Stickstoffmengen. Hierbei wurde die
Niedrig-N-Variante auf 60 kg N/ha und die Hoch-N-Variante auf 160 kg N/ha durch
eine einmalige Gabe von Kalk-Ammoniumsulfat-Diinger (KAS) aufgedlngt (Tabelle-

A 10). Somit ergaben sich die im Folgenden dargestellten Varianten.

214 Versuchsaufbau und Variantenverteilung der einzelnen GroRversuche

GrofBversuch I: Allgemeine Resistenzparameter

Kartoffelsorten CO,-Begasung N-Diingung Alter der Pflanzen
Indira -- -- 2,4, 6 Wochen
Bettina -- -- 2,4, 6 Wochen
Bintje -- -- 2, 4,6 Wochen
Kuras -- -- 2,4, 6 Wochen

Tabelle 2: Variantenverteilung des Grof3versuchs |

Grofversuch Il: Einfluss von CO, und N auf das Resistenzverhalten von Kartoffel-

pflanzen gegenuber P. infestans und A. solani.

e P. infestans

Kartoffelsorten CO,-Begasung N-Diingung Alter der Pflanzen
Indira 400 ppm -N 4 Wochen
Indira 400 ppm +N 4 Wochen
Indira 700 ppm -N 4 Wochen
Indira 700 ppm +N 4 Wochen

Tabelle 3: Variantenverteilung des GroRversuchs Il (Fortsetzung siehe nachste Seite)
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e A. solani
Kartoffelsorten CO,-Begasung N-Diingung Alter der Pflanzen
Indira 400 ppm -N 4 Wochen
Indira 400 ppm +N 4 Wochen
Indira 700 ppm -N 4 Wochen
Indira 700 ppm +N 4 Wochen
Bettina 400 ppm -N 4 Wochen
Bettina 400 ppm +N 4 Wochen
Bettina 700 ppm -N 4 Wochen
Bettina 700 ppm +N 4 Wochen

Tabelle 3: Variantenverteilung des GroRversuchs Il (Fortsetzung)

GroBversuch lll: Einfluss von N auf das Resistenzverhalten von Kartoffelpflanzen

gegenuber P. infestans im Freiland

Kartoffelsorten CO,-Begasung N-Diingung Alter der Blatter
Indira -- 60 kg N/ha jung/alt
Indira -- 160 kg N/ha jung/alt
Bettina -- 60 kg N/ha jung/alt
Bettina -- 160 kg N/ha jung/alt

Tabelle 4: Variantenverteilung des Grofdversuchs I

215 Ernte des Blattmaterials

GroBversuch | (Tabelle 2): In diesem Versuchsteil wurden Blatter von zwei, vier und
sechs Wochen alten Pflanzen geerntet, um eine eventuelle Altersabhangigkeit der
Resistenz gegenulber P. infestans vom Pflanzenalter feststellen zu kénnen. Dabei
wurden Fiederblatter der zweiten und dritten voll ausgewachsenen Blattetage (erstes
voll ausgewachsenes Fiederblatt > 8 cm) verwendet. Nach der Ernte wurde ein Tell

des Blattmaterials fur weitere Versuche sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren.

GroBversuch Il (Tabelle 3): Die Ernte des Blattmaterials des Grolversuchs Il
erfolgte vier Wochen nach dem Auskeimen der Pflanzen. Dabei wurden von allen
Pflanzen der unterschiedlichen Varianten wiederum jeweils nur Fiederblatter des
zweiten und dritten voll ausgewachsenen Blattstadiums verwendet. Eine Probe
bestand hierbei aus den Blattern von sechs Einzelpflanzen. Fir jeweils eine Variante
gab es vier Wiederholungen. Dabei ergaben sich zwei Wiederholungen aus den zwei

pro Variante vorhandenen Gewachshauskammern (Kammer 1 und Kammer 2 mit je
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400 ppm COy; Kammer 3 und Kammer 4 je mit 700 ppm CO;). Aus jeder Kammer
wurden dabei zwei Wiederholungen entnommen (Kammer 1 Wiederholung A und B;

Kammer 2 Wiederholung A und B usw.).

GroRBversuch Il (Tabelle 4): In Grolversuch Il fand eine Verwendung der
Fiederblatter des zweiten und dritten Blattstadiums der Kartoffelpflanzen sechs
Wochen nach Auskeimen der Pflanzen statt. Um eine eventuelle Altersabhangigkeit
der Resistenz von Kartoffelblattern gegenuber P. infestans feststellen zu kdnnen,
wurden auch Blatter der unteren, alteren Blattstadien (funf und sechs) geerntet.

Wiederum bestand eine Mischprobe aus Blattern von sechs Einzelpflanzen.

2.2 Messung der Biomasseproduktion

An vier Wochen alten Pflanzen des Gewachshausversuches sowie des
Freilandversuches wurde die Anzahl der Stangel pro Pflanze und die Pflanzenhodhe,
von der Erdoberflache bis zum Sprosspunkt des héchsten Stangels, ermittelt. Die
Bestimmung der oberirdischen Biomasse erfolgte durch Wagung des abgeschnitten
Pflanzenmaterials. Aullerdem wurden die Anzahl der gebildeten Knollen pro Topf
des Gewachshausversuches bestimmt und gewogen. Im Freiland wurde der Ertrag
nach Abreife der Pflanzen nach 5 Monaten Wachstum pro Parzelle ermittelt. In
Grol3versuch Il fand auRerdem die Bestimmung der Trockensubstanz der Blatter

definierter Blattscheiben der einzelnen Varianten statt.

2.3 Bestimmung biochemischer Parameter des Wachstums

2.31 Aufbereitung der Blattproben fiir die Analysen

Das sofort nach der Ernte und an den einzelnen Boniturtagen in flissigem Stickstoff
tiefgefrorene Blattmaterial wurde mit einem Dismembrator (I.G. Braun) gemorsert, bis
das Blattmaterial als feines Pulver vorlag und anschlieBend bis zur vollstandigen
Trockne lyophilisiert (LYOVAC, Finn-Aqua).

2.3.2 Bestimmung der Kohlenstoff-— und Stickstoffgehalte der Blatter

Die Bestimmung der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte der Blatter fand am Lehrstuhl
fur Grunlandlehre (Prof. Dr. Schnyder) der TU Minchen-Weihenstephan statt. Dazu
wurden 2 mg TS (+/- 0,05 mg) in Zinncaps (< = 4 mm, Ludi AG, CH-9230, Flawil) mit
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Hilfe einer Feinwaage eingewogen. Durch Verbrennung in einem Elementaranalyzer
(Firma Carlo Erba) wurden die Gehalte an Kohlenstoff und Stickstoff der Blattproben
ermittelt. Als Standard diente Wiesen-Knauelgras (Dactylis glomerata) mit einem
Kohlenstoffgehalt von 42,32 % und einem Stickstoffgehalt von 1,8 %. Vor der
Messung der lyophilisierten Proben wurden diese flir 3 h in einem Warmeschrank bei
60 °C inkubiert, um eine eventuelle Restfeuchte zu entfernen. Die gewonnenen

Daten dienten anschlieRend zur Ermittlung des C/N-Verhaltnisses.

233 Bestimmung der Kohlenstoff— und Stickstoffgehalte der Knollen

Die Bestimmung der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte der Knollen erfolgte an der
Bayerischen Landesanstallt fir Landwirtschaft (Lfl) in Freising-Weihenstephan bei
Herrn Dr. Pichimeier. Hierzu wurden die Knollen zuerst mit einer herkdmmlichen
Kichenmaschine fein gehackselt. Nach dem Lyophilisieren wurde das getrocknete
Material zu feinem Mehl zermahlen und anschlieend in einem Elementaranalyser
die Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte ermittelt. Diese dienten zur Berechnung des

C/N-Verhaltnisses der Knollen.

234 Starke- und Zuckeranalytik

Die Analyse der Starke- und Zuckergehalte der Blatter konnte nach den Vorgaben

von BEUTLER (1984) optimiert werden.

2.3.41 Bestimmung der Starkegehalte im Blatt

20 mg TS wurde fir 40 min in kochendem Wasser inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml
heilem H2Opiqest Wurden die Proben fur weitere 15 min gekocht, um anschliel3end
geschittelt und zentrifugiert (30000 g, 10 min) zu werden. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet nochmals mit 1 ml heilem HyOypiqest €xtrahiert. Fir die
Starkebestimmung wurden jeweils drei Ansatze aus einem Probenextrakt
durchgefuhrt.
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Bendtigte Losungen zur Starkeanalytik:

o TEA-Puffer, pH 7,6

e Ammoniumsulfat

e NADP*-ATP Lésung

e Amyloglucosidase

0,3MTEA
74 mg MgSOy4 * 7 H,O

5,69 TEA
— ad 100 ml Hgobidest

3,2 M (NH4)2SO4 —> 42,3 g (NH4)2SO4

— ad 100 ml Hzobidest

12 mM NADP*
150 mM ATP

— 50 mg NADP-Na;
— 475 mg ATP-Na
— ad 5 ml TEA-Puffer

e Hexokinase

400 Units/ml 160 Units/ml

¢ Invertase e Phospho-Glukose-lsomerase

400 Units/ml 250 Units/ml

e interner Starkestandard ¢ Glukose-6-Phosphatdehydrogenase

1 mg Starke/ml 70 Units/ml
Lésungen ohne internem Standard | mit internem Standard freie Glukose
Probenextrakt 350 pl 350 pl 350 pl
interner Standard -- 50 pl --
H2Obidest. -- -- 50 pl
Amyloglucosidase 50 i 64 pl --

Starkehydrolyse bei 37 °C im Wasserbad tber Nacht Einfrieren
oder Analyse

Tabelle 5: Reaktionsansatz zum Starkeverdau

Zur Ermittlung der Starkegehalte der Probenextrakte dienten folgende Reaktions-

ansatze (Tabelle 6).

Jeder Ansatz wurde dabei dreimal wiederholt, um

Messungenauigkeiten auszugleichen.

Lésungen ohne internem Standard | mit internem Standard | freie Glukose
TEA-Puffer 810 pl 810 pl 810 pl
Lésungen Tabelle 5 50 pl 50 pl 50 pl
ATP-NADP 100 pl 100 pl 100 pl
Extinktion E1 (= Ausgangswert) bei 334 nm messen
Hexokinase 20 ul 20 pl 20 ul
GPD 20 pl 20 pl 20 pl
60 min inkubieren, anschlieRend Extinktion E2 bei 334 nm messen

Tabelle 6: Reaktionsansatz zur Starkebestimmung
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Folgende Formel diente zur Ermittlung der bereinigten Extinktion des Proben-

extraktes:

AE = (E2 (Probe) — E1 (Probe)) — (E2 (freie Glukose) — E1 (freie Glukose))

Weitere Formel diente zur Berechnung des Starkegehaltes:

Starkegehalt [mg/g TS] =  Vansatz [ml] X MGstarke [mg x mm0|-1] x AE x VExtrakt [ml]

€[l x mmol ™ x Cm'1] x d [em] x Vprobenvolumen [MI] X MEinwaage TS [9] X 1000

V: Volumen, E: Extinktion, d: Schichtdicke der Kiivette, MG: Molekulargewicht, m: Masse,
&: Absorptionskoeffizient NADPH bei 334 nm (6,18 | x mmol” x cm™)

2.3.4.2 Bestimmung des Starkegehaltes der Kartoffelknollen

Die Bestimmung der Starkegehalte der Kartoffelknollen fand an der Landesanstalt fur
Pflanzenbau und Bodenkultur (LBP) in Freising Uber das Unterwassergewicht statt.
Dabei wurde jeweils der Starkegehalt aller Knollen einer Pflanzen bestimmt. Das
Prinzip der Unterwassergewichtsbestimmung ist mittels der Dichte der Knollen den
Starkegehalt zu ermitteln. Dabei wird ein Regressionskoeffizient von etwa 0,93
angenommen. Weiteres zur Berechnung des Starkegehalts mit Hilfe des
Unterwassergewichts ist der Veroffentlichung von MUNZERT et al. (1987) zu

entnehmen.

2.3.4.3 Bestimmung lIoslicher Zucker (Glukose, Fruktose Saccharose) im Blatt

20 mg TS wurde fur 40 min in kochendem Wasser inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml
H2Opigest Wurden die Proben geschuttelt und zentrifugiert (23000 g, 5 min). Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet nochmals mit 1 ml HyOpigest €xtrahiert.
Fir die Bestimmung von Glukose, Fruktose und Saccharose wurden jeweils drei
Ansatze aus einem Probenextrakt durchgefuhrt. Die Reaktionsansatze (Tabelle 7, 8)
wurden in Plastikkivetten pipettiert. Die Bestimmung der Anderung der Extinktion
erfolgte photometrisch. Die bendtigten Lésungen fur die Bestimmung der Glukose-,
Fruktose- und Saccharosegehalte sind dem Abschnitt 2.3.4.1 zu entnehmen. Die
Aufbereitung der Blattproben fur die Zuckerbestimmung fand im Labor von Prof. Dr.
HOoll, Lehrstuhl fir Botanik der TU Mdnchen in Freising-Weihenstephan statt.
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Losungen (s. S. 39) Volumen [pl]
TEA-Puffer 810 (Glu), 805 (Fru)
ATP-NADP 100
Probenextrakt 50

Extinktion E1 bei 334 nm messen (Nullabgleich mit TEA-Puffer)

Hexokinase 20
GPD 20

30 min bei Raumtemperatur inkubieren, Extinktion E2 bei 334 nm messen

Phosopho-Glukoseisomerase 5

30 min bei Raumtemperatur inkubieren, Extinktion E3 bei 334 nm messen

Tabelle 7: Reaktionsansatz fur die Bestimmung der Glukose- und Fruktosegehalte

Losungen (s. S. 39) Volumen [pl]
Acetatpuffer 50
Invertase 50
Probenextrakt 50
45 min bei 40 °C im Wasserbad inkubieren

TEA-Puffer 705
ATP-NADP 100

Extinktion E1 bei 334 nm messen (Nullabgleich mit TEA-Puffer)
Hexokinase 20
GPD 20

30 min bei Raumtemperatur inkubieren, Extinktion E2 bei 334 nm messen

Phosopho-Glukoseisomerase 5

30 min bei Raumtemperatur inkubieren, Extinktion E3 bei 334 nm messen

Tabelle 8: Reaktionsansatz fiir die Bestimmung der Saccharosegehalte

24 Bestimmung biochemischer Parameter der pflanzlichen Abwehr

241 Bestimmung der Ethylenemission

Die Ernte des Blattmaterials fir die Messung von Parametern der
Ethylenbiosynthese erfolgte an funf Wochen alten Pflanzen der Sorte Indira. Die
Messung der Ethylenemission erfolgte jeweils am Tag der Inokulation (Tag 0) der

Kartoffelblatter mit P. infestans, sowie an Tag 1 und 3 nach Inokulation.
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Fiederblatter, bestehend aus der Endfieder und den beiden darauf folgenden
Fiederblattchen, wurden in mit 50 ml Wasser geflllten Acrylglaskivetten
(Y =9,5cm, Hohe =5 cm, Volumen =260 ml) gestellt und mit einem Deckel mit
einem Silikonseptum verschlossen. Nach einer Inkubationszeit von 5 h bei 16 °C
wurde 1 ml Gas mit einer Insulin-Einwegspritze (Becton Dickinson, Dublin, Irland)
aus den Acrylglaskivetten entnommen und in einen Gaschromatographen (GC,
Varian 3300) mit einer Aluminiumoxidsaule (Durchmesser 1/8“, Lange 1 m) und
einem Flammen-lonisations-Detektor (FID) eingespritzt. Die Injektor- und
Saulentemperatur betrug jeweils 80 °C, die Detektortemperatur 225 °C. Als
Tragergas wurde Stickstoff (5.0, Messer-Griesheim) mit einer Flussrate von
30 ml/min verwendet. Die Flussraten der flr den Detektor bendtigten Gase betrugen
450 ml/min far synthetische Luft und 45 ml/min fur Wasserstoff. Unter diesen
Bedingungen betrug die Retentionszeit fur Ethylen 0,75 Minuten, fur Ethan 1,1
Minuten. Zur Umrechnung der gemessenen Ethylen-Flacheneinheiten in
pmol/g FG h' wurde eine Eichung mit Ethylenstandardgas (Reinheit 3.0, Messer,
Griesheim) durchgefuhrt. Die Umrechnung der Probenkonzentrationen erfolgte nach

folgender Formel:

Ethylen [pmol/g FG] = 251,1 pmol ml " x Flache Probenpeak x 260 ml

/ MW (Flache des Eichgaspeaks) /Einwaage

251,1 pmol Ethylen in 1 ml Standardgas
260 ml entspricht dem Gesamtvolumen
der Acrylglaskivetten.

Die Flache des Eichgaspeaks wurde ermittelt aus
drei Wiederholungen der Einspritzung von 1 ml
Ethylenstandardgas.

242 Bestimmung der Gehalte an Salizylsaure

Die Extraktion erfolgte nach einer modifizierten Methode von MEUWLY & METRAUX
(1993). 0,1 g lyophilisiertes Blattmaterial wurde mit 5 ml 100 %igem Methanol und
500 uM internem Standard (o-Anissaure) fir 30 Sekunden unter Schutteln extrahiert.
Nach Zentrifugation bei 30000 g (10 min, 4 °C) wurde das Pellet nochmals in 4 ml
Methanol resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die vereinigten
Uberstande und das Losungsmittel bei 38 °C im Vakuum mittels eines
Rotationsverdampfers (RE111, Buchli, Flawil, CH) abgezogen. Nach Aufnahme in
2ml 40 %iger (v/v) Trichloressigsaure wurden die Proben zweimal gegen

42



Il MATERIAL UND METHODEN

Ethylacetat: Cyclohexan (1:1, v/v) ausgeschittelt (6 und 3 ml) und die vereinigte
organische Phase im Vakuum einrotiert. Die wassrige Phase wurde mit 1,3 ml
32 %iger Salzsaure auf 4 N HCI eingestellt und dann in verschlossenen
Pyrexglaschen fir eine Stunde bei 80 °C hydrolysiert. Die freigesetzten
Verbindungen wurden, wie oben beschrieben, zweimal gegen
Ethylacetat : Cyclohexan (1:1, v/v) ausgeschuttelt und anschliefend einrotiert. Nach
anschliellender Aufnahme der Proben in 500 pl Laufmittel A, 20 % Methanol und
Zentrifugation (20000 g, 5 min, 4 °C) erfolgte die Auftrennung der Proben mittels
HPLC. Hierbei wurden Aliquots von 20 pl auf eine RP-C-18 Nucleosil-Saule
aufgetragen. Der Fluss betrug dabei konstant 1,0 mI min™'. Die Detektion von
Salizylsdure erfolgte mit dem Fluoreszenzdetektor bei Anregungs- und
Emissionswellenlangen von 305 und 407 nm. Die Retentionszeit fur Salizylsaure

betrug ca. 8 min, flr den internen Standard o-AA ca. 10,5 min.

Laufmittel A: 27 mM Natriumacetat, 30 mM Natriumcitrat, pH 5,0
Laufmittel B: 100 % Methanol
Gradient: 0-15 min 100 % A

16-18 min auf 100 % B
19-25 min 100 % B
26-28 min auf 100 % A
29-40 min 100 % A

243 Histochemische Detektion der Wassertoffperoxid-Akkumulation

Die Akkumulation von H,O in Kartoffelblattern wurde mittels einer Farbreaktion mit
3,3 -Diaminobenzidin-hydrochlorid (DAB) nachgewiesen. DAB polymerisiert in
Anwesenheit von H»O, und Peroxidase-Aktivitdt zu einem braunen unldslichen
Farbstoff (THORDAL-CHRISTENSEN et al. 1997).

Zur histochemischen Detektion der Akkumulation von H;O, wurden einzelne
Seitenfiederblattchen der Fiederblatter der dritten Blattetage der Kartoffelpflanzen mit
der Blattunterseite nach oben in einen Witt'schen Topf mit einer 0,1 %igen (w/v)
DAB-Lésung. 10 mM MES Puffer (pH 6,5), gegeben. Mit einer Membranpumpe
wurde ein Vakuum (100-200 mbar) angelegt, wobei die Luft aus den Blattern
gezogen wurde. Durch ablassen des Vakuums wurde die Farbeldsung in das Blatt

infiltriert. Dieser Vorgang wurde bis zu dreimal wiederholt, um eine vollstandige
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Infiltration der Blatter zu garantieren. Die Farbelésung wurde stets unmittelbar vor
den Versuchen angesetzt, um eine Autooxidation zu vermeiden. Die infiltrierten
Blatter wurden danach fur 30 min im Licht inkubiert. Anschliel3end wurden die Blatter
mit erwarmten Ethanol (95 % v/v) entfarbt und in Ethanol (95 % v/v) aufbewahrt. Die
durch DAB gefarbte Blattflache [%] wurde bonitiert und das Ergebnis fotographisch
festgehalten.

244 PR-Proteine

2441 Bestimmung des Gesamtproteingehalts

30 mg des lyophilisierten Blattmaterials wurde mit 1 ml Na-Acetatpuffer (0,1 M,
pH 5,0, 1% PVPP) homogenisiert, fur 15 min auf Eis geschuttelt und anschliel3end
fur 10 min zentrifugiert (30000 g, 4 °C). Nach Abnahme des Uberstands konnte
dieser bei —20 °C aufbewahrt, oder gleich zur Bestimmung des Proteingesamtgehalts
nach BRADFORD (1976) weiter verwendet werden. Die Bestimmung des
Proteingesamtgehalts erfolgte im MikrotiterplattenmalRstab (96 Well Assay Plates,
Costar). Der Reaktionsansatz der Bestimmung des Proteingesamtgehalts ergab sich

aus Tabelle 9. Der Proteinextrakt wurde fur die Proteinbestimmung 1:10 verdlnnt.

Proteinextrakt (1:10) Referenz Nullwert
Probe 25 ul 25yl 25 ul
HoObidest 175 pl 175 pl 175 pl
Farbreagenz 50 S0 l o0 l
Inkubation fir 20 min bei Raumtemperatur

Tabelle 9: Reaktionsansatz fur die Bestimmung des Proteingesamtgehalts

e BSA-L6sung: 10 ug BSA/100 pl
e Coomassie Brilliant Blue G250 (BIO-RAD)

— Referenz

— Farbreagenz

Pro Mikrotiterplatte wurden die Ansatze dreimal wiederholt. Die Extinktionen wurden
in einem Mikrotiterplattenphotometer (Titertek Plus MT 212, ICN) bei einer
Wellenlange von 600 nm gemessen. Nachfolgende Formel gibt die Berechnung des

Proteingesamtgehalts einer Probe mit drei Wiederholungen wieder.

Proteingehalt [mg/g TS] = MReterenz ia[Mg] X (Eproteinextrakt-ENuiiwert) X Verd. x Vpysedml]
(EReferenz'ENuIIwert) X Vproteinextraktlml] X MEinwaage TS[MQ]

m: Masse, E: Extinktion, Verd.: Verdinnung, V: Volumen
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2.4.4.2 Bestimmung der Chitinase-Aktivitat

Die Aktivitat des PR-Proteins Chitinase wurde durch hydrolytischen Abbau eines
farbstoffmarkierten Substrats (Carboxymethyl-Chitin-Remazol-Brillant-Violett)
photometrisch ermittelt (FLEISCHMANN 2000). Fir den Reaktionsansatz (Tabelle 10),

der im Mikrotiterplattenmal3stab erfolgte, war eine Verdiunnung von 1:100 der

verwendeten Proteinextrakte (vgl. 2.4.4.1) notwendig.

Proteinextrakt (1:100) Referenz Nullwert
Probe 50 pl 50 pl 50 pl
Puffer 150 pl 150 pl 150 pl
Substrat 50 ul 50 ul 50 pl

Platte mit Klebefolie verschliefien; Inkubationszeit: 20 min T = 37 °C

Salzsaure (1M) 50 pl 50 pl 50 pl
Tabelle 10: Reaktionsansatz fir die Bestimmung der Chitinase-Aktivitat
e Carboxymethyl-Chitin-Remazol-Brillant-Violett (LOEWE Biotech) — Substrat
e Chitinase aus Streptomyces griseus — Referenz
e Na-Acetatpuffer (0,1 M, pH 5,0) — Puffer

Nach Abstoppen der Reaktion mit Salzsaure (1 M) wurde die Platte fur weitere
10 min auf Eis geklhlt und anschlieRend fir 10 min zentrifugiert (3000 U/min, 4 °C).
Nach Uberfiihrung der Uberstdnde in eine neue Mikrotiterplatte konnten die
Extinktionen in einem Mikrotiterplattenphotometer (Titertek Plus MT 212, ICN) bei
einer Wellenlange von 550 nm gemessen werden. Nachfolgende Formel gibt die

Berechnung der Chitinase-Aktivitat einer Probe mit drei Wiederholungen wieder.

Chitinase-Aktivitat [U/g TS] = (Eprobe-Enuliwert) x Verdinnung x Vpyger[ml]

Inkubationszeit [min] x Vprobe[MI] X MEeinwaage Ts[Q]

E: Extinktion, V: Volumen, m: Masse

2443 Bestimmung der Glukanase-Aktivitat

Die Aktivitat der p-1,3-Glukanase der Kartoffelblattextrakte wurde Uber die
enzymatische Hydrolyse des Substrats Laminarin, einem Zellwandglukan der
Braunalge, ermittelt. Nach hydrolytischer Freisetzung der Zuckeraquivalente und
Derivatisierung nach LEVER (1972) mit p-Hydroxybenzoesaurehydrazin konnte der

dadurch entstandene, gelbgefarbte Farbstoff Osazon mit Hilfe eines Photometers
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quantifiziert werden (FLEISCHMANN 2000). Fir den Reaktionsansatz (Tabelle 11), der

im Mikrotiterplattenmal3stab erfolgte, war eine Verdunnung von 1:100 der

verwendeten Proteinextrakte (vgl. 2.4.4.1) notwendig.

Proteinextrakt Pra‘tliil'?v?’)éz?kt I(-sm:\r:‘v?;:tl; Glukoselésung
Probe 50 pl 50 pl 50 pl 0 ul 10l | 20 yl | 40 pl
H>Obigest -- -- -- S0 ul | 40 pl | 30l | 10 pl
Puffer -- 50 pl 50 pl S50 pyl | 50 pl | 50 pl | 50 pl
Laminarin 50 ul - - - - - -

Platte mit Klebefolie verschliefien; Inkubationszeit : 60 min, T = 37 °C

Farbreagenz 200 pl 200 pl 200 pl | 200 pl | 200 pl | 200 plI {200l
Tabelle 11: Reaktionsansatz der Bestimmung der Glukanase-Aktivitat
¢ Na-Acetatpuffer (0,2 M, pH 5,0) — Puffer

¢ p-Hydroxybenzoesaurehydrazin (0,1 g in 10 ml 0,1 M HCI)
e Stammldsung:0,5 M NaOH:H20pjgest 1:4:5
¢ Glukose (5 mM)

— Stammldsung
— Farbreagenz
— Glukoseldsung
e Laminarin (4 mg/ml) — Substrat

Herstellung einer glukosefreien Laminarinlésung:

1,0 g Laminarin wurden hierzu in 50 ml Ethanol (96 %) suspendiert und anschliel3end
fur 20 min zentrifugiert (25000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde dekantiert und der
Reinigungsschritt dreimal wiederholt. Das gereinigte Laminarin lag in 25 ml Na-
Acetatpuffer gelost (Stammldsung) vor und musste fir den Reaktionsansatz (Tabelle

11) 1:10 verdiinnt werden.

Fur den Umsatz des Laminarins und der daraus resultierenden Farbentwicklung
wurde die Mikrotiterplatte fur funf Minuten in kochendes Wasser gestellt. Nach
Abklhlung des
Mikrotiterplattenphotometer (Titertek Plus MT 212, ICN) bei einer Wellenlange von

Ansatzes (ca. 5min) konnte die Extinktion an einem

405 nm gemessen werden. Nachfolgende Formeln geben die Berechnung der

Glukanase-Aktivitat einer Probe mit drei Wiederholungen wieder.

GIUkoseéqUivalente [nm0|]=(EExtraktmit Laminarin bZW. EExtrakt ohne Laminarin DZW. ELaminarin) -b

m

E: Extinktion, b: Achsenabschnitt de Regressionsgeraden, m: Steigung der Regressionsgeraden
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Glukanase-Aktivitat [nkat/g TS] =

(GAExtrakt mit Laminarin ~ GAExtrakt ohne Substrat'GiA\Laminarin)[n mOI]XverdunnungXVPuﬁer[ml]
Inkubationszeit [sec] x Vexira{MI] X MEinwaage Ts[9]

GA: Glukoseaquivalente, V: Volumen, m: Masse, Vpurer: Volumen des Na-Acetatextraktionspuffer,
kat: Katal (freigesetzte GA [mol]/sec), 1 Unit = 16.67 nkat

2444 Bestimmung des Gehalts an Osmotin (AP24)

Das PR-Protein Osmotin aus der Gruppe der thaumatindhnlichen Proteine wurde
durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlieRendem Western-Blot
nachgewiesen. Nach Mischen gleicher Volumenanteile von vier Wiederholungen der
Proteinrohextrakte einer Variante (vgl. 2.4.4.1) erfolgte eine Dialyse der Mischproben
fur finf Stunden gegen HyOpigest bei 4 °C. AnschlieBend wurden die dialysierten
Extrakte lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in Probenpuffer (Rotiphorese der Firma
Roth) (5 pg Protein/1 pl, vgl. Proteinnachweis bei 2.4.4.1) aufgenommen und zur

Denaturierung aller Proteine flr 5 min in kochendes Wasser gegeben.

SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE):

Die Auftrennung der Proteine erfogte in einer diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese nach LAEMMLI (1970) in einer MINI Protean Il
Apparatur (BIO-RAD) mit einem Gel von 0,75 mm Starke. Ein 4 %-iges und ein
16,5 %-iges SDS-Polyacrylamidgel dienten als Sammel- und Trenngel.

Benotigte Losungen:

¢ Acrylamid-Stammlésung 30 g Acrylamid

e Sammelgelpuffer
pH 6,8

e Trenngelpuffer
pH 8,8

e SDS-LAsung

0,8 g Bisacrylamid
0,5 M Tris
pH mit HCI einstellen

1,5 M Tris
pH mit HCl einstellen

10 g SDS

— ad 100 ml Hgobidest
— 6,05 g Tris
— ad 100 ml Hzobidest

— 18,17 g Tris
— ad 100 ml Hzobidest

— ad 100 ml Hzobidest
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¢ Laufpuffer-Stammldsung 15 g Tris
pH 8,3 72 g Glycin
5g SDS

— ad 1000 ml Hzobidest

vor Gebrauch 1:5 verdiinnen

pH mit HCI einstellen

e TEMED (gebrauchsfertig)

Acrylamid | H2Opigest. Puffer SDS TEMED APS

[mi] [mi] [mi] [ul] [ul] 1]

Sammelgel 4 % 1,3 6,2 2,51 100 10 50
Trenngel16,5% | 5,5 2,0 2,52 100 5 50

Tabelle 12: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Jeweils 20 ug Protein (in 4 ul Protein-Probenpuffer) wurden auf das Gel aufgetragen.
Als Molekulargewichtsstandard fanden 5 ul eines ,prestained low range“ SDS-
Standard (BIO-RAD) Anwendung. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in

Elektrophoresepuffer flr 75 min bei einer konstanten Stromstarke von 30 mA.

Western Blot-Hybridisierung:

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden nun in einem veranderten
Verfahren nach ToBWIN et al. (1979) auf eine PVDF-Membran (Fluorotrans Transfer
Membrane, Filtron) transferiert. Der Blot erfolgte in einer Pharmacia-Apparatur flr
90 min bei 100 V. Das in Blotting-Puffer getrankte Blotting-Filterpapier, zusammen
mit einer in Methanol angefeuchteten und in Blotting-Puffer gewaschenen PVDF-
Membran wurde in der Blotting-Apparatur ausgelegt. Das mit Blotting-Puffer
befeuchtete Gel wurde auf die Membran aufgebracht. Ein in Blotting-Puffer

getranktes Filterpapier schloss den Sandwich-Aufbau ab.

Blotting-Puffer: 2,93 g Glycin
5,81 g Tris
0,375 g Natriumdodecylsulfat

200 ml Methanol — ad 1000 ml Hzobidest
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Immunodetektion mittels spezifischer Antikbrper:

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde diese kurz in TBS
gewaschen und dann fir 1h in TBS-BSA inkubiert, um unspezifische
Antikérperbindungen zu vermeiden. Danach erfolgte eine Beschichtung der
Membran mit 1,5 ml einer Antikorperlosung (Ak1: PR-S gegen extrazellulares
Osmotin oder Ak2: Pep 2 gegen vakuolares Osmotin) und eine anschlieende
Inkubation von 1 h. Nach dreimaligem Waschen fur 5§ min in TBST und einem
einmaligem Waschgang in TBS fur 5 min wurde der sekundare Antikorper (Anti-
Rabbit IgG-Horseradish Phosphatase, BIO-RAD) in einer 1:5000 Verdiunnung in
TBS-BSA aufgetragen. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 1 h wurde die
Membran wiederum fur 5 min dreimal in TBST und einmal in TBS gewaschen. Die
Nachweisreaktion der spezifischen Antikérperbindungen erfolgte durch eine
Farbreaktion mit Hilfe des Farbstoffs NBT. NBT wird durch die Reaktion der
alkalischen Phosphatase des sekundaren Antikorpers mit BCIP zu dem unldslichen
blauvioletten Formazan reduziert. Hierfur wurde die Membran in 25 ml
Entwicklerldsung mit 100 pul NBT und 75 ul BCIP bei Raumtemperatur fur 30 bis 180
Sekunden geschwenkt. Vor dem Trocknen der Membran erfolgte ein Waschgang in
TBS und anschlielend in HyOpigest- Die Auswertung der Blots konnte mit Hilfe des

Computerprogramms RFLP-Scan Version 1.0 fur Windows durchgefihrt werden.
Bendtigte Losungen:

e Tris-HCI, 1 M; pH 7,5 (SL) 12,11 g Tris
pH mit HCI einstellen — ad 100 ml HyOpigest

e NaCl, 5 M (SL) 29,29 — ad 100 ml HyOpigest
e Tris Buffer Saline pH 7,5 20 mM Tris HCI — 20 ml Tris-HCI-SL
(TBS) 150 mM NaCl — 30 ml NaClI-SL
— ad 1000 ml H2Opigest
¢ Blockingsolution pH 7,5 20 mM Tris HCI — 20 ml Tris-HCI-SL
(BSA-TBS) 150 mM NaCl — 30 ml NaClI-SL

10 g Rinderserumalbumin — ad 1000 ml H2Opjgest
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¢ TBS + TweenpH 7,5 20 mM Tris HCI — 20 ml Tris-HCI-SL
(TBST) 50 mM NaCl — 30 ml NaClI-SL
0,05 % Tween 20 — ad 1000 ml HzOpigest
e Entwicklerldsung 100 mM Tris HCI — 12,11 g Tris
pH 9,5 100 mM NaCl — 20 ml NaClI-SL
5 mM MgCl; — 1,02 g MgCl, 6 H,O

pH mit HCI einstellen — ad 1000 ml H2Opigest

e NBT 75 mg NBT
1 ml 70 %-iges N,N"-Dimethyl-Formamid

e BCIP 50 mg BCIP
1 ml 70 %iges N,N -Dimethyl-Formamid
1 ml H2Opigest.
e primare Antikorper PR-S (Osmotin) aus Tabak (1:5000, TBS-BSA)

Pep 2 (AP 24) synthetisch (1:5000, TBS-BSA)

e sekundarer Antikdrper Anti-Rabbit mit Phosphatase (1:2000, TBS-BSA)

245 Bestimmung der Gehalte an Phenylpropanoiden

Den Phenylpropanoidgehalt der Blattproben bestimmte die Arbeitsgruppe des
Fachgebiets flr Obstbau (Prof. Treutter) der TU Minchen-Weihenstephan. 60 mg TS
des lyophilisierten Blattmaterials wurden mit 1,8 ml MetOH fir 30 min in einem
Ultraschallbad bei 4 °C inkubiert, danach fur 10 min zentrifugiert (20000 g, 4 °C). Der
Uberstand wurde bis zur Trockne eingeengt und anschlieRend mit 90 pl MetOH
aufgenommen. Die Analyse der l6slichen Phenylpropanoide erfolgte Uber eine
HPLC-Trennung mit anschlieBender UV-, Fluoreszenz- und Diodenarray-Detektion
nach SCHNITZLER et al. (1996). Zur Quantifizierung der zellwandgebundenen
Polyphenole wurden die Rickstande der methanolischen Extraktion gewaschen und
nach STRACK et al. (1988) einer alkalischen Hydrolyse unterzogen. Danach konnten
die Phenole mit Hilfe der HPLC-Analytik aufgetrennt werden. 6-Methoxy-Flavon,

Rutin und Chlorogensaure dienten als interner Standard.
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24.6 Bestimmung der Gehalte an Divinylethern

Die Bestimmung der Divinylether erfolgte nach WEICHERT et al. (1999) an der
Universitat Gottingen, Lehrstuhl fur Biochemie der Pflanzen, in der Arbeitsgruppe von
Prof. Ivo Feussner. 200 mg lyophilisiertes Blattmaterial wurden in 20 ml HIP-Losung
(iso-Hexan/Isopropanol (3:2, v/v) mit 0,0025 % (w/v) 2-Butyl-6-Hydroxytoluen) mit
(6Z,9S,10E,122)-9-Hydroxy-6,10,12-octadecatriensaure (EnA) als internem Standard
fur 45 sec auf Eis unter Argonstrom mit einem Ultraturrax homogenisiert, 10 min bei
RT geschittelt und anschlieRend zentrifugiert (10 min, 5000 g, 4 °C). Nach
Versetzen des Uberstands mit 15 ml einer 6,7 % (w/v) Kaliumsulfat-Lésung wurde
dieser fur 10 min bei Raumtemperatur geschuttelt und wieder zentrifugiert (10 min,
5000 g, 4 °C). Die organische Phase wurde anschlief3end im Stickstoffstrom bis zur
Trockne eingeengt. Der Rickstand wurde in 1,2 ml Isopropanol aufgenommen und
wieder im Stickstoffstrom bis zur Trockne eingeengt. Nach Aufnahme des
verbleibenden Ruckstands in 80 pl HPLC-Laufmittel (Methanol/H,O/Essigsaure
(75:25:0,1, v/viv)) und anschlielender Zentrifugation (12000 g, 5 min, 4 °C) wurde
der Uberstand auf eine HPLC aufgetragen. Die Detektion der Divinylether erfogte an
der Umkehr-Phase bei 252 und 268 nm. Nach Auffangen der Peaks der Divinylether
wurde das Laufmittel unter Stickstoff eingedampft und der Ruckstand in 30 pl n-
Hexan/Isopropanol/TFA (100:1:0,02, v/v/v) aufgenommen. Zur weiteren Aufreinigung

folgte eine Normal-Phasen HPLC.

Umkehr-Phase | (RP-HPLC):

Saule: NUCLEOSIL C-18 (250x2 mm, 5 um Partikelgrofe;
MACHEREY-NAGEL, Diren)
Laufmittel: A Methanol/H,O/Essigsaure (75:25:0,1, v/iviv)
B Methanol/Essigsaure (100:0,1, v/v)
Laufschema: Zeit % Laufmitte B Flu® (ml/min)
0 20 0,18
5 20 0,18
10 40 0,18
12 100 0,18
17 100 0,18
22 100 0,18
27 20 0,18
30 20 0,18
Retentionszeiten: CnA 10,2 min
EnA 10,7 min
CA 12,4 min
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Normal-Phase (SP-HPLC):

Saule: ZORBAX RX-SIL (5 um PartikelgroRe, 2,1 x 150 mm,
HEWLETTPACKARD, Waldbronn)

Laufmittel: n-Hexan/Isopropanol/TFA (100:1:0,02, v/v/v)

Laufschema: isokratisch

Fluf3: 0,2 ml/min

Die erneut aufgefangenen Proben wurden ebenfalls unter Stickstoff eingedampft, in
80 pl Methanol/H,O/Essigsaure (85:15:0,1, v/v/v) aufgenommen und in einer RP-
HPLC bei 252 nm (Divinylether: Ca, CnA) und 268 nm (interner Standard: EnA)
detektiert und quantifiziert.

Umkehr-Phase Il (RP-HPLC):

Saule: NUCLEOSIL C-18 (250 x 2 mm, 5 uym Partikelgrofe;
MACHEREY-NAGEL, Diren)

Laufmittel: Methanol/H,O/Essigsaure (85:15:0,1, v/v/v)

Laufschema: isokratisch

Flul: 0,18 ml/min

Retentionszeiten: CnA: 8,9 min
CA: 10,8 min
EnA: 9,4 min

2.5 Molekularbiologische Untersuchungen der Pflanze-Pathogen
Interaktion

251 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion der Kartoffelblattproben erfolgte mit einem DNA-Extraktions-Kit
von Quiagen nach Angaben des Handlers. Die anschlieRende Reinigung der
extrahierten DNA wurde mit einem Reinigungs-Kit ,Wizard DNA Clean-up System*

von Promega gemaf dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt

2.5.2 Quantitative PCR

Das ,AbiPrism 7700 Sequence Detector System® von PE Applied Biosystems
ermdglicht anhand einer Regressionsgeraden die Ausgangsmenge an Ziel-DNA in

einer unbekannten Probe zu errechnen.
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Zur Amplifikation der isolierten DNA des Blattmaterials wurde eine artspezifische GC-
reiche Satelliten-DNA Sequenz von P. infestans mit unbekannter Funktion (MOLLER
1989) herangezogen. Anhand dieser Sequenz konnte der Forward Primer P3 (5'-
GCCATCAAGACGTGCGAGA-3'), der Reverse Primer P4 (5°-
GGCAGGGATTCGGGCAT A-3%) und die phosphorylierte Fluoreszenzsonde F2 (5'-
AGAGTAAGTATATTTTGCCCGACCCCGCCT-3") entwickelt werden. Der
modifizierte Primer P4 stammte von Pi2 (NIEPOLD und SCHOBER-BUTIN 1995). Die
Fluoreszenzsonde war am 5'-Ende mit einem fluoreszierenden Reporterfarbstoff
FAM (6-Carboxy-Fluorescein) und am 3'-Ende mit einem Quencherfarbstoff
(TAMRA, 6-Carboxy-Tetramethylrhodamin) markiert. Die Primer P3 und P4 sowie die
Fluoreszenzsonde wurden von PE Applied Biosystems bezogen.

Der TagMan-PCR Lauf wurde in MicroAmp Optical 96-well Plates mit einer 1:10
Verdinnung der DNA-Extrakte des Kartoffelblattmaterials durchgefuhrt. Far die
Berechnung der Regressionsgeraden diente quantifizierte P. infestans DNA
(Stammextrakt, PLERL 2002), die in einer Verdiinnungsreihe von 1:10" —...— 1:10° in
jedem Ansatz ebenfalls amplifiziert wurde. Jede Standardkonzentration sowie die
Proben wurden pro Lauf in dreifacher Wiederholung aufgetragen. Das

Ansatzvolumen betrug 25 ul und setzte sich wie in Tabelle 13 dargestellt zusammen.

Ansatz Volumen [ul]
Universal Master Mix 12,5
Primer P3 0,25
Primer P4 0,235
Fluoreszenzsonde P2 0,25
H20bigest 6,765
Probe oder Standard 5,0

Tabelle 13: Reaktionsansatz fiir die Quantitative PCR

Die eingesetzte DNA-Polymerase besitzt neben der Eigenschaft, ein DNA-Fragment
komplementar zu verlangern, auch die Eigenheit, die Fluoreszenzsonde bei einer
komplementaren Bindung abzubauen. Durch die raumliche Trennung des Reporter-
und Quencherfarbstoffs kommt es zu einer Anderung in der Fluoreszenz. Diese wird
aufgezeichnet und quantifiziert. Weiteres zur Quantifizierung der Ausgangs-DNA ist
der Verdffentlichung von BOHM et al. (1999) und PE Applied Biosystems

(www.appliedbiosystems.com) zu entnehmen.
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Das Temperaturprogramm des PCR-Laufs sah wie folgt aus:

90 °C, 10 min ——» 95 °C, 15 sek
Aktivierung der DNA Polymerase Aufschmelzen der DNA
Denaturierung der Uracil N-Glycosylase (35 Zyklen)
Aufschmelzen der DNA
60 °C, 1 min
Anlagern der Primer
und Sonde

50 °C, 2 min
Verdau mit der Uracil N-Glycosylase

Abbildung 11: Temperaturprogramm des PCR-Laufs

2.6 Bonitur der Blattschaden

Die optische Bonitur der Blattschaden erfolgte an 5 Tagen nach Inokulation der
Blatter mit P. infestans oder A. solani. Bonitiert wurden kontrollbehandelte sowie
inokulierte Blatter an Tag 1 bis Tag 5 nach Inokulation. Dabei wurde die von
P. infestans oder A. solani befallene Blattflache [%] notiert. Gerade sichtbare
Punktnekrosen wurden mit 1 % Lasionsgrole bewertet, weiter ausgedehnte
Nekrosen wurden dabei mit 5 % erfasst. Die Bonitur sich flachig ausdehnender
Lasionen erfolgte in 5 % Schritten. An jedem Tag der Bonitur wurde ein Teil der

Blatter in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS, Version 11.5 flir Windows.
Zur Bildung homogener Gruppen wurde die einfaktorielle ANOVA verwendet.
Voraussetzungen zur Durchfuhrung dieses Tests sind eine Normalverteilung der
Daten und eine Varianzhomogenitat zwischen den einzelnen Varianten eines
Parameters.

Bei gegebener Normalverteilung und Varianzhomogenitat wurde der Vergleich
zwischen den Gruppen nach TUKEY durchgefuhrt. Lag keine Varianzhomogenitat vor,
wurde der DUNETT-T3 Test verwendet. Da die ANOVA gegenuber kleinen
Abweichungen von der Normalverteilung robust ist, wurden geringflgige
Abweichungen toleriert und die genannten Tests zur Bildung homogener Gruppen
durchgefuhrt. Eindeutig nicht normalverteilte Datensatze (ausschliel3lich optische

Bonituren) wurden unter Zuhilfenahme des MANN-WHITNEY-TESTS und
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anschlieRender Bonferroni-Korrektur verrechnet. Fir alle statistischen Tests wurde
ein Signifikanzniveau von p =0,05 zugrunde gelegt. Signifikante Unterschiede
zwischen den Varianten eines Parameters werden mit unterschiedlichen Buchstaben

bei den Ergebnissen veranschaulicht.
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. ERGEBNISSE

1 Vergleichende Untersuchungen zum Resistenzverhalten
verschiedener Kartoffelsorten (Solanum tuberosum L.) gegenuber
Phytophthora infestans

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten verschiedene Kartoffelsorten beziglich ihrem
Resistenzverhalten gegenuber Phytophthora infestans verglichen werden. Zur
Charakterisierung der Pflanze-Pathogen-Interaktion wurde die Befallsstarke sowie
die Akkumulation sekundarer Pflanzenstoffe untersucht. Weiterhin sollte geklart
werden, ob eine Altersabhangigkeit bei der Anfalligkeit gegenlber P. infestans
vorliegt. Hierzu wurden vier Kartoffelsorten (Indira, Bettina, Kuras und Bintje) in

Gewachshauskammern herangezogen.

1.1 Entstehung von Blattschaden nach Pathogenbehandlung

Die verwendeten Kartoffelsorten zeichnen sich durch eine unterschiedliche
Anfalligkeit gegenuber P. infestans aus (FLEISCHMANN 2000). Blatter der vier Sorten
wurden mit einer Sporensuspension von P. infestans inokuliert und zur
Charakterisierung der Blattschaden flr funf Tage in Klimakammern kultiviert. Zum
Zeitpunkt der Behandlung waren die Pflanzen zwei, vier und sechs Wochen alt. Die
untersuchten Blatter entstammten jeweils der zweiten und dritten Blattetage einer
Pflanze. Als erste Blattetage wurde dabei das erste voll ausgewachsene Blatt mit
einer Lange von ca. 8 cm definiert.

In diesem Versuch zeigten sich deutliche Unterschiede in der Sensitivitat der vier
Kartoffelsorten gegenuber P. infestans. Auch das Alter der Pflanzen hatte
Auswirkungen auf die Anfalligkeit der Blatter gegenuber P. infestans. Die
Auspragung der auftretenden Blattschaden variierte bei den Pflanzen der
verschiedenen Sorten stark. Blattschaden in Form von schwarzen Punktnekrosen
bildeten sich bei allen Sorten drei Tage nach Inokulation. Bei den Sorten Indira und
Bintje entwickelten sich diese zu wassrigen Lasionen, die an Tag 5 nach Inokulation
das ganze Blatt bedeckten. Bei der Sorte Bettina hingegen entstanden braune
nekrotische Stellen, die flachig Uber das Blatt verteilt waren und sich nur vereinzelt
zu wassrigen Lasionen entwickelten, die an Tag 5 nach Inokulation 20 % der
Blattflache bedeckten.
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Bettina

Abbildung 12: Kartoffelblatter der Sorten Indira, Bettina, Bintje und Kuras der 4 Wochen alten
Pflanzen drei Tage nach Inokulation mit P. infestans.

Relativ tolerant gegenlber dem Pathogen verhielt sich die Sorte Kuras, bei der nur
vereinzelt groRere, braune Nekrosen auftraten. Ein Vergleich der Anfalligkeit der
Blatter gegenuber P. infestans hinsichtlich des Pflanzenalters zeigte auf, dass bei der
Sorte Bettina die alteren Pflanzen signifikant anfélliger sind als die jungeren
Pflanzen. Blatter der vier Wochen alten Pflanzen der Sorte Indira reagierten zunachst
weniger anfallig gegenuber P. infestans, waren dann aber ab Tag 4 nach Inokulation
ebenfalls weniger tolerant als die Blatter der alteren Pflanzen. Tendenziell ist zu
sagen, dass altere Pflanzen der Sorte Indira und Bettina anfalliger gegenuber P.
infestans sind als jungere Pflanzen. Auch bei der Sorte Bintje zeichnete sich dieser
Trend an Tag 3 nach Inokulation ab. Die Blatter der sechs Wochen alten Pflanzen
waren anfalliger als die Blatter der zwei und vier Wochen alten Pflanzen. An Tag 4
nach Inokulation allerdings waren die Blatter der vier Wochen alten Pflanzen
toleranter gegenuber P. infestans. Hingegen war bei der toleranten Sorte Kuras
keine Abhangigkeit der Anfalligkeit gegenlber P. infestans vom Pflanzenalter zu
erkennen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Vergleich der infizierten Blattflaiche [%] P. infestans inokulierter Blatter der
Kartoffelsorten Indira, Bettina, Bintje und Kuras 1-5 Tage nach Inokulation. Zum Zeitpunkt der Ernte
waren die Pflanzen zwei, vier und sechs Wochen alt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 10).
Mittelwerte der Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).
Kontrollen (K) sind nicht dargestellt (K = 0 % infizierte Blattflache).

1.2 Untersuchung sekundarer Inhaltsstoffe der pflanzlichen Abwehr

Zur Charakterisierung der Unterschiede im Verhalten der Kartoffelsorten gegenuber
P. infestans wurden der konstitutive Gehalt an Salizylsaure und das Phenolmuster
sowie die Induktion dieser Inhaltsstoffe nach Pathogenbehandlung in den
verschiedenen Sorten bestimmt. Eine Mischprobe der unterschiedlichen Varianten
bestand dabei aus 10 Einzelblattern. Die Mischprobe jeder Variante wurde in
funffacher Wiederholung analysiert (n=5). Mischproben wurden am Tag der
Inokulation (Tag 0) sowie an Tag1 und 3 nach Inokulation genommen und in

flussigem Stickstoff schockgefroren.

1.21 Bestimmung der Salizylsauregehalte nach Pathogenbehandlung

Die Bedeutung von Salizylsaure (SA) bei der Pathogenabwehr konnte mit Hilfe von

transgenen Pflanzen demonstriert werden, die ein bakterielles Gen (hahG) fur eine
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Salizylsaure-Hydroxylase besitzen. In diesen Pflanzen wird Salizylsaure zu Catechol
abgebaut und kann so nicht akkumulieren (DURNER et al. 1997). Eine Konsequenz
davon ist, dass nahG-Pflanzen ihre Fahigkeit verlieren, Wachstum und Ausbreitung
von Pathogenen zu begrenzen (DURNER et al. 1997).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde bei den verschiedenen Kartoffelsorten der
konstitutive Gehalt an freier und gebundener Salizylsaure sowie die Induktion nach
einer Infektion mit P. infestans gemessen. Ein Grolteil der Salizylsaure liegt in
Pflanzen in gebundener konjugierter Form, meist glukosyliert, vor. Nach Aufreinigung
der Salizylsdure aus den Blattern nach einer modifizierten Methode von MEUWLY &
METRAUX (1993) wurde der Extrakt mittels HPLC aufgetrennt und mit einem
Fluoreszenzdetektor bei einer Anregungs- und Emissionswellenlange von 305 und
407 nm detektiert.

Dabei war festzustellen, dass der konstitutive Gehalt an freier und gebundener
Salizylsaure zwischen den Sorten nicht signifikant variierte. Allerdings lag der Gehalt
an gebundener SA bei den vier Wochen alten Pflanzen aller Sorten Uber den
Gehalten der zwei und sechs Wochen alten Pflanzen. Der konstitutive Gehalt der
zwei Wochen alten Pflanzen lag dabei auf dem Niveau des konstitutiven Gehalts der
sechs Wochen alten Pflanzen, aulRer bei der Sorte Kuras. Hier erreichte der Gehalt
an gebundener Salizylsaure der sechs Wochen alten Pflanzen das Niveau der vier
Wochen alten Pflanzen. Die Gehalte an freier Salizylsaure folgten dabei keinem
einheitlichen Muster (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Konstitutiver Gehalt an freier und gebundener Salizylsaure der Kartoffelsorten Indira,
Bettina, Bintje und Kuras zwei, vier und sechs Wochen alter Pflanzen. Dargestellt sind Mittelwerte +
S.E. (n =5). Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben freier oder gebundener Salizylsdure sind
signifikant verschieden (p < 0,05).
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Verschiedene, Nekrosen auslésende Pathogene kénnen nach CAMERON et al. (1999)
Salizylsaure induzieren. Die Untersuchungen zur Induktion von Salizylsdure nach
Infektion mit P. infestans an Kartoffel ergaben, dass Salizylsaure zwar in relativ
hohen konstitutiven Gehalten bei den Sorten vorkommt, jedoch keine signifikante
Induktion durch Infektion bei den Sorten Indira und Kuras hervorgerufen wird. Bei
den Sorten Bettina und Bintje konnte bei den sechs Wochen alten Pflanzen ebenfalls
keine signifikante Induktion der gebundenen Salizylsduregehalte gemessen werden.
Bei der Sorte Bettina waren die Gehalte an gebundener Salizylsdure sowohl bei den
zwei als auch vier Wochen alten Pflanzen ein und drei Tage nach Inokulation erhéht.
Eine signifikante Induktion war bei den zwei Wochen alten Blattern der Sorte Bintje
zu beobachten (Abbildung 15). Eine signifikante Zunahme an freier Salizylsdure bei
den pathogenbehandelten Blattern der verschiedenen Sorten war nicht festzustellen

(Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abbildung 15: Zeitverlauf der Gehalte an gebundener Salizylsdure in zwei, vier und sechs Wochen
alten Kartoffelblattern der Sorte Indira, Bettina, Bintje und Kuras wahrend einer Infektion mit P.

infestans. Erste Blattschaden wurden ab Tag 2 beobachtet. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 5).

Mittelwerte der Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).
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1.2.2 Untersuchungen zum Phenylpropanoidgehalt der Kartoffelsorten

Der Phenylpropanoidgehalt wurde mittels HPLC im Labor des Fachgebiets Obstbau
(Prof. Treutter) am Wissenschaftszentrum Weihenstephan (WZW) bestimmt. Dabei
wurden die konstitutiven Gehalte sowie die Induktion der |6slichen und
membrangebundenen Phenole wahrend einer Infektion mit P. infestans ermittelt. Aus
einer Vielzahl detektierter Substanzen wurden Kryptochlorogensaure (KCA),
Hydroxyzimtsauren (HCA), Chlorogensaure (CA), zwei Flavonolglycoside und Rutin
sowie zwei nach Infektion induzierte Phenylpropanoide in den Gesamtgehalt der
Phenylpropanoide einberechnet. Dabei handelt es sich bei den aufgetragenen
Werten um Mischproben der funf Wiederholungen, da vorangegangene Messungen
geringe Standardabweichungen der einzelnen Wiederholungen aufzeigten (PLERL
2000, Dissertation). Auffallig dabei ist vor allem, dass die anfallige Sorte Bintje
konstitutiv signifikant weniger phenolische Inhaltsstoffe besal} als die drei anderen
Sorten. Dies war bei den zwei und vier Wochen alten Pflanzen sowie bei den sechs
Wochen alten Pflanzen zu verfolgen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die vier
Wochen alten Pflanzen der Sorte Bettina deutlich hdhere Gehalte an
Phenylpropanoiden aufwiesen als die Blatter der zwei und sechs Wochen alten
Pflanzen. Dieser Anstieg ist auf eine signifikante Akkumulation der Flavonole
zurlckzufuhren. Die Sorte Indira hingegen zeigt einen Anstieg der
Phenylpropanoidgehalte mit zunehmendem Alter der Pflanzen. Wiederum ist der
Anstieg der Flavonole am starksten ausgepragt, wobei HCA und Rutin bei den vier
Wochen alten Pflanzen ebenfalls ansteigen. Bei der toleranten Sorte Kuras nehmen
dagegen die konstituiven Phenolgesamtgehalte mit dem Alter der Pflanzen ab
(Abbildung 16). Dieser Ruckgang beruht auf einer Abnahme aller gemessenen
Substanzen. Eine Auflistung der Gehalte der einzelnen Inhaltsstoffe gibt Tabelle 1 im

Anhang wieder.
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Abbildung 16: Konstitutiver Gehalt an Phenylpropanoiden der Kartoffelsorten Indira, Bettina, Bintje
und Kuras zwei, vier und sechs Wochen alter Pflanzen. Dargestellt sind Werte einer Mischprobe
(n=5).
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Abbildung 17: Zeitverlauf des Phenolgehalts der Kartoffelsorten Indira, Bettina, Bintje und Kuras
zwei, vier und sechs Wochen alter Pflanzen wahrend einer P. infestans Infektion. Dargestellt sind
Werte von Mischproben der einzelnen Wiederholungen mit n = 5.

Vergleicht man die Induktion der Phenylpropanoidgehalte nach Pathogenbehandlung

so fallt auf, dass nur an Tag 1 nach Inokulation der zwei Wochen alten Pflanzen eine
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Induktion von Phenylpropanoiden stattfindet. Diese Akkumulation beruht dabei bei
allen Sorten auf der Anreicherung von KCA, HCA und CA (vgl. Anhang, Tabelle 1).
Bei den Sorten Indira und Kuras ist ebenfalls bei den Blattern der vier Wochen alten
Pflanzen eine Induktion an Tag 1 nach Inokulation zu erkennen. Dabei werden
wiederum KCA, HCA und CA induziert. Im Gegensatz zur Sorte Indira wurden bei
der Sorte Kuras zusatzlich die Flavonole induziert (siehe Anhang, Tabelle 1). Eine
Infektion der Kartoffelblatter mit P. infestans hatte bei allen anderen Varianten keinen
Einfluss auf den Gehalt an Phenylpropanoiden (Abbildung 17).

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Sorten konnte bei der Induktion von p-

Cumaroylnoradrenalin sowie p-Cumaroyloctopamin festgestellt werden.
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf von p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin der
Kartoffelsorten Indira, Bettina, Bintje und Kuras zwei, vier und sechs Wochen alter Pflanzen wahrend
der Infektion mit P. infestans. Dargestellt sind Werte von Mischproben der einzelnen Wiederholungen
mit n = 5. Die Werte der Kontrollblatter wurden nicht aufgetragen (K < 0,05 mg/g TS).
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Auch spielt das Alter der Pflanzen bei der Induktion von p-Cumaroylnoradrenalin und
p-Cumaroyloctopamin eine wichtige Rolle. Diese Phenylpropanoide konnten in
Zusammenarbeit mit Prof. Treutter (Fachgebiet Obstbau des WZW) sowie Dr. Heller
(Institut fur Biochemische Phytopathologie, GSF-Neuerberg) identifiziert werden.
Wahrend in den Blattern der Sorten Bettina und Kuras keine Induktion von p-
Cumaroylnoradrenalin sowie p-Cumaroyloctopamin nach Infektion mit P. infestans
erfolgt, liegt bei der Sorte Indira eine deutliche Induktion dieser Verbindungen vor.
AuBerdem akkumulieren altere Pflanzen signifikant mehr p-Cumaroylnoradrenalin
sowie p-Cumaroyloctopamin als junge Pflanzen der Sorte Indira. Die Sorte Bintje
zeigt eine leichte Induktion von p-Cumaroylnoradrenalin in den Blattern der zwei und
vier Wochen alten Pflanzen (Abbildung 18). Konstitutiv konnten p-
Cumaroylnoradrenalin sowie p-Cumaroyloctopamin bei allen vier Sorten nur in sehr

geringen Mengen (unter 0,05 mg/g TS) detektiert werden.

1.23 Histochemische Detektion der Wasserstoffperoxid-Akkumulation

Um einen eventuellen Zusammenhang der Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies
mit der Ausbreitung des Pathogens feststellen zu kénnen, wurde in den Blattern
neben der Bonitur der Befallsstarke mit P. infestans parallel die H,O2-Akkumulation
im Apoplasten untersucht. Fiederblattchen der vier Wochen alten Pflanzen der zwei
Kartoffelsorten Indira und Bettina wurden dabei histochemisch durch Infiltration von
einer 0,1 %igen (w/v) DAB-Lésung auf eine Akkumulation von H2O; untersucht. Die
Infiltration der DAB-L&sung erfolgte 5 und 24 Stunden nach Inokulation der Blatter
mit P. infestans. Dabei zeigten die mit P. infestans inokulierten Blatter der beiden
Kartoffelsorten eine deutliche DAB-Farbung gegenuber den Kontrollblattern, die nicht
mit P. infestans inokuliert wurden. Da die Kontrollblatter keine Farbung zeigten,
werden im Folgenden nur Ergebnisse der inokulierten Blatter beschrieben und
dargestellt. FUnf Stunden nach Inokulation der Blatter mit P. infestans zeigten die
Blatter der Sorte Bettina bereits eine starke DAB-Farbung, wohingegen bei der Sorte
Indira  keine DAB-gefarbte Stellen nachzuweisen waren. 24 Stunden nach
Inokulation war bei den Blattern beider Sorten eine deutliche Farbung durch DAB zu
beobachten, wobei die Blatter der Sorte Bettina eine starkere Braunfarbung zeigten
(Abbildung 19, Abbildung 20).
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Indira e Bettina

Abbildung 19: Histochemische H,O,-Detektion an Fiederblattchen der Kartoffelsorten Indira (links)
und Bettina (rechts) finf Stunden nach Inokulation mit P. infestans. Dargestellt sind Fiederblattchen
der dritten Blattetage vier Wochen alter Pflanzen. Nach Entfarbung mit Ethanol wurden die Blatter
fotografiert.
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Abbildung 20: H,0O,-Nachweis durch Diaminobenzidin (DAB) 5 und 24 Stunden nach Inokulation der
Blatter mit P. infestans der Kartoffelsorten Indira und Bettina nach vier Wochen Wachstum. Der H,0,-
Nachweis in den nicht-pathogenbehandelten Blattern wurde nicht dargestellt, da keine H,0,-
Akkumulation nachzuweisen war. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n=10). Mittelwerte mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

65




[Il ERGEBNISSE

2 Untersuchungen zum Primarstoffwechsel von Kartoffelpflanzen unter
variierter CO,- und Stickstoffversorgung

21 Einfluss von CO; und Stickstoff auf die Biomasseproduktion

Zur Untersuchung des Einflusses von CO, und Stickstoff auf die Biomasseproduktion
der Pflanzen, wurde die oberirdische Biomasse sowie die Knollenmasse bestimmt.
Die Anzucht der Kartoffelpflanzen erfolgte unter
einer CO,-Konzentration von 400 ppm sowie
700 ppm CO; in den Gewachshausern der GSF in
Neuherberg. Um den Einfluss unterschiedlicher N-
Dungestufen auf die Pflanze zu untersuchen, wurde
ein Teil der Pflanzen zusatzlich mit 0,8 g N/Pflanze
gedungt, der andere Teil erhielt keine zusatzliche N-
Dingung. Alle Pflanzen wurden in einer

stickstoffarmen Mischung aus Ackererde, Sand und

Fruhstorfer T-Erde herangezogen.

Abbildung 21: Kartoffelpflanzen der Sorte Indira vier Wochen nach dem Auskeimen unter ambienter
CO,-Konzentration. Ein Teil der Pflanzen wurde mit 0,8 g N/Pflanze gediingt (+N), der andere Teil
erhielt keine Stickstoffdiingung (-N).

Nach einer 4-wochigen Exposition der Kartoffelpflanzen wurden pro Variante 24
Pflanzen zur Bestimmung der oberirdischen Biomasse herangezogen. Die
Bestimmung der Knollenmasse erfolgte nach einer 8-wochigen Exposition der
Pflanzen, da zum Erntezeitpunkt nach vier Wochen die Knollen noch nicht weit
genug entwickelt waren. Eine zusatzliche N-Dingung von 0,8 g N flhrte bei Pflanzen
der Kartoffelsorten Indira und Bettina zu einer signifikanten Steigerung der ober- und
unterirdischen Biomasse. Eine bis zu 3,3-fache Steigerung der oberirdischen
Biomasse durch eine zusatzliche N-Gabe war sowohl bei der Niedrig- als auch bei
der Hoch-CO,-Variante zu verzeichnen (Abbildung 21). Auch bei den Knollen konnte
bei der Sorte Indira eine drastische Steigerung (2,4-fach) der Masse nach einer
Stickstoffdiingung beobachtet werden. Die Knollen der Sorte Bettina waren zum
Zeitpunkt der Ernte zu klein, um Aussagen zu einem etwaigen N-Effekt treffen zu
konnen.

Eine Erhdohung der CO,-Konzentration von 400 ppm auf 700 ppm hatte im

Gegensatz zu einer erhohten N-Versorgung keinen signifikanten Effekt auf ober- und
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unterirdische Biomasse. Tendenziell konnte ein Zuwachs an oberirdischer Biomasse
und Knollenmasse nach vier Wochen Wachstum der Pflanzen durch eine erhohte
COz-Konzentration beobachtet werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Oberirdische Biomasse und Knollenmasse nach vier Wochen (Blatter) und acht
Wochen (Knollen) Wachstum der Pflanzen unter 400 ppm und 700 ppm CO,. Gleichzeitig wurde ein
Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) geduingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 24 [Blatter], n = 12
[Knollen]). Mittelwerte der oberirdischen Biomasse oder der Knollenmasse mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

2.2 Einfluss von CO, und Stickstoff auf biochemische Parameter des
Primarstoffwechsels

Zur Untersuchung des Einflusses von CO; und N auf biochemische Parameter des
Primarstoffwechsels wurden Blatter der zweiten und dritten Blattetage der mit CO»
und N behandelten Pflanzen (vgl. 2.1) nach einer 4-wdchigen Exposition geerntet.
Die folgenden Ergebnisse setzen sich aus vier Wiederholungen (n = 4) zusammen,
wobei eine Wiederholung aus den Fiederblattchen der zweiten und dritten Blattetage

von sechs Pflanzen bestand.

2.21 Starkegehalte der Kartoffelblatter und Knollen

Die Starkegehalte der Blatter der Sorte Indira wurden photometrisch bestimmt (siehe
11.2.3.4.1.). Eine Behandlung der Pflanzen mit 700 ppm CO, Uber vier Wochen hatte
dabei deutliche Auswirkungen auf die Starkegehalte der Blatter. Der Gehalt an
Starke in den Blattern stieg durch eine erhdhte CO,-Konzentration von 6,0 + 3,3 %
auf 11,8 + 6,3 %. Die Dungung der Pflanzen mit Stickstoff hatte sowohl bei der Hoch-
CO,-Variante sowie bei der Niedrig-CO,-Variante eine Abnahme der Starkegehalte in

den Blattern zur Folge. Zur Starkeanalytik der Knollen, die an der LfA Freising-
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Weihenstephan erfolgte, wurden pro Variante Knollen von 12 Pflanzen nach acht
Wochen Wachstum unter 400 ppm oder 700 ppm CO, und einer zusatzlichen N-
Gabe von 0,8 g N herangezogen. Durch eine N-Dingung von 0,8 g N/Pflanze konnte
eine signifikante Starkeanreicherung in den Knollen der Sorte Indira erzielt werden.
Eine Behandlung der Pflanzen mit 700 ppm CO;, fuhrte ohne zusatzliche N-Diingung
ebenfalls zu einer sichtbaren Zunahme des Starkegehalts der Knollen von
244 +05% auf 26,0+0,3%. Hingegen konnte eine Erhdhung der CO,-
Konzentration die Starkeakkumulation in den Knollen weniger stark induzieren
nachdem die Pflanzen mit Stickstoff behandelt wurden (Abbildung 23).

30

-25

Starke [%] der Blatter
als Glucoseaquivalente
Starke [%] der Knollen

-0
I 400 ppm /-N/ M 400 ppm /+N/ [ 700 ppm /-N/ [ 700 ppm /+N/

Abbildung 23: Starkegehalte [%] der Blatter der Sorte Indira nach vier Wochen Wachstum und der
Knollen nach acht Wochen Wachstum der Pflanzen unter 400 ppm und 700 ppm CO,. Gleichzeitig
wurden ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n=4
[Blatter], n =12 [Knollen]). Mittelwerte der Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
verschieden (p < 0,05).

Eine Behandlung der Blatter aller Varianten mit P. infestans hatte drei Tage nach
Inokulation einen tendenziellen Rickgang des Starkegehalts zur Folge. Bei der

Variante 400 ppm /-N/ reduzierte sich der Gehalt an Starke sogar signifikant von
11,8 £4,2 % auf 4,5 + 3,8 % (Tabelle 14).

Indira Tag 3 [dpi] 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm /+N/

Kontrolle 11,8 £4,2 10,8 £2,3 11,8 £5,6 8,4 +6,2

Starke [%] |
infiziert 45+38 7,3+5,9 10,8 £5,7 76 +27

Tabelle 14: Starkegehalte [%] von Kontrollblattern und pathogenbehandelten Blattern der Sorte Indira
drei Tage nach Inokulation mit P. infestans. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm und 700 ppm CO, Uber
4 Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt
sind Mittelwerte + S.E. (n = 4). Signifikante Verdnderungen der Starkegehalte durch eine P. infestans
Infektion sind blau markiert.
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2.2.2 Gehalte der Kartoffelblatter an loslichen Zuckern

Die Gehalte an loslichen Zuckern der Blatter der Sorte Indira wurden photometrisch
bestimmt. Der Gesamtgehalt an Idslichen Zuckern besteht dabei aus
Einzelmessungen der Gehalte an Glukose, Fruktose und Saccharose. Zur
Darstellung der Gesamtgehalte wurden diese addiert. Standardabweichungen
wurden fur die Gesamtgehalte nicht berechnet, konnen aber den Gehalten der
einzelnen Zuckern der folgenden Tabelle 15 entnommen werden. Eine Behandlung
der Pflanzen mit 700 ppm CO, uber vier Wochen fuhrte zu einer Steigerung der
konstitutiven Gehalte an |6slichen Zuckern im Vergleich zu den Pflanzen, die mit 400
ppm CO, behandelt wurden. Der Gehalt in den Blattern stieg durch eine erhdhte
COz-Konzentration von 700 ppm von 17,8 auf 23,4 mg/g TS der Niedrig-N-Varianten
an. Dabei akkumulierte vor allem Saccharose in grolkeren Mengen. Durch eine
zusatzliche N-Dingung war der CO,-Effekt auf den Gehalt an I6slichen Zuckern noch
deutlicher. Hier stieg der Gehalt von 24,3 auf 33,2 mg/g TS an. Dabei akkumulierte
vor allem Glukose in groReren Mengen. Eine N-Dungung der Pflanzen hatte dabei
eine noch starkere Anreicherung der l6slichen Zucker in den Blattern zur Folge
(Abbildung 24). In der Niedrig-CO,-Variante war vor allem eine Akkumulation von
Saccharose zu beobachten, wohingegen in der Hoch-CO,-Variante vor allem die
Glukoseanreicherung induziert wurde. Die Gehalte an Fruktose blieben bei allen

Behandlungsvarianten unverandert (Tabelle 15).
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Abbildung 24: Konstitutive Gehalte loslicher Zucker [mmol/g TS] (links) sowie Gehalte an I6slichen
Zuckern von Kontrollblattern und pathogenbehandelten Blattern drei Tage nach Inokulation mit
P. infestans (rechts) der Sorte Indira. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm und 700 ppm CO, Uber vier
Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind
Mittelwerte + S.E. (n = 4).
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[mmol/g TS] Tag 0 [dpi] 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm /+N/
Glukose konstitutiv 95+79 8,7+19 6,4 +49 15,8 £95
Fruktose konstitutiv 1,4+0,9 0,8+0,5 1,3+0,8 0,9+0,3
Saccharose konstitutiv 7,0+33 13,8 +44 16,6 £ 0,6 16,5 +0,9
[mmol/g TS] Tag 3 [dpi] 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm /+N/

Kontrolle 7,7+15 12,6 +2,0 8,0+1,0 14,1+14
Glukose

infiziert 18,8 +4,3 17,2 +16 16,9 +2,7 23,0+6,3

Kontrolle 0,6 +0,4 2,6+18 1,5+1,1 1,9+0,9
Fruktose o

infiziert 0,7+04 0,4 +0,1 0,7+0,2 0,9+0,2

Kontrolle 8,2+26 11,3+3,5 10,5 £ 5,1 7,5+51
Saccharose =

infiziert 15,9+49 16,8 +5,8 17,5+2,7 15,6 +2,1

Tabelle 15: Konstitutive Gehalte von Glukose, Fruktose und Saccharose [mmol/g FS] sowie Gehalte
an loslichen Zuckern von Kontrollblattern und pathogenbehandelten (P. infestans) Blattern der Sorte
Indira drei Tage nach Inokulation. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm und 700 ppm CO, Uber vier
Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind
Mittelwerte £ S.E. (n = 4). Signifikante Induktionen der Zuckergehalte durch eine P. infestans Infektion
sind blau markiert.

Eine Infektion der Blatter mit P. infestans hatte eine deutliche Zunahme der Gehalte
an loslichen Zuckern in den Blattern aller Varianten an Tag 3 nach Inokulation zur
Folge. Dabei akkumulierten die Gehalte an Glukose und Saccharose in allen
Varianten signifikant, mit Ausnahme der Saccharoseakkumulation der
400 ppm COy/+N/-Variante. Die Fruktosegehalte blieben auch durch eine Infektion

mit P. infestans unverandert (Tabelle 15).

2.3 Untersuchungen zum C/N-Verhaltnis der Kartoffelblatter und -knollen

Die Kultivierung von Kartoffelpflanzen der Sorte Indira und Bettina unter erhdhter
atmospharischer CO»-Konzentration fuhrte zu einer leichten Zunahme des C/N-
Verhaltnisses in den Blattern beider Sorten wie auch in den Knollen der Sorte Indira.
C/N-Daten der Knollen der Sorte Bettina konnten nicht bestimmt werden, da diese
zum Erntezeitpunkt noch zu klein waren. Die Zunahme des C/N-Verhaltnisses durch
CO;, konnte sowohl in den Blattern und Knollen der Varianten ohne zusatzliche
Stickstoffdingung, wie auch in Pflanzen der Variante mit einer zusatzlichen N-
Dungung gemessen werden. Diese gesteigerten C/N-Verhaltnisse der Blatter durch
eine erhdhte CO,-Konzentration beruhen auf erniedrigten N-Gehalten und nicht auf

einer Steigerung des C-Gehalts bei der erhohten CO,-Konzentration. Bei einem
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héheren N-Angebot (0,8 g N/Pflanze) wurden gesteigerte Stickstoffgehalte in den
Blattern und Knollen gegenuber den Pflanzen, die ohne zusatzliche N-Gabe
aufwuchsen, gemessen. Dieser Befund war in den Pflanzen der Hoch-CO,-Variante

wie auch unter ambienten CO,-Bedingungen zu beobachten (Tabelle 16, Tabelle 17).
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Abbildung 25: C/N-Verhaltnis der Blatter der Kartoffelsorten Indira und Bettina. Die Pflanzen wurden
jeweils mit 400 ppm CO, oder 700 ppm CO, uUber vier Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil
der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 4). Mittelwerte der
Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

Das daraus resultierende C/N-Verhaltnis der Blatter beider Sorten und Knollen der
Sorte Indira war gegenliber dem C/N-Verhaltnis der Blatter ohne zusatzliche N-Gabe
verringert (Abbildung 25, Abbildung 26).

Indira Bettina
400 ppm | 400 ppm | 700 ppm | 700 ppm | 400 ppm | 400 ppm | 700 ppm | 700 ppm
[N/ [+N/ [-N/ [+N/ I-N/ [+N/ [N/ [+N/
CIN 92+04 | 7,2+05 [ 108+05| 756+10 | 93+05 | 6,8+03 | 94+09 | 7,7£1,0
N (%) | 48+02 | 62+04 | 42+03 | 59+05 | 47+04 | 6,4+06 | 47+05 | 59+08
C (%) 440+07|450+05|43,7+10|449+14 |429+40|451+t05|442+04|44,4+08

Tabelle 16: C/N-Verhaltnis, Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte der Blatter der Kartoffelsorten Indira
und Bettina. Die Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm CO, oder 700 ppm CO, Uber vier Wochen
behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind
Mittelwerte £ S.E. (n = 4).
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Abbildung 26: C/N-Verhaltnis der Knollen der Sorte Indira. Die Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm
CO, oder 700 ppm CO, uber vier Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit

0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 4). Mittelwerte mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

C/N-Verhaltnis der Knollen

e T s T
CIN 53,1+1,2 38,0 +0,3 56,5 +3,2 43,2 +1,7
N (%) 0,82 +0,02 1,2 + 0,01 0,77 £0,01 1,0 £ 0,04
C (%) 43,4 +0,2 43,9 +0,1 43,4 +0,1 43,9 +0,1

Tabelle 17: C/N-Verhaltnis, Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte der Knollen der Sorte Indira. Die
Pflanzen wurden mit 400 ppm CO, oder 700 ppm CO, Uber vier Wochen behandelt. Gleichzeitig
wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 4).

Die Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte und das daraus resultierende C/N-Verhaltnis
wurden ebenfalls an Blattern der verschiedenen Varianten drei Tage nach einer
kinstlichen Infektion mit P. infestans und A. solani bestimmt. Die folgende Tabelle
gibt die Ergebnisse der Kontrollblatter sowie der pathogenbehandelten Blatter
wieder. Durch eine 3-tagige Inkubation trat bei den N-Gehalten sowie dem C/N-
Verhaltnis der Blatter beider Sorten keine signifikante Anderung auf. Die Behandlung
der Blatter mit P. infestans fuhrte bei allen Varianten, aufler der Variante
700 ppm /+N/ zu einer signifikanten Abnahme der C-Gehalte in den Blattern (Tabelle
18).
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Indira/P. infestans Tag 3 [dpi] | 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm /+N/
Kontrolle 10,2 +0,8 8,1+0,5 10,0 +1,4 8,4 +0,8
CIN infiziert 9,7 £0,9 83+15 99+04 8,1+0,1
N (%) Kontrolle 4,4 +0,3 5,8+04 4,7 +0,7 5,4 +0,3
infiziert 45+04 54 +11 4,2 +0,2 55+0,2
C (%) Kontrolle 452 +0,7 46,6 +0,8 455+0,9 452 +13
infiziert 42,7 +0,4 43,3 +0,9 41,8 +0,5 44,6 +1,3
Indira/A. solani Tag 3 [dpi] | 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm /+N/
Kontrolle 9,2+04 7,3+05 10,6 £ 0,7 7,7+0,4
NN infiziert 9,3+0,3 7,5+0,5 10,9 +0,7 7,7+0,4
N (%) Kontrolle 48+0,2 6,2+0,5 42+03 59+0,3
infiziert 4,8 +0,1 6,1+0,5 4,1+0,3 59+0,3
C (%) Kontrolle 44,1 +0,3 45,1 +0,4 43,7 +0,6 449 +0,8
infiziert 44,8 +0,3 45,4 +0,5 44,0 +0,8 45,4 +0,4
Bettina/A. solani Tag 3 [dpi] | 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm /+N/
CIN Kontrolle 9,2+0,5 7,1+0,8 9,5+1,0 7,6 +0,7
infiziert 8,9+0,2 6,7 +0,4 9,1+07 7,5+0,9
N (%) Kontrolle 4,7 +0,4 6,4+0,6 4,7+05 59+0,6
infiziert 5,0+0,1 6,7 £0,4 49+04 6,1+0,7
C (%) Kontrolle 42,9 +0,3 45,1 +0,6 44,2 + 0,4 44,2 +0,9
infiziert 43,6 +0,6 45,1 +0,6 44,7 + 0,4 45,3 +0,4

Tabelle 18: C/N-Verhaltnis, Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte der Blatter der Sorte Indira und Bettina
drei Tage nach Inokulation mit P. infestans oder A. solani. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm oder
700 ppm CO, Uber vier Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N
gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 4). Signifikante Anderungen der Werte durch Infektion

sind blau markiert.

Die Messungen belegen, dass die gewahlten Variationen der C- und N-Versorgung

ausreichten, um die C/N-Flisse zu modulieren und damit die Allokation der

Ressourcen in den Primar- oder Sekundarstoffwechsel zu verschieben. Es sollte im

Folgenden gepruft werden,

ob neben morphologischen und physiologischen

Veranderungen auch Unterschiede im Resistenzverhalten sowie im Gehalt an

sekundaren Inhaltsstoffen auftreten.
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3 Untersuchungen zum Resistenzverhalten von Kartoffelpflanzen
gegenuber Phytophthora infestans und Alternaria solani unter
variierter CO,- und Stickstoffversorgung

Nach POORTER et al. (1997) und PENUELAS et al. (1997) flhren erhdhte
atmospharische CO,-Konzentrationen zu einer Verschiebung des C/N-Verhaltnisses
in der Pflanze, wonach sich der Gehalt stickstofffreier Komponenten in der Pflanze
erhoht. Konsistent dazu wurde die Zunahme an |I6slichen phenolischen
Verbindungen auch unter Mangel an Stickstoff und anderen Nahrstoffen beobachtet
(PENUELAS und ESTIARTE 1998). Diese Veranderungen im metabolischen Profil
lassen Konsequenzen fir die Wechselwirkung der Pflanze mit ihrer Umwelt
insbesondere in der Interaktion mit Pathogenen erwarten. In diesem Versuchsteil
sollte daher gepruft werden, ob die Kultivierung von Kartoffelpflanzen unter erhohter
CO,-Konzentration und bei variabler Stickstoffversorgung zu veranderten Gehalten
an Sekundarmetaboliten flhrt. Aulierdem sollten Inokulationsexperimente zeigen, ob
veranderte Metabolitprofile gegebenenfalls mit einer veranderten Suszeptibilitat
gegenuber P. infestans oder A. solani korrelieren. Hierzu wurden Kartoffelpflanzen
der Sorte Indira und Bettina unter ambienten (400 ppm) und erhdhten (700 ppm)
CO,-Konzentrationen in klimatisierten Gewachshauskammern angezogen und
variabel mit Stickstoff versorgt (0,0 g N/Pflanze; 0,8 g N/Pflanze). Aufgrund des
Versuchsumfangs wurde die Sortenanzahl auf zwei Sorten reduziert. Zum Zeitpunkt
der Probenahme waren die Pflanzen vier Wochen alt. Blatter zur Untersuchung der
folgenden Parameter wurden der zweiten und dritten Blattetage entnommen und mit
einer Sporensuspension der Pathogene P. infestans oder A. solani [10* Sporen/ml]

inokuliert und anschlieRend in Petrischalen fur funf Tage in Klimakammern kultiviert .

3.1 Entstehung von Blattschaden nach Pathogenbehandlung

3.11 Bonitur der Blattschaden einer Phytophthora infestans Infektion

Mit Hilfe der quantitativen PCR und visueller Bonitur konnte deutlich gezeigt werden,
dass eine Erhdéhung der CO,-Konzentration von 400 ppm auf 700 ppm zu einer
verminderten Anfalligkeit der Kartoffelsorte Indira gegenuber P. infestans fuhrt.
Stichprobenartig (n =12) wurden nicht pathogenbehandelte Blatter mit Hilfe der
quantitativen PCR untersucht. Da in diesen Proben keine P. infestans DNA

nachgewiesen werden konnte, sollen im Folgenden nur Ergebnisse der inokulierten
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Blatter beschrieben und dargestellt werden. Die gilt ebenfalls fir die optische Bonitur
der Blatter. Bereits drei Tage nach Inokulation der Blatter waren signifikante
Unterschiede zwischen den beiden CO,-Behandlungsstufen mit Hilfe der PCR-
Technik detektierbar. Aber auch visuell zeichneten sich erste Unterschiede im Befall
ab. An Tag4 und 5 nach Inokulation sind diese Unterschiede in der Anfalligkeit
gegenuber P. infestans deutlich zu erkennen. Eine zusatzliche Stickstoffversorgung
von 0,8g N/Pflanze erhohte hingegen die Anfalligkeit der Kartoffelpflanzen
gegenuber P. infestans. Die durch eine erhdhte CO,-Konzentration gesteigerte
Toleranz konnte durch eine N-Dingung von 0,8 g N/Pflanze wieder aufgehoben
werden. Drei Tage nach Inokulation der Blatter konnte mit Hilfe der quantitativen
PCR ein signifikanter Anstieg der Anfalligkeit der mit Stickstoff vorbehandelten
Blatter beider CO,-Behandlungsvarianten gegenuber P. infestans aufgezeigt werden.
Erkennbar zeichneten sich drei und vier Tage nach Inokulation die ersten
Unterschiede in der Toleranz gegenliber P. infestans der verschiedene
Stickstoffvarianten ab, aber erst an Tag 5 war zu erkennen, dass die Blatter der
Dungevariante anfalliger gegenuber P. infestans reagierten, als die Blatter ohne

zusatzliche Stickstoffversorgung (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Quantitativer Nachweis der Befallsstarke der Blatter der Sorte Indira mit P. infestans
ein und drei Tage nach Inokulation. Gemessen wurde der Gehalt an DNA [ng/g TS] mit Hilfe der
quantitativen PCR (links). Rechts ist die visuelle Bonitur der infizierten Blattflache [%] ein bis funf Tage
nach Inokulation mit P. infstans aufgetragen. Die Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm oder 700 ppm
CO, Uber vier Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gedlngt.
Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 4). Eine Wiederholung setzt sich dabei aus den Boniturdaten
von 45 Einzelblattern zusammen. Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
verschieden (p < 0,05).

75



[Il ERGEBNISSE

3.1.2 Bonitur der Blattschaden einer Alternaria solani Infektion

Eine Inokulation der Blatter mit Alternaria solani sollte zeigen, ob erhdhte COo-
Konzentrationen und erhohte N-Gehalte auch zu einer veranderten
Pathogenresistenz der Kartoffelpflanzen gegentber nekrotrophen Phytopathogenen
fuhren. Das Ausmal} der A. solani Infektion wurde mittels visueller Bonitur der Blatter
erfasst. Blatter der Sorte Indira und Bettina wurden mit einer Sporensuspension von
A. solani inokuliert und zur Charakterisierung der Blattschaden fur funf Tage in
Klimakammern kultiviert. Zum Zeitpunkt der Behandlung waren die Pflanzen vier
Wochen alt. Die verwendeten Blatter wurden der zweiten und dritten Blattetage einer
Pflanze entnommen. Als erste Blattetage wurde das erste voll ausgewachsene Blatt
mit einer Lange von ca. 8 cm definiert.

Bei diesem Versuch zeigten sich ebenfalls deutliche Unterschiede in der Sensitivitat
der Sorten und der Behandlungsvarianten gegenlber A. solani. Kontrollblatter aller
Varianten zeigten wahrend der gesamten Inkubationszeit keine Symptome einer
Infektion und sind somit nicht aufgefuhrt.

Schon am ersten Tag nach Inokulation waren deutliche Symptome einer A. solani
Infektion bei der Sorte Bettina zu erkennen. Blatter der Sorte Indira zeigten am
zweiten Tag sichtbare schwarze Punkte, die einer A. solani Infektion zugeschrieben
werden konnten. Diese anfanglich kleinen schwarzen Punkte vergroRerten sich
wahrend des Beobachtungszeitraums und es entstanden chlorotische Hofe um die
Infektionsstellen auf den Blattern. Daher stellte sich die optische Bonitur der
infizierten Blattflache als sehr schwierig dar. Einerseits musste auf die deutlichen
schwarzen Infektionsherde geachtet, andererseits aber auch die Vergilbung in die
Bonitur miteinberechnet werden. Daher weisen die Boniturdaten hohe
Standardabweichungen auf.

Interessanterweise ist die generelle Anfalligkeit der Sorte Bettina gegenuber A. solani
hoher als die der Sorte Indira, was im Gegensatz zur Anfalligkeit der Sorten
gegenuber P. infestans steht. Auch eine Behandlung der Pflanzen mit 0,8 g N hatte
einen gegenteiligen Effekt zur Folge. Wo eine N-Dingung die Suszeptibilitat der
Kartoffelpflanzen gegenuber P. infestans erhdhte, erniedrigte eine zusatzliche N-
Gabe die Anfalligkeit der Pflanzen gegenuber A. solani. Am Tag 4 nach Inokulation
ist deutlich zu erkennen, dass die Blatter mit zusatzlicher N-Dingung toleranter

gegenuber A. solani sind. Exemplarisch dargestellt sind Blatter der Sorte Bettina und
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Indira drei Tage nach Inokulation mit A. solani der Varianten 400 ppm CO /-N/ und
400 ppm COg /+N/ (Abbildung 28)

Bettina 400 ppm CO, /-N/ Bettina 400 ppm CO, /+N/

Indira 400 ppm CO, /-N/ Indira 400 ppm CO, /+N/

Abbildung 28: Kartoffelblatter der Sorte Bettina (oben) und der Sorte Indira (unten) drei Tage nach
Inokulation mit A. solani. Die Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde
ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt.

Bei der Sorte Indira waren ohne N-Dingung 66 % der Blattflache und mit N-Dingung
nur 36 % der Blattflache der ambienten CO»-Variante durch A. solani beschadigt.
Vergleicht man die befallene Blattflache der Hoch-CO,-Variante, handelt es sich um
ein Verhaltnis von 55 % zu 32 %. Hierbei fallt auf, dass durch eine Erhéhung der
COz-Konzentration auf 700 ppm die Toleranz der Blatter gegenuber A. solani
ebenfalls steigt. Dieser Effekt ist auch bei der anfalligeren Sorte Bettina zu
beobachten. Vergleicht man die Werte der infizierten Blattflache der Sorte Bettina
wahrend des Versuchszeitraums, so ist deutlich zu erkennen, dass eine zusatzliche
N-Gabe und eine Erhdhung der CO,-Konzentration die Anfalligkeit gegenuber
A. solani herabsetzen. Am vierten Tag nach Inokulation sind bei der Variante ohne
N-Dingung 96 % der Blattflache beschadigt, bei der Variante mit N-Dingung nur
81 %. Betrachtet man die beschadigte Blattflache der Hoch-CO,-Variante handelt es
sich um ein Verhaltnis von 91 % zu 56 % (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Zeitverlauf einer A. solani Infektion der Sorte Indira (links) und der Sorte Bettina
(rechts). Die Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm oder 700 ppm CO, uber vier Wochen behandelt.
Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.
(n = 4). Eine Wiederholung setzt sich dabei aus den Boniturdaten von 50 Einzelblattern zusammen.
Mittelwerte der Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

3.2 Bildung von Ethylen nach Behandlung der Pflanzen mit Phytophthora
infestans

Eine Induktion der Ethylenbiosynthese als fruhe pflanzliche Antwort auf biotische
(Konkurrenz, Herbivorie, Pathogenbefall) sowie abiotische (Wassermangel,
Schwermetalle, Strahlung, Luftschadstoffe) Faktoren wurde in der Literatur haufig
beschrieben (ABELES et al. 1992, MORGAN und DREw 1997). Aufgrund dieser Befunde
sollte der Einfluss von CO, und Stickstoff auf die Ethylenemission wahrend einer
P. infestans Infektion untersucht werden. Die Ethylenemission wurde an der
Endfieder und den zwei ersten Seitenfiedern eines Fiederblatts der Sorte Indira
bestimmt. Die Ernte des Blattmaterials erfolgte nach funf Wochen Wachstum der
Pflanzen unter zwei verschiedenen CO,-Konzentrationen. Ein Teil der Pflanzen
wurde zusatzlich mit 0,8 g N versorgt. Nach der Ernte wurden die Blatter mit einer
Sporensuspension von P. infestans [10* Sporen/ml] inokuliert und in luftdichten
Klvetten in Klimakammern kultiviert. Die Bonitur der Blatter erfolgte wie unter 3.1
beschrieben. Die Ergebnisse der Bonitur waren identisch mit den Ergebnissen des
ersten Versuchs und werden somit nicht gesondert dargestellt (vgl. 3.1). Deutlich ist
in Abbildung 30 die Abhangigkeit der Ethylenemission vom Pathogenbefall zu
erkennen. Mit Zunahme des Befalls steigt die Ethylenemission deutlich an. Ebenso

korreliert die Ethylenemission der Blatter innerhalb der unterschiedlichen Varianten
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mit dem Befall durch P. infestans. Pflanzen, die mit einer erhéhten N-Gabe versorgt
wurden, waren gegenuber P. infestans anfalliger und emittieren mehr Ethylen. Dies
konnte sowohl bei den Pflanzen, die unter 400 ppm CO,, als auch bei Pflanzen, die
unter 700 ppm CO, aufwuchsen, festgestellt werden. Pflanzen, die unter Hoch-CO,
aufgezogen wurden, waren wiederum weniger anfallig gegenlber P. infestans als
solche, die unter ambienten Bedingungen aufwuchsen. Auch hier korrelierte die
Ethylenemission mit der Anfalligkeit der Blatter gegenuber P. infestans. Signifikante
Unterschiede an Tag 3 nach Inokulation konnten allerdings nur zwischen der
Variante 400 ppm COy/+N/ und 700 ppm CO,/-N/ gemessen werden. An Tag 4 nach
Inokulation nahm die Ethylenemisson der Blatter der Niedrig-CO,-Variante wieder ab
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Zeitverlauf der Ethylenemission [nmol/ml] der Sorte Indira wahrend einer Infektion mit
P. infestans. Die Pflanzen wurden uber finf Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm CO, behandelt.
Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N versorgt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.
(n = 6). Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

3.3 Induktion von PR-Proteinen nach Pathogenbehandlung

PR-Proteine (pathogenesis related proteins) kommen in gesunden Pflanzen nicht
oder nur in geringen Mengen vor und werden durch Pathogenbefall oder andere
Stresssituationen induziert (VAN LOON und VAN STRIEN 1999). Daher sollte geprift
werden, ob ein Befall der Blatter mit P. infestans oder A. solani eine Induktion von
PR-Proteinen auslost und welchen Einfluss CO; und Stickstoff auf die Induktion der
PR-Proteine ausuben. Die PR-Protein-Familien der Chitinasen und [-1,3-

Glukanasen wurden mittels eines Enzymaktivitatstest bestimmt, das PR-Protein
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Osmotin wurde anhand eines Western Blots detektiert. Dabei ging der Antikérper
Pep2 eine spezifische Bindung mit vakuolarem Osmotin ein, der Antikorper PR-S
markierte hingegen vakuolares und extrazellulares Osmotin. Neben den
Enzymaktivitaten wurden auch die Proteingesamtgehalte in den Blattextrakten
bestimmt. Die Proteingesamtgehalte dienten zur Berechnung der Enzymaktivitat
[U/mg Protein] und sind in Tabelle A-3 und A-4 des Anhangs dargestellt. Das
Blattmaterial wurde wie beschrieben (vgl. 3), vorbehandelt und anschlielend mit
einer Sporensuspension von P. infestans oder A. solani [10* Sporen/ml] inokuliert.
Die Kontrollblatter sowie die pathogenbehandelten Blatter wurden fir funf Tage in

Klimakammern kultiviert.

3.31 Konstitutive Proteingesamtgehalte der Blatter

Die Proteingesamtgehalte wurden mittels des Bradford-Tests photometrisch
bestimmt. Wie in Abbildung 31 zu erkennen ist, erhdhen sich die konstitutiven
Proteingesamtgehalte der Blatter der Sorte Indira durch eine zusatzliche N-Gabe
wahrend der Wachstumsphase der Pflanzen. Dies ist sowohl bei den Pflanzen, die
unter ambienten CO,-Verhaltnissen als auch bei den Pflanzen, die unter einer
erhohten CO,-Konzentration aufwuchsen, zu beobachten. Allerdings ist die Zunahme
an Proteinen in den Blattern der Pflanzen, die unter ambienten CO, aufwuchsen
grolder. Dies liegt daran, dass sich durch eine erhdhte CO»-Konzentration ebenfalls
die konstitutiven Proteingesamtgehalte der Blatter der Sorte Indira erhdhten. Im
Gegensatz dazu sind bei der Sorte Bettina keine signifikanten Unterschiede im
Proteingehalt der Blatter der verschiedenen Behandlungsvarianten zu beobachten.
(Abbildung 31). Die Gesamtproteingehalte der Sorten Indira und Bettina nach
Inokulation der Blatter mit P. infestans oder A. solani kdnnen dem Anhang (Tabelle-A

6, Tabelle-A 7) entnommen werden.
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Abbildung 31: Konstitutive Proteingesamtgehalte der Blatter der Sorte Indira und Bettina. Die
Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm CO, oder 700 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil
der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 4). Mittelwerte der
Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

3.3.2 Induktion des PR-Proteins Osmotin nach Pathogenbehandlung

Die Untersuchung der Induktion des Gehalts von Osmotin wurde an den
Kartoffelblattern der Sorte Indira mit Hilfe der bereits beschriebenen detached-leaf-
Tests durchgefuhrt (vgl. 3.1). Fur die Gewinnung der Blattextrakte wurden Blatter der
zweiten und dritten Blattetage einer Pflanze herangezogen, die wie beschrieben
(vgl. 3) behandelt wurden. Dabei bestand der Blattextrakt einer Probe aus
Blattextrakten einer Mischprobe von je vier Wiederholungen, die wiederum aus den
Blattern von sechs Einzelpflanzen bestanden. Da es sich bei den in Abbildung 32
aufgefuhrten Werten um Mischproben handelt, konnten keine Standard-
abweichungen berechnet werden. Der konstitutive Gehalt sowie die Induktion des
Gehalts des PR-Proteins ein und drei Tage nach Inokulation der Blatter mit P.
infestans und A. solani wurde mittels Western-Blot nachgewiesen. Der Antikdrper
PR-S markierte dabei das vakuolare wie auch extrazellulare Osmotin, der Antikdrper
Pep 2 hingegen reagierte spezifisch mit dem vakuolaren Osmotin. Dargestellt ist die

Bandenintensitat mittels optischer Dichte.

3.3.2.1 Induktion von Osmotin wahrend einer Phytophthora infestans Infektion

Eine Induktion des vakuolaren Osmotins der Blatter, die mit CO, und N behandelt
wurden, erfolgte erst drei Tage nach Inokulation der Blatter mit P. infestans. Blatter
der Variante 400 ppm /-N/ zeigten keine Induktion des vakuolaren Osmotins nach
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Pathogenbehandlung. Deutlich nahm der Gehalt an Osmotin durch den Befall der
Blatter mit P. infestans der Varianten 400 ppm /+N/, 700 ppm /-N/ und 700 ppm /+N/
zu. Die Messung des Gehalts an vakuolaren und extrazellularen Osmotins drei Tage
nach Inokulation ergab nur fur die Variante 700 ppm /+N/ eine deutliche Induktion
wahrend einer P. infestans Infektion. Bei den andren Varianten konnte an Tag 3 nach
Inokulation nur eine geringfugige Zunahme des Osmotingehalts beobachtet werden.
Einen Tag nach Inokulation konnte nur bei der Variante 700 ppm/+N/ eine Induktion
des Gehalts an vakuolaren und extrazelluldaren Osmotin beobachtet werden.
Konstitutiv besal’en die Blatter der Pflanzen der Variante 400 ppm /-N/ mehr an
vakuolarem Osmotin als die Blatter der mit CO, und N behandelten Blatter.

Der konstitutive Gehalt an vakuolaren und extrazellularen Osmotin in den Blattern
der vier Behandlungsvarianten schwankte stark. Auffallig dabei war, dass die Blatter
der unbehandelten Pflanzen (400 ppm /-N/) wahrend des gesamten Beobachtungs-
zeitraumes stetig die geringsten Mengen an vakuolaren und extrazellularen Osmotin
aufwiesen. AulRerdem konnte beobachtet werden, dass an allen Untersuchungstagen
der Osmotingehalt der 700ppm/-N/-Variante deutlich Gber dem Gehalt der 400ppm/-
N/-Variante lag (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Osmotingehalte der Blatter der Sorte Indira wahrend einer Infektion mit P. infestans.
Die Pflanzen wurden Uber vier Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde
ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N versorgt. Dargestellt sind Mittelwerte von Mischproben aus je vier
Wiederholungen. Die Bandenintensitat wurde mittels der optischen Dichte bestimmt.
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3.3.2.2 Induktion von Osmotin wahrend einer Alternaria solani Infektion

Die Auswirkungen einer A. solani Infektion auf den Gehalt an Osmotin in
Kartoffelblattern der unterschiedlichen Behandlungsvarianten (vgl. 3) wurden wie
unter 3.3.2.1 beschrieben bestimmt. Die Bestimmung des konstitutiven Gehalts an
vakuolarem Osmotin ergab weder Unterschiede zwischen den beiden Sorten noch
zwischen den vier Behandlungsvarianten.

An Tag 1 nach Inokulation der Blatter mit A. solani konnte keine Induktion von
Osmotin beobachtet werden. Erst an Tag 3 nach Inokulation war eine deutliche
Steigerung des vakuolaren Osmotingehalts in den Blattern der Sorte Bettina
messbar. Die starkste Bandenintensitat konnte dabei bei der Variante 400 ppm /-N/
detektiert werden. Eine Behandlung der Pflanzen mit CO, und Stickstoff fihrte zu
einer Abnahme des detektierbaren Osmotins in den Blattern der Sorte Bettina im
Vergleich zur 400 ppm/-N/-Varinate. Diese beobachtete Induktion von Osmotin in
den Blattern korreliert mit der Anfalligkeit der Blatter gegenlber A. solani. Betrachtet
man hingegen die Osmotingehalte der Sorte Indira drei Tage nach Inokulation kann
nur eine geringe Induktion des Osmotingehalts beobachtet werden. Auch die
Auswirkungen der unterschiedlichen Behandlungsvarianten der Pflanzen der Sorte
Indira auf die Induktion von Osmotin wahrend einer Infektion mit A. solani sind gering
(Abbildung 33).
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Abbildung 33: Zeitverlauf des Gehalts an vakuolarem Osmotin der Blatter der Sorten Indira (links)
und Bettina (rechts) wahrend einer A. solani Infektion. Die Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm oder
700 ppm CO, Uber vier Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N)
gedingt. von Mischproben aus je vier Wiederholungen. Die Bandenintensitat wurde mittels der
optischen Dichte bestimmt.
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3.33 Induktion der Chitinase-Aktivitat wahrend einer Alternaria solani
Infektion

Eine Infektion der Blatter mit A. solani hatte deutliche Auswirkungen auf die Aktivitat
des Enzyms Chitinase. Wahrend ein Tag nach Inokulation der Blatter noch keine
Induktion zu erkennnen ist, wurde die Chitinase-Aktivitat an Tag 3 nach Inokulation
der beiden Sorten signifikant erhdoht, wobei die Induktion der Enzymaktivitat der
toleranteren Sorte Indira deutlich starker ausfiel als die Induktion der anfalligeren
Sorte Bettina. Ein signifikanter Einfluss einer erhdohten CO»-Konzentration wahrend
der Vegetationszeit der Pflanzen auf die Induktion der Chitinase-Aktivitat nach
A. solani Infektion konnte hingegen bei beiden Sorten nicht beobachtet werden.
Auffallig ist die enorme Aktivitatszunahme des Enzyms der Blatter der Sorte Indira
nach Behandlung der Pflanzen mit einer erhdohten CO,-Konzentration sowie einer
erhohten Stickstoffgabe. Diese beobachtete Aktivitatszunahme korreliert mit der
Zunahme der Toleranz der Blatter gegenliber A. solani. Bei der anfalligeren Sorte
Bettina ist diese Korrelation nicht zu beobachten. Die Chitinase-Aktivitat nimmt hier
mit der Anfalligkeit der Blatter zu, wobei der Einfluss der Stickstoffkonzentration auf
die Hoch-COj-Variante nur tendenziell zu beobachten ist. In den Kkonstitutiven
Gehalten der beiden Sorten sowie der vier Behandlungsvarianten konnte kein

signifikanter Unterschied gemessen werden (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Zeitverlauf der Chitinase-Aktivitat der Blatter der Sorten Indira und Bettina wahrend
einer A. solani Infektion. Die Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm oder 700 ppm CO, uber vier
Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind
Mittelwerte + S.E. (n = 4). Mittelwerte der Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
verschieden (p < 0,05). Signifikanzen wurden nur fir die konstitutiven Werte und die Werte an Tag 3
nach Inokulation berechnet.
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3.34 Induktion der Glukanase-Aktivitat wahrend einer Alternaria solani
Infektion

Wie bei der Chitinase-Aktivitat der Blatter wahrend einer A. solani Infektion, steigt
auch die Aktivitat des PR-Proteins 3 1,3-Glukanase nach Inokulation der Blatter mit
A. solani. Dieser Effekt ist allerdings nur bei der Sorte Bettina drei Tage nach
Inokulation messbar. An Tag 1 nach Inokulation ist wie auch bei der Chitinase-
Aktivitat (vgl. 3.3.3) bei beiden Sorten kein signifikanter Anstieg der Glukanase-
Aktivitat zu messen. Eine Behandlung der Pflanzen mit CO, und Stickstoff hatte
dabei an Tag 3 nach Inokulation eine Abnahme der Glukanase-Aktivitat in den
Blattern der Sorte Bettina zur Folge. Die Glukanase-Aktivitat der Blatter korreliert mit
der Anfalligkeit der Blatter gegenluber A. solani. Ein Vergleich der konstitutiven
Glukanase-Aktivitat der beiden Sorten sowie der vier Behandlungsvarianten ergibt

keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Zeitverlauf der Glukanase-Aktivitat der Blatter der Sorten Indira und Bettina wahrend
einer A. solani Infektion. Die Pflanzen wurden jeweils mit 400 ppm oder 700 ppm CO, uber vier
Wochen behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N (+N) gediingt. Dargestellt sind
Mittelwerte + S.E. (n = 4). Mittelwerte der Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
verschieden (p < 0,05). Signifikanzen wurden nur fur die konstitutiven Werte und die Werte an Tag 3
nach Inokulation berechnet.

34 Untersuchungen zum Phenylpropanoidmuster der Blatter nach
Pathogenbehandlung

Nach MARGNA (1977) kommt es bei einem hohem Angebot an mineralischem
Stickstoff zu einer Bevorzugung des Primarstoffwechsels. JONASSAN et al. (1986)
beobachteten in mehreren Pflanzen eine negative Korrelation zwischen der
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Phenolsynthese und der Versorgung der Pflanzen mit Stickstoff. Weiterhin finden
sich Angaben in der Literatur Uber eine gesteigerte Anfélligkeit von Pflanzen
gegenuber Pathogenen durch eine Abnahme des Phenolgehalts (YAO et al. 1995).
Daher sollte der Einfluss von CO, und Stickstoff auf das Phenylpropanoidmuster von
Kartoffelpflanzen gepruft, und ein  mdglicher Zusammenhang mit dem
Resistenzverhalten von Kartoffel gegenuber P. infestans und A. solani aufgezeigt

werden.

3.41 Das Phenylpropanoidmuster der Blatter wahrend einer Phytophthora
infestans Infektion

Die Untersuchung des Phenylpropanoidmusters der Blatter der unterschiedlichen
Behandlungsvarianten wahrend einer P. infestans Infektion wurde analog dem unter
1.2.2 beschriebenen Ansatz durchgefihrt.

Nach Kultivierung der Pflanzen der Sorte Indira unter erhdhter CO,-Konzentration
war keine signifikante Veranderung im konstitutiven Gehalt an Phenylpropanoiden
der Blatter zu beobachten. Signifikant veranderte Phenylpropanoidgehalte konnten
nur durch eine zusatzliche N-Dingung der Pflanzen beobachtet werden. Eine N-
Gabe von 0,8 g N/Pflanze senkte dabei den Gesamtgehalt an Phenylpropanoiden
von 9,2+0,5mg/g TS auf 58+ 1,3mg/g TS der Niedrig-CO,-Variante und von
8,7+0,5mg/g TS auf 6,9+ 0,2 der Hoch-CO,-Variante. Im Metabolitprofil der
Phenylpropanoide konnten in den Blattern nach Kultivierung mit erhéhter N-Gabe
sowohl Verbindungen mit geanderten als auch unveranderten Gehalten beobachtet
werden. Dabei veranderte sich der Gehalt an Rutin nicht, die Gehalte an
Hydroxyzimtsauren, Chlorogensauren, Kryptochlorogensauren und Flavonolen
nahmen signifikant ab, wobei der Gehalt an Flavonolen am starksten reduziert wurde
(vgl. Anhang, Tabelle-A 2). Nach Infektion der Blatter mit P. infestans konnte keine
Induktion des Gesamtphenylpropanoidgehalts in allen Behandlungsvarianten
beobachtet werden. Die Gehalte an Phenylpropanoiden wahrend einer P. infestans
Infektion glichen denen des Probenahmetages (Abbildung 36). Eine Veranderung
des Metabolitprofils der Phenylpropanoide aller Behandlungsvarianten konnte durch
eine P. infestans Infektion ebenfalls nicht ausgeldst werden (vgl. Anhang, Tabelle-
A 2).
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Abbildung 36: Phenylpropanoidgehalte [mg/g TS] von Kontrollblattern sowie pathogenbehandelten
Blattern der Sorte Indira konstitutiv und drei Tage nach Inokulation mit P. infestans. Die Pflanzen
wurden Uber vier Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der
Pflanzen mit 0,8 g N versorgt. Dargestellt sind Mittelwerte = S.E. (n=4). Mittelwerte mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

Ein Einfluss der Stickstoffkonzentration und der CO,-Konzentration auf den Gehalt
an phenolischen Verbindungen konnte insbesondere fur zwei bislang nicht
identifizierte Verbindungen beobachtet werden. Wie schon unter 1.2.2 beschrieben,
konnten diese durch eine Infektion mit P. infestans induzierbaren Verbindungen in
Zusammenarbeit mit Prof. Treutter und Dr. Heller als p-Cumaroylnoradrenalin und
p-Cumaroyloctopamin identifiziert werden. Diese im Blatt nach P. infestans Infektion
detektierbaren phenolischen Verbindungen wurden durch eine CO»-Behandlung der
Pflanzen von 700 ppm in den Blattern weniger stark induziert als in den Blattern, die
keiner erhohten COj-Exposition ausgesetzt waren. p-Cumaroyloctopamin wurde
dabei deutlich starker induziert als p-Cumaroylnoradrenalin. Ein Einfluss der
Stickstoffkonzentration auf die Induzierbarkeit von p-Cumaroylnoradrenalin und
p-Cumaroyloctopamin konnte nicht beobachtet werden. In den Blattern der
Kontrollplanzen konnten p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin nicht

detektiert werden und wurden deshalb nicht aufgetragen (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Zeitlicher Verlauf der Gehalte an p-Cumaroylnoradrenalin (A) und p-
Cumaroyloctopamin (B) von Kartoffelblattern der Sorte Indira wahrend einer Infektion mit P. infestans.
Die Pflanzen wurden Uber vier Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde
ein Teil der Pflanzen mit 0,8 g N versorgt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 4). Mittelwerte mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

3.4.2 Das Phenylpropanoidmuster der Blatter wahrend einer Alternaria
solani Infektion

Die Untersuchung des Phenylpropanoidmusters der Blatter der unterschiedlichen
Behandlungsvarianten wahrend einer A. solani Infektion wurde ebenfalls analog dem
unter 1.2.2 beschriebenen Ansatz durchgeftihrt.

Nach Kultivierung der Pflanzen der Sorten Indira und Bettina unter erhohtem CO,
konnte keine signifikante Veranderung der konstitutiven Gehalte an
Phenylpropanoiden der Sorte Indira sowie der Sorte Bettina beobachtet werden. Eine
zusatzliche N-Dingung der Pflanzen veringerte die Phenylpropanoidgehalte in den
Blatter der Sorte Indira wie auch der Sorte Bettina hingegen signifikant. Dieses
Ergebnis entspricht somit dem unter 3.4.1 nur fur die Sorte Indira beschriebenen
Ergebniss. Im Metabolitprofil der Phenylpropanoide der Blatter konnten nach
Kultivierung mit erhdhter N-Gabe sowohl Verbindungen mit veranderten als auch
unveranderten Gehalten beobachtet werden. Dabei veranderte sich der Gehalt an
Rutin in beiden Sorten nicht, die Gehalte an Hydroxyzimtsauren, Chlorogensauren,
Kryptochlorogensauren und Flavonolen nahmen hingegen signifikant ab, wobei der
Gehalt an Flavonolen am starksten reduziert wurde (vgl. Anhang, Tabelle-A 3,

Tabelle-A 4). Eine Behandlung der Blatter mit A. solani hatte drei Tage nach
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Inokulation eine Veranderung der Phenylpropanoide der Blatter der Niedrig-N-
Varianten zur Folge. Der Phenylpropanoidgesamtgehalt der Blatter der Niedrig-N-
Varianten der Sorte Indira und der Sorte Bettina wurde durch eine A. solani Infektion
an Tag 3 nach Inokulation induziert, doch unterscheiden sich die Werte nicht
signifikant. Die Gehalte an Phenylpropanoiden der Blatter der Hoch-N-Varianten
veranderten sich durch eine A. solani Infektion gegenuber den Kontrollblattern nicht
signifikant (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Phenylpropanoide [mg/g TS] von Kontrollblattern sowie pathogenbehandelten Blattern
der Sorte Indira und Bettina konstitutiv sowie ein und drei Tage nach Inokulation mit A. solani.
Pflanzen wurden Uber vier Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde ein
Teil der Pflanzen mit 0,8 g N versorgt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n =4). Mittelwerte der
Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05). Signifikanzen wurden
dabei zwischen den konstitutiven Werten an Tag 0 berechnet

Ein Einfluss der N-Konzentration und der COj-Konzentration auf den Gehalt an
phenolischen Verbindungen konnte wiederum insbesondere far
p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin beobachtet werden. Diese im
Blatt auch nach P. infestans Infektion nachweisbaren phenolischen Verbindungen
wurden ebenfalls nach einer A. solani Infektion detektiert. In den Blattern der
Pflanzen, die Uber vier Wochen einer CO,-Behandlung von 700 ppm ausgesetzt
waren, wurden p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin weniger stark
induziert als in den Blattern, die keiner CO2-Exposition ausgesetzt waren.

p-Cumaroylnoradrenalin  wurde dabei deutlich starker induziert als p-
Cumaroyloctopamin. Dies steht im Gegensatz zu der Induktion der beiden
Substanzen durch eine P. infestans Infektion. Hier wurde p-Cumaroyloctopamin

starker induziert als p-Cumaroylnoradrenalin. Ein Einfluss der Stickstoffkonzentration
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auf die Induzierbarkeit von p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin
wahrend einer A. solani Infektion konnte ebenfalls, wie auch schon wahrend einer
P. infestans Infektion, nicht beobachtet werden. Werte der Kontrollblatter wurden
nicht aufgetragen, da p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin konstitutiv
nicht detektiert werden konnten (Abbildung 37).
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Abbildung 39: Zeitlicher Verlauf der Gehalte an p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin
von Kartoffelblattern der Sorte Indira und Bettina wahrend einer Infektion mit A. solani. Die Pflanzen
wurden Uber vier Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der
Pflanzen mit 0,8 g N versorgt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 4). Mittelwerte der Sorten mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

3.5 Akkumulation der

Blattschaden

Divinylether wahrend der Auspragung von

Nach GOBEL et al. (2001) akkumulieren nach Pathogenbefall in Blattern von
S. tuberosum die Transkripte der 9-Lipidperoxidase (LOX) und der 13-LOX, wobei

die 9-LOX-Aktivitat bevorzugt stimuliert wird. Zur Untersuchung der Bedeutung von
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9-LOX-Metaboliten wahrend der Auspragung von Blattnekrosen in S. tuberosum
sollte eine Analyse der Oxylipine Colnelensaure (CnA) und Colnelsaure (CA) nach
Behandlung mit P. infestans und A. solani erfolgen und gleichzeitig der Einfluss von
CO, und Stickstoff auf die Akkumulation dieser Verbindungen analysiert werden. Den
Divinylethern CnA und CA wird eine fungitoxische Wirkung zugeschrieben (WEBER et
al. 1999).

3.5.1 Akkumulation der Divinylether wahrend einer Phytophthora infestans
Infektion

Die Divinylether CnA und CA konnten in den Kartoffelblattern der mit CO, und
Stickstoff behandelten Pflanzen der Sorte Indira nachgewiesen werden. Ein
signifikanter Unterschied der konstitutiven Gehalte in den Blattern der verschiedenen
Behandlungsvarianten der Pflanzen war nicht messbar. Nach Pathogenbefall konnte
eine Akkumulation der Divinylether beobachtet werden. Der Gehalt an CnA und CA
stieg in der 400 ppm/-N/-Variante drei Tage nach Inokulation von 0,6 + 0,1 auf
3,8 £ 0,4 nmol/g TS (Abbildung 40). Wurden die Pflanzen wahrend des Wachstums
mit 0,8 g N gediingt, stieg der Gehalt der Divinylether wahrend einer P. infestans
Infektion auf 5,7 + 1,2 nmol/g TS. Nach einer vierwdchigen CO»-Exposition der
Pflanzen von 700 ppm konnte nur noch eine Zunahme auf 1,9+ 0,4 nmol/g TS
verzeichnet werden. Auch bei der Hoch-CO,-Variante konnte eine zusatzliche N-
Gabe die Akkumulation der Divinylether wahrend einer Infektion stimulieren
(Abbildung 40). Dabei liegen bei allen Varianten die Divinylether in einem Verhaltnis
von 2:1 (CnA: CA) vor. Die Kontrollblatter aller Varianten enthielten von beiden
Verbindungen (CA + CnA) durchschnittlich 0,5 nmol/g TS.
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Abbildung 40: Divinylether (CA+CnA) [nmol/g TS] von Kontrollblattern sowie pathogenbehandelten
Blattern der Sorte Indira konstitutiv und drei Tage nach Inokulation mit P. infestans. Die Pflanzen
wurden Uber vier Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde ein Teil der
Pflanzen mit 0,8 g N versorgt. Dargestellt sind Mittelwerte =+ S.E. (n=4). Mittelwerte mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p <0,05). * weisen dabei auf eine
signifikante Induktion an Tag 3 nach Inokulation hin.

3.5.2 Akkumulation der Divinylether wahrend einer Alternaria solani
Infektion

Zur Beurteilung der Relevanz von Divinylethern in der Pathogenabwehr wurden die
Divinylether CnA und CA auch in Blattern wahrend einer Infektion mit A. solani
bestimmt. Um einen Einfluss von CO,; und Stickstoff auf die Akkumulation der
Divinylether wahrend einer A. solani Infektion feststellen zu kdnnen, wurden Pflanzen
der Sorte Indira und Bettina ebenfalls Uber vier Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm
CO; behandelt. Ein Teil der Pflanzen wurde zusatzlich mit 0,8 g N/Pflanze gedlngt.

Wahrend die Behandlung der Pflanzen mit CO, und Stickstoff keine signifikanten
Auswirkungen auf die konstitutiven Gehalte an Divinylethern hatte, konnten doch
Unterschiede bei der Induktion der Divinylether wahrend einer A. solani Infektion bei
den unterschiedlich vorbehandelten Blattern beobachtet werden (Abbildung 41).
CO,-behandelte (700 ppm) Blatter der Sorte Indira akkumulierten signifikant weniger
Divinylether in den Blattern wahrend einer A. solani Infektion als die Blatter, die nicht
unter einer erhdhten COj,-Konzentration aufwuchsen. Ein Einfluss der
Stickstoffdiingung auf die Anreicherung von CnA und CA in den Blattern der Sorte
Indira nach Inokulation mit A. solani ist tendenziell erkennbar, konnte aber nicht
signifikant nachgewiesen werden. In den Blattern der Sorte Bettina akkumulierten die

Divinylether ebenfalls nach Pathogenbefall. Dabei ist allerdings kein signifikanter
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Unterschied zwischen den Blattern der unterschiedlichen Behandlungsvarianten zu
erkennen, mit Ausnahme der Variante 700 ppm /+N/, bei der die Infektion mit
A. solani zu einer geringeren Induktion der Divinylether in den Blattern fuhrte
(Abbildung 41).
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U777] Kontrolle, 400 ppm /+N/ [ Kontrolle, 700 ppm /+N/ Il infiziert, 400 ppm /+N/ [ infiziert, 700 ppm /+N/

Abbildung 41: Divinylether (CA+CnA) [nmol/g TS] von Kontrollblattern sowie pathogenbehandelten
Blattern der Sorte Indira und Bettina konstitutiv und drei Tage nach Inokulation mit A. solani. Die
Pflanzen wurden tber vier Wochen mit 400 ppm oder 700 ppm CO, behandelt. Gleichzeitig wurde ein
Teil der Pflanzen mit 0,8 g N versorgt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n =4). Mittelwerte mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p <0,05). * weisen dabei auf eine
signifikante Induktion an Tag 3 hin.

4 Untersuchungen zum Primarstoffwechsel von Kartoffelpflanzen unter
variierter Stickstoffversorgung im Freiland

Ziel des Freilandversuches war, die
Ubertragbarkeit der unter Klimakammer- und
Gewachshausbedingungen gefundenen
Effekte eines geanderten C/N-Verhaltnisses
in den Kartoffelpflanzen auf die Reaktionslage
gegenuber P.infestans unter Freiland-

bedingungen zu evaluieren.

Abbildung 42: Feldanlage des Freilandversuchs 2002 am Kieswasch bei Freising

Dazu wurden die beiden im Gewachshaus verwendeten Sorten Indira und Bettina im
Freiland angepflanzt und mit zwei Stickstoffstufen (60 kg N/ha und 160 kg N/ha)

gedungt. Jede Variante war als Parzelle mit je 124 Einzelpflanzen je funfmal auf dem
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Feld vorhanden (n = 5) (siehe Anhang, Abb. A-1). Die Blatter wurden zum Zeitpunkt
des Bestandesschlusses, ca. sechs Wochen nach dem Auflaufen, kurz vor einer

naturlichen P. infestans Infektion, von zwei Blattetagen geerntet.

4.1 Einfluss von Stickstoff auf die Biomasse der Pflanzen im Freiland

Zur Untersuchung des Einflusses von Stickstoff auf die Biomasseproduktion der
Pflanzen im Freiland, wurde die oberirdische Biomasse sowie der Ertrag nach funf

Monaten Wachstum der Sorten Indira und Bettina bestimmt.

411 Oberirdische Biomasse und Knollenmasse

Zur Charakterisierung des N-Effekts im Freiland auf die oberirdische Biomasse der
Kartoffelsorten Indira und Bettina wurden die Bestandeshdhe und die Anzahl der
Austriebe pro Pflanze bestimmt. Hierbei konnte kein signifikanter Zuwachs der Hohe
der Pflanzen mit 160 kg N/ha gegenuber der Variante mit 60 kg N/ha gemessen
werden. Tendenziell waren die Pflanzen mit erhdhter N-Versorgung hoher als die
Pflanzen, die mit weniger Stickstoff behandelt wurden. Auch im Ertrag war kein
signifikanter Anstieg messbar. Wiederum war ein tendenziell héherer Ertrag durch
erhdohte N-Zufuhr gegeben. Deutlich aber unterschieden sich die beiden Sorten in
ihrem Ertrag (Abbildung 43). Die Sorte Bettina erbrachte um 40 % mehr Ertrag als
die Sorte Indira.

60 Indira Bettina Indira @—- 120
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Abbildung 43: Pflanzenhdhe [cm] als Parameter der oberirdischen Biomasse (links) und Ertrag
[kg/Parzelle] der Kartoffelsorten Indira und Bettina im Freiland des Versuchsjahres 2002. Die eine
Halfte der Pflanzen wurde mit 60 kg N/ha gediingt, die andere mit 160 kg N/ha. Dargestellt sind
Mittelwerte + S.E. (n =5). Mittelwerte der Pflanzenhdhe oder des Ertrags mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).
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4.2 Einfluss von Stickstoff auf biochemische Parameter der Pflanzen im
Freiland

Zur Untersuchung des Einflusses von Stickstoff auf biochemische Parameter des
Primarstoffwechsels der Pflanzen des Freilands wurden Blatter der mit Stickstoff
behandelten Pflanzen (vgl. 4.1) nach sechs Wochen Wachstum geerntet. Dabei
wurden Blatter der zweiten und dritten Blattetage (= junge Blatter) und Blatter der
funften und sechsten Blattetage (= alte Blatter) flr die Untersuchungen
herangezogen. Die folgenden Ergebnisse setzen sich aus funf Wiederholungen
(n =5) zusammen, wobei eine Wiederholung aus Einzelblattern von 10-12 Pflanzen

einer Parzelle bestand.

421 Starkegehalte der Kartoffelblatter und Knollen

Die Starkegehalte der Blatter der Sorte Indira und Bettina wurden photometrisch
bestimmt (vgl. 11.2.3.4.1.). Betrachtet man die konstitutiven Gehalte an Starke der
jungen und alten Blatter einer Pflanze fallt auf, dass die Sorte Indira in den alten
Blattern deutlich mehr Starke akkumuliert als in den jungen Blattern und dies bei der
Sorte Bettina gegenlaufig ist. Hier akkumuliert in den alten Blattern deutlich weniger
Starke als in den jungen Blattern. Aullerdem ist festzustellen, dass durch eine
erhdohte N-Gabe die Starkeakkumulation in den Blattern zurlickgeht. Dieses Ergebnis
konnte auch bei der Sorte Indira wahrend der Gewachshausversuche (vgl. 2.2)
gezeigt werden. Dieser Effekt ist allerdings nicht bei den Varianten Indira/junge
Blatter und Bettina/alte Blatter des Freilandversuchs zu erkennen. Die ermittelten
Starkegehalte liegen hier knapp Uber der Nachweisgrenze und lassen so keine
Unterschiede erkennen.

Betrachtet man die Starkeanreicherung nach Pathogenbefall, wird eine deutliche
Zunahme des Starkegehalts in den jungen Blattern der beiden Sorten sichtbar.
Wiederum ist auch bei den infizierten Blattproben meist ein leichter Rickgang der

Starkeakkumulation durch eine Erhéhung der N-Gabe zu erkennen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Starkegehalte [%] junger und alter Kartoffelblatter einer Pflanze der Sorten Indira
(links) und Bettina (rechts) des Freilands des Versuchsjahres 2002. Die Pflanzen wurden mit
60 kg N/ha oder 160 kg N/ha gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n =5). Mittelwerte der
Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

Die Messung der Starkegehalte der Knollen anhand des Unterwassergewichts
(vgl. 11.2.3.4.2.) zeigte deutliche Unterschiede in den Starkegehalten der beiden
Kartoffelsorten. Die industriell genutzte Starkekartoffel Indira hat einen um 1/3
hoheren Gehalt an Starke als die Speisekartoffelsorte Bettina. Verglichen mit den
Starkegehalten der Blatter, die durch eine erhdhte N-Dingung weniger Starke
akkumulieren, steigt der Gehalt an Starke in den Knollen durch eine erhdhte N-
Versorgung an (Abbildung 45). Dieser Effekt konnte auch an den Knollen des

Gewachshausversuchs (vgl. 2.2) beobachtet werden.
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Abbildung 45: Starkegehalte [%] der Knollen der Sorten Indira und Bettina im Freiland des
Versuchsjahres 2002. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder 160 kg N/ha gediingt. Dargestellt sind
Mittelwerte + S.E. (n = 5). Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden
(p < 0,05).
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4.2.2 Zuckergehalte der Kartoffelblatter

Die Gehalte an l6slichen Zuckern der Blatter der Sorten Indira und Bettina des
Freilandversuchs wurden photometrisch bestimmt (vgl. 11.2.3.4.3.). Eine einmalige
Gabe von 160 kg N/ha bewirkte bei der Sorte Indira eine signifikante Zunahme der
Saccharosegehalte sowohl in den jungen als auch in den alteren Blattern einer
Pflanze, wie auch schon in den Blattern der Sorte Indira der Gewachshausversuche
beobachtet werden konnte (vgl. 2.2.2). Im Gegensatz dazu konnte weder in den
jungen noch in den alten Blattern der Sorte Bettina ein Unterschied an Saccharose
aufgrund einer N-Dingung beobachtet werden. Allerdings weisen die Blatter der
Sorte Bettina der 60 kg N/ha-Variante deutlich mehr Saccharose auf als die Blatter
der Niedrig-N-Variante der Sorte Indira (Abbildung 46). Der Saccharosegehalt in den
Blattern stieg durch den Befall der Blatter mit P. infestans der Sorten beider N-
Varianten signifikant an (Abbildung 46). Dies bestatigt das Ergebnis des
Gewachshausversuchs, wo ebenfalls die Saccharosegehalte wahrend einer

P. infestans Infektion induziert werden (vgl. 2.2.2).
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Abbildung 46: Konstitutive Saccharosegehalte [mg/g TS] sowie Saccharosegehalte [mg/g TS] drei
Tage nach Inokulation mit P. infestans junger und alter Blatter der Sorten Indira und Bettina des
Freilandversuchs des Versuchsjahres 2002. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder 160 kg N/ha
gedingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n =5). Mittelwerte der Sorten mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

Messungen der Glukose- und Fruktosegehalte der Blatter ergaben deutliche
Unterschiede in den Gehalten der beiden Sorten (Abbildung 47). Im Vergleich zu der

Sorte Indira reichert die Sorte Bettina signifikant weniger Glukose wie auch Fruktose
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in den jungen und alten Blattern an. Ubereinstimmend ist die Induktion der Glukose-
und Fruktosegehalte wahrend einer Infektion beider Sorten mit P. infestans. Die
Akkumulation von Glukose durch P. infestans Befall konnte auch schon in Versuch
2.2.2 an Gewachshauspflanzen gezeigt werden.

Die Stickstoffdiingung von 160 kg N/ha im Vergleich zu 60 kg N/ha hatte keine
signifikanten Auswirkungen auf die konstitutiven Gehalte an Glukose und Fruktose
der alten und jungen Blatter der Sorten Indira und Bettina im Freiland (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Konstitutive Glukose- und Fruktosegehalte [mg/g TS] sowie Glukose- und
Fruktosegehalte [mg/g TS] drei Tage nach Inokulation mit P. infestans junger und alter Blatter der
Sorten Indira und Bettina des Freilandversuchs des Versuchsjahres 2002. Die Pflanzen wurden mit
60 kg N/ha oder 160 kg N/ha gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n =5). Mittelwerte der
Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

4.2.3 Untersuchungen zum C/N-Verhaltnis der Kartoffelblatter und -knollen

Die Kultivierung von Kartoffelpflanzen der Sorte Indira und Bettina im Freiland unter

erhohter N-Dingung fuhrte zu einer Abnahme des C/N-Verhaltnisses in den Blattern
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beider Sorten. Diese Abnahme des C/N-Verhaltnisses konnte sowohl in jungen wie
auch in alten Blattern einer Pflanze gemessen werden. Die verminderten C/N-
Verhaltnisse beruhen vorwiegend auf erhohten N-Gehalten der Blatter. Das C/N-
Verhaltnis junger und alter Blatter der Sorte Indira lag dabei auf dem selben Niveau.
Bei der Sorte Bettina hingegen war das C/N-Verhaltnis der alten Blatter signifikant
hoher als das der jungen Blatter. Diese Steigerung des C/N-Verhaltnisses beruht auf
verminderten N-Gehalten der Sorte Bettina (Abbildung 48).
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Abbildung 48: C/N-Verhaltnis junger und alter Blatter einer Pflanze der Sorten Indira und Bettina der
im Feiland aufgewachsenen Pflanzen. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder 160 kg N/ha gedungt.

Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n =5). Mittelwerte der Sorten mit unterschiedlichen Buchstaben

sind signifikant verschieden (p < 0,05).

Indira Bettina
jung alt jung alt
60 kg 160 kg 60 kg 160 kg 60 kg 160 kg 60 kg 160 kg
N/ha N/ha N/ha N/ha N/ha N/ha N/ha N/ha
C/N 95+t06 | 89+03 | 96+04 | 90+03 | 88+03 | 86=%03 | 9,5+05 | 9,301

N (%) 48+04 | 52+02 | 46+02 | 49+02 | 52402 | 54402 | 47+03 | 4,8+0,1

C (%) 453+1,0|46,0+03|439+07|44,3+05 |458+06|46,5+0,3|451+04 |450+07

Tabelle 19: C/N-Verhaltnis, Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte junger und alter Blatter einer Pflanze
der Sorten Indira und Bettina der im Freiland aufgewachsenen Pflanzen. Die Pflanzen wurden mit

60 kg N/ha oder 160 kg N/ha gedlingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 5).

Die Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte und das daraus resultierende C/N-Verhaltnis
wurde ebenfalls an Blattern der verschiedenen Varianten drei Tage nach einer

kinstlichen Infektion mit P. infestans bestimmt. Die folgende Tabelle gibt die
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Ergebnisse der Kontrollblatter sowie der infizierten Blatter wieder. (Tabelle 20). Dabei
kann kein signifikanter Einfluss einer P. infestans Infektion auf das C/N-Verhaltnis
beobachtete werden, auller bei den jungen Blattern der Sorte Bettina Hoch-N-
Variante. Bei der Sorte Indira nehmen die C-Gehalte der Blatter durch eine

P. infestans Infektion aulRer bei den alten Blattern der Hoch-N-Variante signifikant ab.

Indira Tag 3 [dpi] jung alt
60 kg N/ha 160 kg N/ha 60 kg N/ha 160 kg N/ha
Kontrolle 10,2 +0,8 8,1+0,5 10,0 +1,4 8,4+0,8
NN infiziert 9,7+0,9 8,3+1,5 9,9+04 8,1+0,1
N (%) Kontrolle 44 +0,3 58+04 4,7 +0,7 54 +0,3
infiziert 45+04 54+11 4,2+0,2 5,5+0,2
C (%) Kontrolle 452 +0,7 46,6 +0,8 455 +0,9 452 +1,3
infiziert 42,7 +0,4 43,3+0,9 41,8 +0,5 44,6 +1,3
Bettina Tag 3 [dpi] jung alt
60 kg N/ha 160 kg N/ha 60 kg N/ha 160 kg N/ha
Kontrolle 94 +0,3 8,7+0,1 9,6 +0,3 9,2+0,2
N infiziert 10,1 +0,5 9,6 +0,3 10,0 +0,5 9,2+04
N (%) Kontrolle 4,9+0,2 5,3+0,11 4,5+0,2 4,8 +0,1
infiziert 45+0,.2 47 +0,2 4,3+0,2 48+0,2
C (%) Kontrolle 46,0 +0,3 46,0 +0,3 43,2 +0,8 43,6 +0,2
infiziert 45,8 +0,2 451 +1,1 43,4 +0,2 44,2 +0,5

Tabelle 20: C/N-Verhaltnis, Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte junger und alter Kontrollblatter und
pathogenbehandelter Blattproben der Sorten Indira und Bettina der im Freiland aufgewachsenen
Pflanzen 3 Tage nach Inokulation mit P. infestans. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder
160 kg N/ha gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n = 5). Signifikante Anderungen der Werte
durch Infektion sind blau markiert.

So wie das C/N-Verhaltnis der Blatter durch eine erhohte N-Dungung verandert
werden konnte, war eine Veranderung des C/N-Verhaltnisses durch eine N-Gabe
auch in den Knollen zu erkennen. Durch die Erhéhung der N-VerflUgbarkeit
verringerte sich das C/N-Verhaltnis der Knollen von 35,4 + 3,5 auf 31,6 + 2,3 bei der
Sorte Indira und von 33,3 + 2,5 auf 30,6 = 2,5 bei der Sorte Bettina (Abbildung 49).
Eine Zunahme des N-Gehalts der Knollen von 1,2 +£0,1 % auf 1,4 + 0,1 % bei der

Sorte Indira und von 1,3+ 0,1 % auf 1,4 + 0,1 % bei der Sorte Bettina bewirkte diese
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Abnahme des C/N-Verhaltnisses. Der C-Gehalt der Knollen blieb bei allen Varianten

unverandert bei 43 + 0,0 %.

40 Indira Bettina

. I Indira/60 kg N/ha
ab I |ndira/160 kg N/ha

I Bettina/60 kg N/ha

B Bettina/160 kg N/ha

C/N-Verhaltnis der Knollen

Abbildung 49: C/N-Verhaltnis der Knollen der Sorten Indira und Bettina des Freilandversuchs des
Jahres 2002. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder 160 kg N/ha gedingt. Dargestellt sind
Mittelwerte + S.E. (n = 24). Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden
(p <0,05).

5 Untersuchungen zum Resistenzverhalten von Kartoffelpflanzen
gegenuber Phytophthora infestans im Freiland

In diesem Versuchsteil sollte gepruft werden, ob die Kultivierung von
Kartoffelpflanzen bei variierter Stickstoffversorgung im Freiland ebenfalls zu
veranderten Gehalten an Sekundarmetaboliten fuhrt. Auflerdem sollten
Inokulationsexperimente der Blatter der im Freiland aufgewachsenen Pflanzen
zeigen, ob veranderte Metabolitprofile gegebenenfalls mit einer veranderten
Suszeptibilitat gegenuber P. infestans und mit den im Gewachshaus erhaltenen
Ergebnissen korrelieren.

Hierzu wurden Kartoffelpflanzen der Sorte Indira und Bettina mit 2zwei
unterschiedlichen Stickstoffstufen versorgt (60 kg N/ha, 160 kg N/ha). Die Blatter
wurden vor der Blute, ca. sechs Wochen nach dem Auflaufen, kurz vor dem
Durchbrechen einer natlrlichen P. infestans Epidemie von zwei Blattetagen geerntet,
durch ,detached-leaf‘-Infektion mit einer Sporensuspension von P. infestans
[10* Sporen/ml] inokuliert und anschlieRend in Petrischalen fiir finf Tage in
Klimakammern kultiviert. Da der Freilandversuch ohne Fungizid-Behandlung
durchgefuhrt wurde, wurden nicht beerntete Pflanzen flir eine weitere Beobachtung

auf dem Feld belassen, um so eine naturliche P. infestans Infektion protokollieren zu
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konnen. Die klimatischen Bedingungen des Versuchsjahres 2002 konnen dem
folgenden Klimadiagramm (Abbildung 50) entnommen werden. Die Temperaturwerte

lagen dabei im Mittel ab der zweiten Dekade des Monats Mai Uber 15 °C.
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Abbildung 50: Klimadiagramm des Versuchsjahres 2002

5.1 Ausbreitung von Phytophthora infestans im Freiland

Im Versuchsjahr 2002 konnten erste Symptome einer P. infestans Infektion der Sorte
Indira am 19. Juni beobachtet werden (Abbildung 51, Abbildung 52). Dabei war kein
Unterschied zwischen den beiden N-Varianten zu erkennen. Die darauf folgende
Infektion des Laubes der Sorte Indira erreichte am 17. Juli Befallsstarken der
Pflanzen von 50 %. Ein starker Befall durch alle Parzellen war zu verzeichnen.
Daraufhin stieg der Befall innerhalb kurzer Zeit (31. Juli) auf Werte Uber 95 % Befall

einzelner Pflanzen. Uber 50 % des Bestandes waren davon betroffen. Am 14. August

war das Laub des gesamten Bestandes der Sorte Indira zerstort.

Abbildung 51: Erste Befallssymptome (a, b) einer P. infestans Infektion der Sorte Indira im Freiland.
Weiterer Verlauf des Befalls (c, d) der Sorte Indira mit P. infestans im Freiland.

102



[l ERGEBNISSE

Erste Befallssymptome der Sorte Bettina konnten am 3. Juli bei der Variante mit
160 kg N/ha bonitiert werden. Zu diesem Zeitpunkt konnten keine Befallssymptome
an den Pflanzen der Niedrig-N-Variante beobachtet werden. Allerdings hoben sich
diese Unterschiede in der Anfalligkeit der Sorte Bettina gegenuber P. infestans im
Laufe der Vegetationsperiode rasch wieder auf. Im Gegensatz zu der Sorte Indira
verlief der Befall der Sorte Bettina langsamer und erst Mitte September war der

ganze Bestand durch P. infestans zerstort (Abbildung 52).
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4 = 50% der Pflanze nekrotish, starker Befall 5 = teilweise griine Blatter, sehr starker Befall
6 = 100% der Pflanze nekrotisch, 7 = 100% der Pflanze nekrotisch,
50% des Bestandes befallen 100% des Bestandes befallen

Abbildung 52: Ausbreitung von P. infestans im Freiland im Versuchsjahr 2002.

5.2 Entstehung von Blattschaden nach kunstlicher Inokulation

Vergleicht man die erhaltenen Daten der Freilandbonitur mit den Boniturdaten des
,detached-leaf“-Tests ist festzustellen, dass auch hier an Blattern der im Freiland
herangezogenen Sorten Indira und Bettina kein signifikanter Unterschied in der
Anfalligkeit der beiden N-Varianten aufzuzeigen. Ein Einfluss der unterschiedlichen
N-DlUngung auf das Resistenzverhalten konnte bei beiden Sorten nicht festgestellt
werden. Nur bei der Sorte Bettina konnte sieben Tage nach kunstlicher Inokulation

beobachtet werden, dass die Blatter, der unter erhohter N-Dungung aufgewachsenen
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Pflanzen gegenuber P. infestans anfalliger waren (Abbildung 53). Wohl aber ist der
Unterschied in der Anfalligkeit der beiden Sorten gegenuber P. infestans wieder zu
beobachten. Die Sorte Indira ist im Vergleich deutlich anfalliger gegenuber
P. infestans als die Sorte Bettina.

Weiterhin ist eine deutliche Abhangigkeit der Anfalligkeit der Blatter vom Blattalter zu
erkennen (Abbildung 53). Junge, aber schon voll ausgewachsene Blatter der
anfalligeren Sorte Indira sind weniger tolerant gegenuber P. infestans als altere
Blatter einer Pflanze. An Tag 4 nach Inokulation zeigen die unterschiedlich alten
Blatter der Sorte Indira einen signifikanten Unterschied in der Toleranz gegenlber
P. infestans. Im Gegensatz dazu ist bei der Sorte Bettina dieser Effekt nicht zu
erkennen (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Infizierte Blattflache [%] junger und alter Blatter einer Pflanze der im Freiland
aufgewachsenen Pflanzen der Sorte Indira und Bettina. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder
160 kg N/ha gedlingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n =24). Mittelwerte der Sorten mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).

5.3 Untersuchungen zum Phenylpropanoidmuster der Blatter wahrend
einer Phytophthora infestans Infektion

Der Phenylpropanoidgehalt der Blatter der Pflanzen aus dem Freiland wurde mittels
HPLC im Labor des Fachgebiets Obstbau (Prof. Treutter) am WZW bestimmt. Die
Gehalte an phenolischen Inhaltsstoffen der Blatter der unterschiedlichen Varianten
variierten zum Zeitpunkt der Ernte stark. Auffallig dabei war, dass die konstitutiven
Gehalte an Phenylpropanoiden der alteren Blatter beider Sorten signifikant unter

dem Niveau der jungeren Blatter lagen. Ein Einfluss einer erhohten N-Versorgung
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konnte bei den jungen Blattern beider Sorten nicht beobachtet werden. Der
konstitutive Gehalt an phenolischen Verbindungen lag bei den alten Blattern der
Hoch-N-Variante unter dem Gehalt der Niedrig-N-Variante. Tendenziell waren die
konstitutiven Gehalte an Phenylpropanoiden der Blatter der Sorte Bettina hdher als
die der Blatter der Sorte Indira.

Gleichzeitig wurden die Gehalte der phenolischen Inhaltsstoffe der pathogen-
behandelten Blatter drei Tage nach Inokulation mit P. infestans untersucht.
Vergleicht man die konstitutiven Gehalte mit den Gehalten drei Tage nach
Inokulation, kann keine signifikante Induktion der Phenylpropanoidgehalte durch eine
P. infestans Infektion festgestellt werden. Dieses Ergebnis konnte sowohl bei der
Sorte Indira und Bettina wie auch bei den jungen und alten Blattern einer Pflanze
beobachtet werden (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Phenolpropanoidgehalte der Blatter der Sorte Indira und Bettina konstitutiv und drei
Tage nach Inokulation mit P. infestans. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder 160 kg N/ha im
Freiland gedlngt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n =5). Mittelwerte mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant verschieden (p <0,05). Signifikanzen wurden dabei nur fir die
konstitutiven Gehalte berechnet.

Betrachtet man die Einzelsubstanzen p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyl-
octopamin ist zu beobachten, dass diese durch eine P. infestans Infektion signifikant
(p < 0,05) in beiden Sorten induziert werden. Dies bestatigt die Ergebnisse vorheriger
Versuche (vgl. 1.2.2 und 3.3). Ein signifikanter Einfluss von N auf p-

Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin kann weder auf die konstitutiven
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Gehalte noch auf die Gehalte nach Inokulation der Blatter mit P. infestans
beobachtet werden. Auch variieren die Gehalte zwischen den unterschiedlichen
Blattaltersstufen nicht signifikant. Werte der Kontrollblatter wurden nicht aufgetragen,
da p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin in den Kontrollblattern

konstitutiv nicht gemessen wurden (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Gehalte an p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin [mg/g TS]
pathogenbehandelten Blattern der Sorte Indira und Bettina am Tag der Inokulation (Tag 0) und drei
Tage nach Inokulation mit P. infestans. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder 160 kg N/ha im
Freiland gediingt. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E. (n=5). Mittelwerte der Sorten mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05).
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Aufgrund des aul3erst destruktiven Charakters der Kraut und Knollenfaule sowie der
immer haufiger auftretenden Durrfleckenkrankheit besteht in der Phytopathologie ein
groRes Interesse an der Aufklarung der Wirt-Pathogen Interaktion von
Kartoffelpflanzen und dem Oomyceten Phytophthora infestans sowie dem
Deuteromyceten Alternaria solani (GOVERS et al. 1997). Aufgrund der steigenden
CO,-Konzentrationen unserer Atmosphare und der immer hdher werdenden
Stickstoffeintrage in unser Okosystem wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss
von CO; und Stickstoff auf das Resistenzverhalten von Kartoffelpflanzen gegentber
den beiden Phytopathogenen P. infestans und A. solani untersucht.

Da besonders Vergleiche zwischen unterschiedlich empfindlichen Sorten das
Verstandnis der Pathogenabwehrmechanismen von Pflanzen verbessern konnen,
wurden dabei verschiedene Sorten von S. tuberosum verwendet, die sich deutlich in
ihrem Resistenzverhalten gegenlber P. infestans und A. solani unterscheiden. Im
Gegensatz zu den gegenulber P. infestans anfalligen Sorten Bintje und Indira, die in
jedem Fall nach Infektion mit P. infestans absterben, besitzen die Sorten Bettina und
Kuras eine erhohte Resistenz gegenuber dem Pathogen (FLEISCHMANN 2000). Auch
PLERL (2002) zeigte das die Sorte Bettina eine erhdhte Resistenz gegenlber
P. infestans im Vergleich zu der Sorte Indira aufweist. Ergebnisse dieser Arbeit
konnten diesen Befund bestatigen. Die Sorte Kuras zeigte dabei nur vereinzelte
Nekrosen, wohingegen sich bei der Sorte Bettina stellenweise wassrige Lasionen,
die an Tag 5 nach Inokulation bis zu 20 % der Blattflache einnahmen, zeigten. Die
Blatter der beiden anfalligen Sorten Indira und Bintje waren an Tag 5 zu 100 % durch
P. infestans infiziert. Vergleicht man hingegen das Resistenzverhalten der
verschiedenen Sorten gegenuber A. solani, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass die gegenuber P. infestans tolerantere Sorte Bettina gegenuber A. solani
anfalliger, und die gegenuber P. infetans anfalligere Sorte Indira gegenuber A. solani

resistenter ist.

Auswirkungen des Pflanzen- und Blattalters auf die Pathogenabwehr

Bei der Toleranz von Blattern gegenuber Ozon ist bekannt, dass mittelalte Blatter
nach Ozonbehandlung starkere Lasionen aufzeigen (HEGGESTAD 1991). Auch konnte
von WOHLGEMUTH (2002) die maximale ROS-Akkumulation in mittelalten
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Tomatenblattern nach Ozonstress detektiert werden. Die jlingsten Blatter zeigten
keine Schaden sowie keine Akkumulation von H>O2 (WOHLGEMUTH 2002).

Die Resistenz einer Pflanze gegenuber Pathogenen variiert ebenfalls mit ihnrem Alter.
Dabei nimmt die Resistenz mit dem Alter zu, hat ihren Hohepunkt wahrend der
Blutezeit der Pflanze und fallt dann rasch wieder ab (ULLRICH und KRUG 1965,
WARREN et al. 1971, CARNEGIE und COLHOUN 1982). Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit bestatigen diesen Befund: Zwei Wochen alte Pflanzen der Sorten Indira und
Bettina waren deutlich anfalliger gegenuber P. infestans als sechs Wochen alte,
gerade vor der Blute stehende Pflanzen. Nach PopPULER (1978) ist der Einfluss des
Pflanzenalters bei verschiedenen Kartoffelsorten allerdings unterschiedlich stark
ausgepragt. Auch dies kann in vorliegender Arbeit bestatigt werden. Dabei zeigen die
unterschiedlich alten Pflanzen der aullerst toleranten Sorte Kuras keine
Unterschiede in der Anfalligkeit gegenuber P. infestans.

Nach GuzmaN (1964) verhalten sich die einzelnen Blattpositionen einer Pflanze
entsprechend. Dabei besitzen ausgewachsene Blatter, die weit von der Seneszenz
entfernt sind, die geringste Anfalligkeit. Dies konnte an Blattern der gegenuber
P. infestans toleranteren Sorte Bettina im Freilandversuch als nicht signifikanter
Trend ebenfalls beobachtet werden. In diesem Versuch waren die voll
ausgewachsenen Blatter des zweiten und dritten Blattstadiums weniger anfallig als
die alteren Blatter der fiinften und sechsten Blattetage einer Pflanze. Altere Blatter
der gegenlber P. infestans anfalligeren Sorte Indira waren, im Gegensatz zu den
Blattern der Sorte Bettina, allerdings deutlich toleranter gegentiber P. infestans als
die jungeren, aber schon voll ausgewachsenen Blatter einer Pflanze. Diese
Ergebnisse bestatigen die Beobachtungen von POPULER (1978), dass der Einfluss
der Blattposition auf die Resistenz sortenabhangig ist. CARNEGIE und COLHOUN
(1982) zeigen in ihren Untersuchungen, dass Sorten mit hoherer Resistenz eine
starkere Minderung der Widerstandskraft mit dem Pflanzenalter aufweisen. GRAINGER
(1962) findet einen im Zusammenhang zwischen hoher Anfalligkeit und dem
entwicklungsbedingten Kohlenhydratstatus einer Pflanze. GuTscHICK (1999)
postuliert, dass junge Blatter die hochste Photosyntheserate aufweisen. HARPER et al
(1989) argumentiert, dass diese Blatter deshalb am kostbarsten fur eine Pflanze

sind, somit am besten gegenuber Pathogenen geschitzt sein mussen.
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Einfluss von Stickstoff und CO, auf das Resistenzverhalten von
Kartoffelpflanzen gegeniiber Phytophthora infestans und Alternaria solani

Zur Untersuchung des Einflusses von CO, und Stickstoff auf die Resistenz von
Kartoffelpflanzen gegentber P. infestans und A. solani wurden die Sorten Indira und
Bettina unter zwei CO,-Konzentrationen (400 ppm, 700 ppm) sowie N-limitierten und
N-gesattigten Bedingungen in Gewachshausern herangezogen. Die Reduzierung der
Sorten von vier auf zwei war aufgrund des Umfangs der Versuche notwendig.
Weiterhin wurden in einem Freilandversuch die Sorten Indira und Bettina unter zwei
verschiedenen N-Dungestufen (60 kg N/ha, 160 kg N/ha) beobachtet. Verschiedene
Veroffentlichungen beschreiben widerspruchliche Effekte der N-Versorgung auf die
Anfalligkeit von Kartoffelpflanzen gegenuber P. infestans. So fand HERLIHY (1970) in
Feldversuchen eine Zunahme der durch P. infestans verursachten Lasionen bei
Dingung mit erhéheten N-Mengen (120 kg N/ha). Auch CARNEGIE und COLHOUN
(1983) fanden eine lineare Zunahme der Befallsstarke von Kartoffel mit P. infestans
mit steigenden Stickstoffgaben. Im Gegensatz dazu zeigten PEHL und STURM (1962)
und EL SHESHTAWI et al. (1988), dass eine Erhdhung der N-Applikation (im Bereich
von 0 kg N/ha bis 120 kg N/ha) den Befall von Kartoffel mit P. infestans verringerte.
CoLON et al. (2002) konnten hingegen keinen Effekt einer erhohten N-Dingung (im
Bereich von 0 kg N/ha bis 200 kg N/ha) auf die Anfalligkeit von Kartoffelpflanzen
gegenuber P. infestans im Freiland beobachten. Auch in vorliegender Arbeit konnte
kein Effekt einer erhéhten Stickstoffdiingung von 160 kg N/ha im Vergleich zu einer
Dungung von 60 kg N/ha auf die Resistenz gegenuber P. infestans im Freiland
beobachtet werden. Weder bei den Fungizid-unbehandelten Pflanzen des Freilands,
die einer naturlichen P. infestans Infektion unterlagen, noch bei detached-leaf
Versuchen in Klimakammern konnte eine veranderte Resistenz der beiden
Kartoffelsorten durch erhohte N-Gabe gegenuber P. infestans beobachtet werden.

Betrachtet man jedoch die Pflanzen der Gewachshausversuche, so ist eine
signifikante Zunahme der Anfalligkeit durch eine erhdhte N-Dingung gegenuber
P. infestans zu beobachten. Ergebnisse der Tag-Man PCR zeigen eine 2,4fache
Zunahme der P. infestans DNA-Menge an Tag 3 nach Inokulation der Blatter der mit
Stickstoff behandelten Pflanzen. Auch durch eine optische Bonitur konnte die
Zunahme der Anfalligkeit der Blatter der mit Stickstoff gedlingten Pflanzen um 15 %
beobachtet werden. Diese widersprichlichen Ergebnisse zeigen die Schwierigkeit

von wissenschaftlichen Freilandversuchen auf. Sich wahrend der Vegetationsperiode
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freisetzender gebundener Stickstoff konnte die Stickstoffunterschiede der Niedrig-
und Hoch-Dungevarianten des Freilandversuchs aufheben, so dass beide eher
stickstoffgesattigten Varianten entsprachen. Auflerdem konnten abiotische
(Trockenheit, UV-Strahlung, Wind) und biotische Stimuli (Insekten, Pathogene) die
Freilandpflanzen zur Induktion systemischer Abwehr induziert haben.
Untersuchungen zur Beeinflussung der Anfalligkeit von Kartoffelsorten gegenuber
A. solani durch eine Stickstoffdingung belegen starkeres Erregeraufkommen bei
einer geringeren N-Gabe (HOFFMANN und SCHMUTTERER 1983). Diese Aussage wird
durch DAvis et al. (2000) bestatigt. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte in
Gewachshausversuchen gezeigt werden, dass durch eine erhdhte Stickstoffdiingung
von 0,8 g N gegenuber 0 g N pro Pflanze die Anfalligkeit der beiden Kartoffelsorten
Indira und Bettina gegenuber A. solani abnimmt. MACKINZzIE (1981) konnte ebenfalls
eine verminderte Anfalligkeit von Kartoffelpflanzen gegenuber A. solani nach einer
erhohten Stickstoffdingung (160 kg N/ha) im Freiland beobachten. Auch BLACHINSKY
et al. (1996) bestatigen diese Ergebnisse. HOFMEESTER (1992) verweist darauf, dass
eine gute N-Versorgung den Blattproteinabbau und die Alterung der Blatter
hinauszogert und dadurch die Resistenz gegeniber nekrotrophen Pathogenen
langer aufrecht erhalten werden kann. Durch eine erhéhte N-Dingung kann die
meristematische Aktivitat der Blatter verlangert werden (BARCLAY et al. 1973). Die N-
Versorgung hat aullerdem einen maldgeblichen Einfluss auf die Bildung apikaler
Verzweigungen (Vos 1999). Lang anhaltendes Verzweigungswachstum bedeutet flr
eine Pflanze konstante Nachlieferung neuer Blatter (Vos und BIEMOND 1992). Da A.
solani bevorzugt geschwachte, seneszente Blatter befallt (DAvis et al. 2001), konnten
diese Befunde die erhohte Resistenz bei zusatzlicher Stickstoffdingung erklaren.
Auch bei Tomate konnte eine erhdhte Anfalligkeit der Pflanzen gegenuber Botrytis
cinerea, ebenfalls ein Schwacheparasit, durch eine geringere N-Dingung beobachtet
werden (HOFFLAND et al. 1999).

Eine Zusammenfassung vieler Einzelstudien beschreibt den Einfluss von CO; auf die
Resistenz von Pflanzen gegenuber Pathogenen (MANNING und TIEDEMANN 1995).
Insgesamt lasst sich festhalten, dass erhohte CO»-Konzentrationen abhangig vom
jeweiligen Wirt-Parasit-System eine Infektion sowohl begunstigen als auch
erschweren konnen. Zum Einfluss von CO; auf den Infektionsverlauf von P. infestans
oder A. solani bei S. tuberosum liegen allerdings nur vereinzelt Publikationen vor.

Erste Ergebnisse bescheinigen einen positiven Effekt erhéhter CO,-Konzentrationen
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auf die Toleranz von Kartoffel gegentber P. infestans (PLERL 2002). Kartoffelpflanzen
in vorliegender Arbeit, die Uber vier Wochen mit 700 ppm CO, behandelt wurden,
zeigten sowohl gegenuber P. infestans als auch gegenuber A. solani eine verringerte
Anfalligkeit als Pflanzen, die unter 400 ppm CO, herangezogen wurden. Die Blatter
der mit COz-behandelten Pflanzen zeigten einen 2,4fach geringere Menge an P.
infestans DNA im Vergleich zu den Blatter der Pflanzen, die nicht mit einer erhohten
COz-Konzentration behandelt wurden. Somit konnte die erhohte Anfalligkeit der
Pflanzen gegenuber P. infestans aufgrund erhdhter N-Dingung durch erhdhte COo-
Konzentrationen wieder aufgehoben werden. Auch YwA et al. (1995) beschrieben
eine erhdohte Toleranz von Tomatenpflanzen gegen Phytophthora-Faule unter
erhohten CO,-Bedingungen. Ein Grund fur die COz-induzierte Resistenz konnte die
Abnahme des Blatt-N-Gehaltes und somit eine verschlechterte Nahrstoffsituation fur
das Pathogen sein. Ein niedrigerer N-Gehalt bedingte z.B. bei Tomatenpflanzen eine
verminderte Infektion durch Oidium lycopersicum (HOFFLAND et al. 2000). Da eine
Erhohung des N-Gehalts in der vorliegenden Arbeit eine erhohte Anfalligkeit gegen
P. infestans zur Folge hatte, konnte diese Erklarung fur P. infestans zutreffen. Nach
MARSCHNER (1995) besteht ein direkter Zusammenhang des Einflusses der
Aminosaurekonzentration des Apoplasten sowie der Blattoberflache auf die Keimung
und das Wachstum von Konidien. Eine erhohte Aufnahme von Stickstoff aufgrund
eines grofleren Stickstoffangebots fuhrt nach STITT (1999) zu einer Induzierung der
Synthese von Carbon- und Aminosauren. HOFFLAND et al. (2000) diskutieren, dass
das Vorhandensein gewisser Mengen an stickstoffhaltigen Komponenten fliir das
Wachstum von Pathogenen wichtig ist. Die Blatter der Kartoffelsorte Indira zeigen
eine Zunahme des Proteingesamtgehalts nach N-Dingung und eine erhohte
Anfalligkeit gegenuber P. infestans. FANGMEIER et al. (2002) berichten, dass
Kartoffelpflanzen, die in ,open top chamber* (OTC) - und ,free air CO, enrichment"
(FACE)-Experimenten mit erhohten CO,-Konzentrationen behandelt wurden, einen
erniedrigten Gehalt an Stickstoff sowohl in der oberirdischen Biomasse als auch in
den Knollen aufwiesen. Auch in vorliegender Arbeit war der N-Gehalt bei einer
erhohten COj,-Konzentration in den Blattern und in den Knollen erniedrigt, was ein
erhohtes C/N-Verhaltnis zur Folge hatte. Dieser Effekt erhohter CO,-Konzentrationen
auf den N-Gehalt von Blattern wurde auch fur verschiedene andere Pflanzen

beschrieben (MAKINO et al. 1997, FANGMEIER et al. 2000, THEOBALD et al. 1998).
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Als weiterer Grund fur die Verringerung des Stickstoffgesamtgehaltes bei erhéhten
CO,-Konzentrationen wird ein Zuwachs des Starkeanteils im Blatt diskutiert, der zu
einem prozentualen Ruckgang anderer Blattkomponenten fuhrt (STITT 1991). Auch in
der vorliegenden Arbeit zeigte sich in den Kartoffelblattern aufgrund einer erhdhten
CO,-Konzentration eine Zunahme der Starkegehalte. Dies kann jedoch nach
POORTER et al. (1997) nicht der einzige Grund fur die Verringerung des
Stickstoffgesamtgehaltes sein. Dafur spricht, dass durch erhohte N-Gaben eine
Abnahme der Starkekonzentration bei der Kartoffelsorte Indira beobachtet werden
konnte. Auch STITT (1999) beschreibt die Abnahme der Starkegehalte aufgrund einer
erhohten Stickstofffixierung. Interessanterweise wird die Synthese von Saccharose
im Vergleich zur Starkesynthese durch erhohte Nitratkonzentrationen nicht reprimiert
(SCHEIBLE et al. 1997) wie auch in dieser Arbeit bei der Sorte Indira bestatigt werden
konnte. Nach STITT (1999) ist Saccharose flr den Transport und die Aktivierung von
Aminosauren wichtig. Eine Erhéhung der CO,-Konzentration auf 700 ppm hatte
ebenfalls eine Steigerung der Glukose und Saccharosegehalte zur Folge. Auch LONG
et al. (1996) und LARIOS et al. (2001) konnten einen Anstieg von Idslichen Zuckern
durch erhdhte CO»-Konzentrationen nachweisen. Dabei wird den I6slichen Zuckern
eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung und Induzierung von Abwehrantworten
zugesprochen (STITT 1999, XIA0 2000). Dies wurde auch mit der resistenzfordernden
Wirkung erhohter CO,-Konzentationen Ubereinstimmen. Dabei ist allerdings noch
nicht eindeutig geklart, wie die Erkennung und Signalibermittiung der Zucker
funktioniert. Von Xiao et al. (2000) sowie GIBSON (2003) und MOORE et al. (2003) wird
ein Hexokinase-involvierter Mechanismus diskutiert. Aber auch andere Wege
Saccharose-spezifischer Transmitter sind denkbar (SMEEKENS 2000, ROLLAND 2002,
RoITSCH et al. 2002). RoITSCH (1999) schreibt einer extrazellularen Invertase eine
wichtige regulatorische Rolle zu. Die dabei durch die Invertase erhohten
Zuckerkonzentrationen regulieren Enzyme der Pathogenabwehr. HERBERS et al.
(1996) konnten durch ,Futtern” einer Zuckerlosung eine Induktion von PR-Proteinen
in Tabakblattern nachweisen. Diese ,High-sugar-resistence® wurde schon von
HORSFALL und DIMOND (1957) beschrieben und konnte von CONRATH et al. (2003)
bestatigt werden. Sie konnten an transgenen Kartoffeln mit verminderter ATP/ADP
Transporter Funktion, die erniedrigte Starke und erhdhte Glukosegehalte aufzeigten,
eine verminderte Anfalligkeit gegenuber A. solani beobachten. Auch in vorliegender

Arbeit weisen die mit Stickstoff behandelten Pflanzen erniedrigte Starkegehalte und
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erhdohte Saccharosegehalte, sowie eine erhdhte Toleranz gegentber A. solani auf.
ROTEM (1994) postuliert, dass die Anwesenheit hoher Zuckerkonzentrationen auch

hemmend auf die Bildung der Sporen von A. solani wirken.

Auswirkungen von Veranderungen des Sekundarstoffwechsels auf die
Pathogenabwehr in Kartoffelpflanzen unter variierter CO,- und N-Versorgung

Phenole

Veranderungen in der chemischen Zusammensetzung der Metabolite des
Sekundarstoffwechsels von Pflanzen bei Wachstum unter erhdhten atmospharischen
CO,-Konzentrationen und variabler N-Versorgung sind fur die Abwehr von Pflanzen
besonders interessant: Die gesteigerte Akkumulation von Sekundarmetaboliten kann
die Fitness der Pflanzen in Bezug auf den Befall mit pilzlichen und bakteriellen
Pathogenen erhdhen (POORTER et al. 1997, PENUELAS und ESTIARTE 1998).
Besondere Bedeutung haben dabei in der Pathogenabwehr und Stresstoleranz von
Pflanzen die Phenylpropane (LEGRAND 1983, NICKOLSON und HAMMERSCHMIDT 1992,
DixoN und PaAIlvA 1995), deren Konzentrationsanderungen Modifizierungen in der
Interaktion von Pflanzen und Pathogenen erwarten lassen (MAHER et al. 1994,
PENUELAS und ESTIARTE 1998). Ergebnisse von LAVOLA et al. (2000) zeigen unter
erhdhten CO,-Konzentrationen einen signifikanten Anstieg der Allokation von
Kohlenstoff in sekundare Metabolite, ohne dabei Veranderungen im Wachstum von
Birkensamlingen zu messen. Sie konnten aul’erdem zeigen, dass die konstitutive
Enzymaktivitat der Phenylalaninammoniumlyase (PAL) deutlich gesteigert wird.
Durch eine Akkumulation von Kohlenhydraten durch Hoch-CO, kommt es nicht nur
zu einer Hemmung der Genexpression photosynthetisch aktiver Enzyme (DRAKE et
al. 1997), sondern auch zu einer Induktion abwehrbezogener Enzyme wie z.B. der
PAL und der Chalkonsynthase (HERBERS et al. 1996, Xiao et al. 2000). Eine
induzierende Wirkung erhdhter CO,-Konzentrationen auf die pflanzliche Abwehr ist in
unterschiedlicher Auspragung auch in der vorliegenden Arbeit zu sehen. Allerdings
konnte in dieser Arbeit eine Erhdhung der COz-Konzentration von 400 ppm auf
700 ppm die Phenolsynthese in Kartoffelblattern nicht induzieren. Dieses Ergebnis
unterstitzt dabei nicht die von BRYANT et al. (1983) formulierte ,carbon/nutrient
balance“-Hypothese, nach der hohere C/N-Verhaltnisse positiv mit dem Gehalt an C-
haltigen Metaboliten verbunden sind. Die ,growth/differentiation balance“-Hypothese

erweitert diese Aussage um den Faktor Wachstum, d.h. nur wenn die Verfligbarkeit
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der Ressourcen flr das Wachstum der Pflanze limitiert ist oder den Bedarf
ubersteigt, investiert eine Pflanze in die Produktion sekundarer Metabolite (HERMS
und MATTSON 1992). So kommt es zwar nicht zu einer Steigerung der Phenolgehalte
bei gesteigerter CO,-Versorgung, doch sind die konstitutiven Phenolgehalte der
Niedrig-N-Variante deutlich hoher als die der Hoch-N-Variante was bedeuten konnte,
dass Stickstoff den limitierenden Faktor fur das Wachstum darstellte und so die
Pflanzen in die Produktion von Sekundarstoffen investierten.

Auch HARTLEY et al. (2000) fanden in drei aufeinanderfolgenden Generationen von
Grinlandpflanzen widerspruchliche CO,-Effekte auf die Synthese von Phenolen.
Nach Meinung von HARTLEY et al. (2000) sind die Effekte einer erhéhten CO.-
Konzentration auf die Phenylpropanoidsynthese artabhangig und werden durch
Umweltfaktoren, wie z.B. den Nahrstoffgehalt im Boden stark beeinflusst. JONASSAN
et al. (1986) beobachteten bei mehreren Pflanzen eine negative Korrelation zwischen
der Phenolsynthese und der Versorgung der Pflanzen mit Stickstoff. In der Literatur
finden sich weitere Angaben uber eine gesteigerte Anfalligkeit verschiedener
Pflanzen gegenuber Pathogenen aufgrund der Abnahme des Phenolgehaltes durch
ein hohes Angebot an Stickstoff (FARKAS und KIRALY 1962, BAVARESCO und EIBACH
1987, SANDER 1992). Eine Abnahme der Phenylpropanoide in transgenen
Kartoffelpflanzen resultierte ebenfalls in einer Steigerung der Anfalligkeit gegenuber
P. infestans (YAO et al. 1995). Auch in der vorliegenden Arbeit zeigen die Pflanzen
nach einer erhohten Stickstoffdiingung erniedrigte Phenolgehalte in den Blattern und
eine gesteigerte Anfalligkeit gegenlber P. infestans allerdings nicht gegeniber A.
solani.

Bei niedrigem N-Angebot ist die Rate der Proteinsynthese begrenzt und nur ein Teil
der gebildeten Aminosauren wird zur Biosynthese von Proteinen verwendet. Nach
der ,amino acid diversion“-Hypothese begiinstigt der so entstandene Uberschuss an
Tyrosin und Phenylalanin die Phenylpropanoidbiosynthese (LAMBERS 1983). Auch
SANCHEZ et al. (2000) konnten eine Induktion der Phenylpropanoidbiosynthese unter
Mangel an Stickstoff nachweisen. Fur die, unter 400 und 700 ppm CO;
aufgewachsenen N-gesattigten Pflanzen, konnten in vorliegender Arbeit veranderte
konstitutive Gehalte phenolischer Verbindungen im Vergleich zu der nicht mit
Stickstoff gedungten Variante beobachtet werden. Hierbei sank der Gesamt-
phenolgehalt nach N-Gabe signifikant. Dabei veranderte sich der Gehalt an Rutin

nicht, die Gehalte an Chlorogen-, Kryptochlorogensauren sowie Flavonolen und

114



IV DISKUSSION

weiteren Hydroxyzimtsauren nahmen signifikant ab, wobei der Gehalt an Flavonolen
prozentual am starksten reduziert wurde. Chlorogensaure stellt in den gegenuber P.
infestans anfalligen Sorten Sorten Indira und Bintie mengenmalig die
Hauptkomponente der I6slichen phenolischen Verbindungen dar. In den gegenlber
P. infestans toleranten Sorten Bettina und Kuras hingegen sind die Flavonole
mengenmaldig am starksten vertreten. DEL RiO et al. (2004) postulieren, dass
Flavanone bei der Abwehr von Citrus sinensis gegenuber Phytophthora citrophthora
eine wichtige Rolle spielen. Nach Inokulationsversuchen konnten sie eine signifikante
Induktion verschiedener Flavanone nachweisen.

Nach LI und STEFFENS (2002) hangt die Resistenz gegenliber Pathogenen mit der
Enzymaktivitat der Polyphenol Oxidase (PPO) zusammen. Sie zeigten an PPO
uberexprimierenden Tomatenpflanzen, dass diese weniger anfallig gegenuber
Pseudomonas syringae waren. Sie begrinden dies mit der Annahme, dass die aus
der Oxidation der Phenole entstehenden Chinone hoch reaktiv sind, zur Vernetzung
von Aminosauren und Proteinen beitragen und so dem Pathogen nicht mehr als
Nahrungsgrundlage zur Verfugung stehen.

Eine Abnahme phenolischer Inhaltsstoffe wie Lignin in transgenen Kartoffelpflanzen
resultierte in einer erhdhten Anfalligkeit gegenltber P. infestans (YAO et al. 1995).
Eine Reduzierung des Phenylpropanoidmetabolismus durch Inhibierung der PAL in
transgenem Tabak resultierte ebenfalls in einer erhdhten Anfalligkeit gegenuber
Cercospora nicotianae (MAHER et al. 1994). Transgene Kartoffelpflanzen, die
aufgrund des H,O, generierenden Enzyms Glukose/Glukose Oxidase H,O, in hohem
MaRe  akkumulieren, zeigten erhohte Ligningehalte und  verzOgerte
Lasionsentwicklung nach Inokulation mit P. infestans sowie eine verringerte
Anfalligkeit gegentber A. solani (WU et al. 1997).

Durch eine erhohte N-Dingung konnte der Gehalt an I6slichen Phenolen in
Kartoffelblattern vermindert werden. Diese Reduzierung der konstitutiven Gehalte an
Phenolpropanoiden spiegelt sich in einer hoheren Anfalligkeit der N-gesattigten
Pflanzen gegentuber P. infestans wieder. Nach Inokulation der Blatter mit P. infestans
wurden die konstitutiven Phenolgesamtgehalte allerdings nicht induziert. Dies wurde
von ANDREU et al. (2001) drei Tage nach Inokulation zweier unterschiedlich toleranter
Kartoffelsorten mit P. infestans ebenfalls gezeigt.

Ein Einfluss der Pathogenbehandlung auf den Gehalt an I6éslichen phenolischen

Metaboliten konnte aber fir zwei in dieser Arbeit identifizierte Phenylpropanoide
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beobachtet werden. In Zusammenarbeit mit Prof. Treutter (Fachgebiet Obstbau des
Wissenschaftszentrums Freising-Weihenstephan) sowie Dr. Heller (Institut far
Biochemische Phytopathologie, GSF-Neuerberg) konnten sie als p-Cumaroyl-

noradrenalin und p-Cumaroyloctopamin identifiziert werden.

p-Cumaroylnoradrenalin p-Cumaroyloctopamin
- o ¢ OH ‘s s‘ , 0 HO €_§
4 7 . 0 HO I )TT@OH
HO | oH C— NH
c—N—" 3 2 8w ¥ ¥
3 2 s 10 ¥ T 3

Abbildung 56: Strukturformeln der Phenylpropanoide p-Cumaroylnoradrenalin  und p-
Cumaroyloctopamin

Dabei akkumulieren diese beiden Phenylpropanoide nur in der gegenuber P.
infestans anfalligen Sorte Indira, wohingegen bei den gegenuber P. infestans
toleranten Sorten Bettina und Kuras in Gewachshausversuchen keine Induktion zu
beobachten war. Aullerdem korreliert die Induktion von p-Cumarolynoradrenalin und
p-Cumaroyl-octopamin positiv. mit der Anfalligkeit der Pflanzen und dem
Pflanzenalter. Vergleicht man dabei die Anzahl der befallenen Zellen der
unterschiedlichen Varianten werden bei den anfalligen Interaktionen eine groRere
Anzahl an Zellen pro Blatt befallen. Mehr Zellen erhielten somit Signale zur
Einleitung von Abwehrantworten und induzierten die Synthese von p-
Cumarolynoradrenalin ~ und  p-Cumaroyloctopamin.  Konstitutiv  liegen  p-
Cumarolynoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin in Kartoffel nicht vor. Ein Einfluss
von CO; und Stickstoff auf die Synthese von p-Cumarolynoradrenalin und p-
Cumaroyloctopamin konnte nicht gezeigt werden. Nach Inokulation der Pflanzen mit
P. infestans korreliert die Induktion beider Substanzen wiederum mit der Anfalligkeit
der Pflanzen der verschiedenen CO»- und N-Behandlungsvarianten. ROEPENACK-
LAHAYE et al. (2003) betrachten p-Cumarolynoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin
im Zusammenhang mit der Abwehr von Pseudomonas syringae in Tomate. Sie
konnten in resistenten Tomatenpflanzen nach Infektion erhdhte mRNA Level der PAL
sowie weitere Enzyme des Phenolstoffwechsels finden. Versuche vorliegender Arbeit
mit Pflanzen des Freilands zeigen ebenfalls die Induktion von p-
Cumarolynoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin nach einer Behandlung mit P.
infestans in der resistenten Sorte Bettina auf. Auch nach Inokulation der beiden
Kartoffelsorten Indira und Bettina mit A. solani wurde eine Induktion von p-

Cumarolynoradrenalin  und p-Cumaroyl-octopamin beobachtet. Dabei ist die
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Induktion in der gegentber A. solani toleranteren Sorte Indira trotz niedrigerer Anzahl
an befallenen Zellen gleich der Induktion in der gegenuber A. solani anfalligeren
Sorte Bettina, was wiederum auf die Rolle von p-Cumarolynoradrenalin und p-
Cumaroyloctopamin in der Pathogen-abwehr hinweisen kdnnte.

Eine Bedeutung von induzierten phenolischen Verbindungen in Kartoffelblattern nach
einer Infektion wurde auch von KELLER et al. (1996) und LANDTAG et al. (2002)
diskutiert. TAKAHAMA (1989) konnte durch Applikation von H,O, die Phenolsynthese
in Bohnen stimulieren. Andererseits kdnnen auch zellwandgebundene Peroxidasen
durch H;O, aktiviert werden. Der damit verbundene Einbau von Phenolen in die
Zellwandmatrix koénnte so zu einem wirksamen Schutz vor Pathogenen fihren
(NicHOLSON und HAMMERSCHMIDT 1992). Auch in vorliegender Arbeit kommt es bei
der toleranten Interaktion von P. infestans mit der Kartoffelsorte Bettina zu einem

schnellen Anstieg der H,O2-Konzentration in den inokulierten Blattern.

PR-Proteine

Mehrfach wird PR-Proteinen wie Chitinasen, Glukanasen und Osmotinen eine Rolle
bei der Resistenz von Kartoffelpflanzen gegenuber pilzlichen Pathogenen
zugesprochen (KOMBRINK und SomssIiCH 1995, VLEESHOWERS et al. 2000). Dabei
konnen diese durch Pathogenbefall oder Elizitoren induziert werden, aber auch hohe
Zuckerkonzentrationen induzieren in A. thaliana PR-Proteine der Familie 1 und 5
(X1A0 et al. 2000) und in Tabak Chitinasen und Osmotin (HERBERS et al. 1996).
Einhergehend mit der Zunahme der Zuckerkonzentrationen bei erhohter CO,-
Konzentration in vorliegender Arbeit ist die Zunahme von Osmotin und eine
Steigerung der Toleranz der Blatter gegenuber P. infestans und A. solani. HUANG et
al. 2001 konnten zeigen, dass Thaumatin-ahnliche PR-Proteine wie Osmotin den
Apex von Sporangien und das Hyphenwachstum des Oomyceten P. infestans
hemmen koénnen. Aulerdem verursachen Osmotine das Auslaufen von Zellen durch
spezifische Interaktionen mit der pilzlichen Membran, was zur Bildung von
transmembranen Poren fuhrt (KITAJIMA und SATO 1999). Drei Tage nach Inokulation
der Blatter mit P. infestans ist eine deutliche Induktion der Gehalte an Osmotin zu
beobachten, wobei die gegenuber P. infestans toleranteren Blatter der Hoch-CO,-
Varianten im Vergleich zu den Niedrig-CO»-Varianten eine starkere Induktion des
Osmotingehalts aufzeigen. Auch PEREIRA et al. (1998) und LI et al. (1999)
beschreiben einen resistenzfordernden Effekt von Osmotin PR-5 Gberexprimierenden
Kartoffelmutanten. Diese Beobachtungen deuten auf eine Beteiligung von Osmotin
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bei der Abwehr von P. infestans hin, wobei dies fur die Abwehr von A. solani noch
nicht eindeutig festgestellt werden kann. Auch hier werden die Gehalte an Osmotin
deutlich nach Befall induziert, doch korreliert die Induktion mit der Anzahl an
befallenen Zellen. Dies kann so auch fur die Aktivitatszunahme der R-1,3-Glukanase
der Blatter der Kartoffelsorten Indira und Bettina nach Befall mit A. solani aufgezeigt
werden.

Anders verhalten sich die PR-Proteine der Familie 2, die Chitinasen. Diese werden in
der gegenulber A. solani toleranteren Sorte Indira im Vergleich zu der anfalligeren
Sorte Bettina starker induziert. AuBerdem kann der toleranzférdernde Effekt einer
erhdohten CO»,-Konzentration sowie einer erhdhten N-Dingung gegenuber A. solani
mit der Starke der Aktivitatszunahme der Chitinasen erklart werden. Transgene
Kartoffelpflanzen, die eine Endochitinase von Trichoderma harzianum exprimieren
sind weniger anfallig gegenuber einer A. solani Infektion (LORITO et al. 1998).
VLEESHOUWERS et al. (2000) zeigen ebenfalls eine starkere Akkumulation von PR-2
mRNA in resistenten, verglichen mit anfalligen Kartoffelsorten nach Pathogenbefall.
Kartoffelzellkulturversuche zeigten, dass basische Chitinasen und Thaumatin-
ahnliche PR-Proteine einen Aktin-bindenden Komplex bilden und so an einer
cytoplasmatischen Umorganisation wahrend der Abwehr von P. infestans beteiligt
sein konnten (TAKEMOTO et al. 1997). Weiterhin konnen die durch Lyse der pilzlichen
Membranen freigesetzten Oligomere Chitin und Glukan als effektive Elizitoren
weitere Abwehrantworten in den Pflanzen induzieren (DEAN und Kuc 1989). So
wurde von VASIUKOVA et al. (2001) die Induktion der SAR durch Chitosan bei
Kartoffel beschrieben. KLARZYNSKI et al. (2000) konnten mit Hilfe eines 3-1,3 Glukans
die Induktion von PAL, LOX und SA zeigen.

Eine zusatzliche N-Dingung flhrte 2zwar zu einer Zunahme des
Gesamtproteingehalts, aber nicht zu einer konstitutiven Aktivitatszunahme der PR-
Proteine Chitinase und 3-1,3-Glukanase. Ein nicht signifikanter Trend zeigt, dass die
Enzymaktivitat der beiden PR-Proteine sowie der Gehalt an Osmotin abnimmt und
konnte so die gesteigerte Anfalligkeit der Kartoffelpflanzen der Hoch-N-Varianten
gegenuber P. infestans erklaren. Die erhdhte Anfalligkeit der Blatter der Hoch-N-
Varianten, trotz gesteigerter Osmotingehalte drei Tage nach Inokulation mit
P. infestans, kdonnte auf der Erhdhung N-haltiger Inhaltsstoffe der Blatter und somit

einer verbesserten Nahrstoffversorgung von P. infestans basieren.
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Pflanzliche Hormone in der Pathogenabwehr

Bei der Aktivierung einer Reihe von Abwehrreaktionen auf Pathogenbefall
ubernehmen insbesondere die Pflanzenhormone Salizylsaure, Ethylen und Jasmonat
eine wichtige Funktion bei der Signalweiterleitung und der Aktivierung von Abwehr-
assoziierten Proteinen und niedermolekularen Substanzen (ALVAREZ 2000, DURNER
et al. 1997, KLESSIG et al. 2000, PIETERSE et al. 1999).

Salizylséure

Salizylsaure wird als wesentlicher Ausléser von Resistenzen in Pflanzen diskutiert
(DURNER et al. 1997). In verschiedensten Pflanzenarten konnte das gemeinsame
Auftreten von Zelltod und erhdhten Werten von Salizylsaure nach Pathogenbefall
nachgewiesen werden (O’'DONELL et al. 2001, RAO und DAvis 2000). Dabei scheint
allerdings die Konzentration der Salizylsaure eine wichtige Rolle zu spielen. Wahrend
eine starke Induktion der Salizylsauregehalte zum Zelltod flhrte, induzieren leicht
erhohte Konzentrationen Abwehrantworten (ALVAREZ 2000, RAO und DAvIS 1999). In
vorliegender Arbeit wurden freie und konjugierte Salizylsaurekonzentrationen in
pathogenbehandelten Kartoffelpflanzen untersucht. Dabei wurden die Salizylsaure-
gehalte verschiedener Kartoffelsorten, die ein unterschiedliches Resistenzverhalten
gegenuber P. infestans aufweisen, gemessen. Weiterhin wurde untersucht, ob das
Pflanzenalter eine wesentliche Rolle bei der Induktion von Salizylsaure bei der
Pathogenabwehr spielt. Hierbei konnten in allen vier Sorten hohe konstitutive
Gehalte an gebundener und freier Salizylsaure detektiert werden. Dieses Ergebnis
konnte von Yu et al. (1997) ebenfalls gezeigt werden. Hier wurde eine bis zu 100
fach hohere Salizylsaurekonzentration in Kartoffelpflanzen verglichen mit A. thaliana
oder Tomate festgestellt. Dabei konnten in vorliegender Arbeit aber keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Sorten beobachtet werden. Die &auferst
anfallige Sorte Bintje, sowie die Sorten Indira und Bettina und die resistente Sorte
Kuras zeigten gleiche konstitutive Salizylsaurekonzentrationen auf. Allerdings lag der
Gehalt an gebundener Salizylsaure bei den vier Wochen alten Pflanzen aller Sorten
uber den Gehalten der zwei und sechs Wochen alten Pflanzen. Dabei korreliert
dieses Ergebnis allerdings nicht mit der beobachteten Anfalligkeit der unterschiedlich
alten Pflanzen gegenuber P. infestans.

Auch die Ergebnisse der Inokulationsexperimente der Kartoffelpflanzen der

verschiedenen Sorten mit P. infestans zeigten, dass in Kartoffel die Pathogenabwehr
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SA unabhangig ablauft. So konnte bei den zwei, vier und sechs Wochen alten
Pflanzen weder bei der anfalligen Sorten Indira noch bei der resistenten Sorte Kuras
eine Induktion der gebundenen sowie freien Salizylsdure beobachtet werden. Auch
bei der toleranten Sorte Bettina war kein signifikanter Anstieg der SA-Gehalte zu
erkennen. YU et al. (1997) konnten durch Auftragen exogener SA keine Steigerung
der Resistenz bei Kartoffelpflanzen hervorrufen. Auch bei Tomate konnten SMART et
al. (2003) feststellen, dass die Resistenz gegenuber P. infestans SA-unabhangig ist.
Kartoffelmutanten (NahG), die nicht in der Lage sind SA zu akkumulieren, sind trotz
geringerer Mengen an SA nicht anfalliger gegen P. infestans (Yu et al. 1997). Die
Ergebnisse zeigen, dass Salizylsdure keine Rolle fir die Resistenz der
Kartoffelblatter gegenuber P. infestans spielt und bestatigen somit auch die
Ergebnisse von CoQuoz et al. (1995). Yu et al. (1997) postulieren, dass bei Kartoffel
die SA-abhangige Signaltransduktion schlecht funktioniert. Unbestritten ist die
Beteiligung von Salizylsaure bei der systemisch erworbenen Resistenz (SAR)
verschiedener anderer Pflanzenarten, die sich nach einer lokalen Infektion mit
nekrotisierenden Pathogenen entwickeln kann und mit einer lang andauernden
Resistenz gegenuber einem breiten Spektrum von Pathogenen einhergeht (ALVAREZ
2000, DURNER et al. 1997, KLESSIG et al. 2000). Doch nach Yu et al. (1997) ist in
Kartoffel auch die SAR unabhangig von SA. In distalen Blattern konnten nach
Infektion ebenfalls keine erhdhten Pegel an SA gefunden werden.

Aufgrund der Annahme, dass der Abwehrmechanismus von Kartoffelpflanzen
gegenuber P. infestans SA-unabhangig ist, wurden keine weiteren Untersuchungen
der Salizylsaurekonzentrationen in Abhangigkeit von CO,- und N-Konzentrationen
durchgefuhrt.

Ethylen

Einen Zusammenhang zwischen der Emission des gasférmigen Pflanzenhormons
Ethylen und der Antwort von Pflanzen auf Pathogenbefall ist schon seit den 1970er
Jahren bekannt (HisLor und STAHMANN 1971, MONTALBINI und ELSTNER 1977). Daher
wurde im Rahmen vorliegender Arbeit der Einfluss von CO, und Stickstoff auf die
Ethylenemission nach Pathogenbehandlung untersucht. Mit Zunahme der
Befallsstarke der Blatter stieg die Ethylenemission stark an. Dabei korrelierte die
Ethylenemission der Blatter innerhalb der unterschiedlichen CO,- und N-
Behandlungsvarianten mit dem Befall durch P. infestans. Pflanzen, die mit einer
erhdhten N-Gabe versorgt wurden, waren gegenuber P. infestans anfalliger und
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emittierten mehr Ethylen. Dies konnte sowohl bei den Pflanzen die unter 400 ppm
COg, als auch bei Pflanzen die unter 700 ppm CO, aufwuchsen, festgestellt werden.
Pflanzen, die unter einer erhdhten CO,-Konzentration aufgezogen wurden, waren
wiederum weniger anfallig gegenuber P. infestans als solche, die unter ambienten
CO,-Bedingungen aufwuchsen. Auch hier korrelierte die Ethylenemission ebenfalls
mit der Anfalligkeit der Blatter gegenuber P. infestans (Abbildung 57). Dabei war bei
allen Behandlungsvarianten ein drastischer Anstieg der Ethylenemission an Tag 3
nach Inokulation von 2-4 nmol Ethylen/ml auf Uber 20 nmol Ethylen/ml zu
verzeichnen. Dieser Anstieg steht im Einklang mit dem Auftreten erster sichtbarer
Befallssymptome (Nekrosen) durch P. infestans. Darauf folgte eine schnelle

Ausbreitung wassriger Lasionen uber die gesamte Blattspreite.
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Abbildung 57: Korrelationen der Ethylenemission [nmol/mi] mit der befallenen Blattflache [%] durch
P. infestans bei Kartoffelpflanzen der Sorte Indira, die entweder mit 400 ppm (links) oder 700 ppm
CO, (rechts) und zwei unterschiedlichen N-Konzentrationen behandelt wurden.

CHEN et al. (2003) konnten nach Inokulation von Tabak mit Colletotrichum
destructivum, einem hemibiotrophen Pathogen, einen biphasischen Verlauf der
Ethylenemission feststellen. Dabei scheint der erste schwachere Peak in der
biotrophen Phase des Pathogens 24 h nach Inokulation aufzutreten, der zweite Peak
mit der nekrotrophen Phase von Colletotrichum destructivum und dem Auftreten von
wassrigen Lasionen zusammenzufallen.

Eine exogene Applikation von Ethylen bei Tomatenpflanzen fuhrte zu einer
verminderten Anfalligkeit gegenuber B. cinerea, wahrend die Behandlung mit
Inhibitoren der Ethylenperzeption in starker ausgepragten Symptomen resultierte
(Diaz et al. 2002). Andererseits fordert Ethylen Seneszenz und Fruchtreife. Dies kann

manchen nekrotrophen Pathogenen die Infektion leichter ermdglichen (ABELES et al.
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1992, Diaz et al. 2002). Zusatzlich fordert Ethylen die Entwicklung von Nekrosen
(LUND et al. 1998). In Ethylen-insensitiven Tomatenpflanzen fuhrt eine Infektion mit
den virulenten Bakterienstammen Xanthomonas campestris oder Pseudomonas
syringae zu einer abgeschwachten Symptomentwicklung. Eine defekte
Ethylenperzeption etabliert in diesem Beispiel eine erhdhte Toleranz in den Pflanzen.
(O'DONNELL et al. 2001). Versuche mit der A. thaliana Ethylen-Perzeptionsmutante
ein2-1 zeigten, dass diese anfalliger gegenuber der Zuckerriben-Nematode, einem
biotrophem Pathogen, aber gleichzeitig toleranter gegenuber Botrytis cinerea, einem
nekrotrophen Pathogen waren (THOMMA et al. 1999). Diese Beispiele lassen
erkennen, dass die Beteiligung von Ethylen-vermittelten Abwehrreaktionen, je nach
Pathogen/Wirtkombination zu einer verstarkten oder erniedrigten Anfalligkeit fuhrt.
THOMMA et al. (1999) postulieren, dass Ethylen bei Interaktionen mit nekrotrophen
Pathogenen als Signal zur Stimulierung von Abwehrreaktionen dient, wohingegen
Ethylen bei biotrophen Pathogen-Interaktionen die Ausbreitung der Lasionen fordert.
Nach Ergebnissen dieser Arbeit scheint die Ethylenbildung von Kartoffelpflanzen bei
einer Infektion mit P. infestans, einem hemibiotrophen Pathogen, eher die Starke der
Infektion widerzuspiegeln, als Teil einer erfolgreichen Abwehr gegen P. infestans zu
sein und bestatigt so die Annahme von THOMMA et al. (1999) und PARADIES et al.

(1980), dass Ethylen die Ausbreitung der Lasionen fordert.

Oxylipine als Signalmolekiile in der Pathogenabwehr

Wahrend der Auspragung der HR ist die irreversible Schadigung von Membranen,
verbunden mit der Peroxidation vielfach ungesattigter Fettsauren, eine
physiologische Veranderunge innerhalb der Zelle (KEPPLER und NOVACKY 1987).
Diese Lipidperoxidation kann durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder die
Aktivierung von Lipoxygenasen (LOXen) hervorgerufen werden (KEPPLER und
NOVACKY 1987).
Im Verlauf der Pathogenese wird in zahlreichen Interaktionen zwischen Pflanzen und
ihren Pathogenen die Akkumulation von LOX-Transkripten beobachtet (Ubersicht in:
RosaHL 1996). Die im LOX-Reaktionsweg entstehenden Hydroperoxid-Derivate der
vielfach ungesattigten Fettsduren (polyunsaturated fatty acids, PUFAs) und die
daraus resultierende Vielfalt an Oxylipinen, die in pathogenbefallenen Zellen gebildet
werden, konnen toxisch auf eindringende Mikroorganismen wirken oder als
Signalmolekile flr benachbarte Zellen dienen und die Synthese von PR-Proteinen
sowie Phytoalexinen aktivieren (Ubersicht in: RosAHL 1996, BLEE 1998). Im
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Gegensatz zu den bereits intensiv untersuchten Produkten des 13-LOX-
Reaktionsweges, wie z.B. den Jasmonaten (BLEE 1998) sind die Funktionen der
Produkte des 9-LOX Reaktionsweges bei Abwehrreaktionen bisher nur wenig
untersucht worden. Es scheint jedoch den Divinylethern eine zentrale Rolle bei der
Pathogenabwehr zuzukommen. Das Vorkommen von Divinylethern konnte in
hoheren Pflanzen bisher nur in drei Arten (Allium sativum, Lycopersicum esculentum
und Solanum tuberosum) aufgezeigt werden (GRECHKIN 1998). In vorliegender Arbeit
konnten die Divinylether Colnelsdure (CA) und Colnelensaure (CnA) in den
verwendeten Kartoffelpflanzen detektiert werden. Dabei traten konstitutiv bei den
zwei Sorten Indira und Bettina keine Unterschiede auf, die Gehalte lagen unter
5 nmol/g TS. Auch hatte eine Behandlung der Pflanzen mit 700 ppm CO; und einer
erhdhten N-Dungung keinen Einfluss auf die konstitutiven Gehalte der Divinylether.
Zur Beantwortung der Frage, ob die Divinylether bei der Abwehr von Pathogenen
eine Rolle spielen, wurden die verwendeten Kartoffelpflanzen mit P. infestans sowie
A. solani inokuliert. Nach sichtbar werden der ersten Befallssymptome drei Tage
nach Inokulation konnte bei allen Behandlungsvarianten eine deutliche Induktion der
Divinylether beobachtet werden. Eine Akkumulation dieser Verbindungen wurde
auch von WEBER et al. (1999) in Kartoffel nach Inokulation mit P. infestans
beschrieben.

Dabei korrelierte die Induktion der Divinylether innerhalb der unterschiedlichen CO,-
und N-Behandlungsvarianten mit dem Befall durch P. infestans (Abbildung 58).
Pflanzen, die mit einer erhdhten N-Gabe versorgt wurden, waren gegenlber
P. infestans anfalliger und akkumulierten mehr CnA und CA. Dies konnte sowohl bei
den Pflanzen, die unter 400 ppm CO, als auch bei Pflanzen, die unter 700 ppm CO»
aufwuchsen, festgestellt werden. Pflanzen, die unter Hoch-CO, aufgezogen wurden,
waren wiederum weniger anfallig gegenuber P. infestans als solche, die unter
ambienten CO»-Bedingungen aufwuchsen. Auch hier korrelierte die Induktion der

Divinylether mit der Anfalligkeit der Blatter gegenuber P. infestans.
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DNA P. infestans [ng/g TS]

Divinylether [nmol/g TS]

Abbildung 58: Korrelationen der Gehalte an Divinylethern [ng/g TS] mit der Befallsstarke der Blatter
durch P. infestans als Menge DNA [ng/g TS] bei Kartoffelpflanzen der Sorte Indira an Tag 3 nach
Inokulation. Hierbei wurden die Werte aller Varianten (400/700 ppm CO,, +N/-N) bertcksichtigt.

Auch bei der Interaktion von A. solani mit den Kartoffelsorten Indira und Bettina ist
eine positive Korrelation zwischen der befallenen Blattflache und der Hohe der
Induktion der Divinylether zu beobachten (Abbildung 59). Wiederum werden die

Divinylether in den Blattern, die anfalliger gegentber A. solani sind, starker induziert.
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Abbildung 59: Korrelationen der Gehalte an Divinylethern [ng/g TS] mit der befallenen Blattflache [%]
durch A. Solani bei Kartoffelpflanzen der Sorte Indira (links) und Bettina (rechts) an Tag 3 nach
Inokulation. Hierbei wurden die Werte aller Varianten (400/700 ppm CO,, +N/-N) beriicksichtigt.

Dieser Anstieg korreliert somit mit der Anzahl an befallenen Zellen. In der Summe
scheint so die Induktion der anfalligeren Blatter hoher als die Induktion der

toleranteren Blatter, bei denen nur wenige Zelle infiziert sind.
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SMART et al. (2003) konnten in Tomate eine verstarkte Genexpression der Enzyme
der Divinylethersynthese nach Inokulation mit P. infestans bei der toleranten
Interaktion aufzeigen. WEBER et al. (1999) postulierten, dass in einer inkompatiblen
Interaktion von Kartoffel und P. infestans die Akkumulation bereits zwei Tage nach
Inokulation induziert wurde, hingegen in der kompatiblen Interaktion erst drei Tage
nach Inokulation eine Akkumulation von CA und CnA auftritt. Zur Induktion von CA
und CnA an Tag 2 nach Inokulation kann jedoch im Rahmen dieser Arbeit keine

Aussage getroffen werden.

Vernetzung der Pathogen-induzierten Abwehrwege

Von mehreren Gruppen wurde postuliert, dass ein Salizylsaure-abhangiger
Signalweg Ethylen- und Jasmonsaure-unabhangig sei und vor allem von biotrophen
Pathogenen induziert wird, wahrend ein Ethylen/Jasmonsaure-abhangiger Weg
vorwiegend von nekrotrophen Pathogenen aktiviert wird und in der Regel SA-
unabhangig ist (McDOWELL und DANGL 2000, DoNG 1998). O'DONELL et al. (2001)
zeigten jedoch, dass auch ein gleichberechtigtes Wirken von SA und Ethylen mdglich
ist. O'DONNELL et al. (2003) postulieren sogar, dass Ethylen regulierend auf die SA-
Akkumulation wirkt.
Bei der inkompatiblen Interaktion von pflanzlichen Zellen mit einem Pathogen kommt
es in der Regel zur Ausbildung eines zweiphasigen ,oxidativen bursts®, wobei die
erste Phase als unspezifische Antwort auf Stresssituationen zu betrachten ist,
wahrend die zweite Phase mit der Resistenzausbildung korreliert (GRANT et al. 2000).
Im Verlauf der hypersensitiven Reaktion kommt es haufig zum Zelltod. Dieser
hypersensitive Zelltod wird als Suizid-Abwehr der Pflanze gegen avirulente
Pathogene betrachtet und korreliert mit dem Eindammen des Pathogenwachstums
(SASABE et al. 2000). Auch in vorliegender Arbeit konnte eine Akkumulation von H,0>
nach Inokulation der Blatter mit P. infestans beobachtet werden. Dabei wurde die
Akkumulation von H;O, bei der toleranteren Sorte Bettina funf Stunden nach
Inokulation induziert, wohingegen bei der anfélligen Sorte Indira erst 24 Stunden
nach Inokulation erste H»O, Anreicherungen beobachtet werden konnten.
VLEESHOUWERS et al. (2001) postulierten, dass die hypersensitive Reaktion die
Hauptantwort auf den Befall von Kartoffelblattern mit P. infestans ist. Dabei ist nach
VLEESHOUWERS et al. (2001) das Ausmal und vor allem die Schnelligkeit der HR
entscheidend daflr, ob sich eine Infektion mit P. infestans ausbreiten kann oder
nicht. Als Modell-System fir endogen erzeugten oxidativen Stress wurden von
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CHAMNONGPOL et al. (1998) Tabakpflanzen einer Katalase 1-Antisense-Linie
eingesetzt, deren Katalaseaktivitat in den Blattern um 90 % reduziert war. Eine
Starklichtbehandlung fuhrte zu vermehrter H,O,-Produktion, die durch die verringerte
Katalaseaktivitat nicht mehr abgefangen werden konnte, was schliel3lich zur
Auspragung von Lasionen fuhrte. Aullerdem kam es zu einem Anstieg der
Salizylsauregehalte (CHAMNONGPOL et al. 1998). Die Induktion von sauren PR-
Proteinen wird dabei Uber Salizylsdure vermittelt (VAN LOON und VAN STRIEN 1999).
Salizylsadure selbst kann wiederum durch H,O, induziert werden (VAN BREUSEGEM et
al. 2001). Durch Infiltration des H,O»-erzeugenden Systems Glukose/Glukose
Oxidase und dem O, -erzeugenden Systems Xanthin/Xanthin Oxidase konnten
erhdhte Salizylsduremengen induziert werden (JABS et al. 1996). MODER (1999)
konnten durch Infiltration des Glukose/Glukose Oxidase Systems im infiltrierten
Bereich Lasionsbildung nachweisen, was wiederum fur eine Beteilung der ROS bei
der Ausbildung von Zelltod spricht. RAO und DAvis (1999) schlieRen, dass aulerst
hohe Salizylsdurekonzentrationen zu einer Potenzierung der ROS-Akkumulation
fuhren und damit der programmierte Zelltod induziert wird. Hingegen konnte von
SMART et al (2003) und YU et al. (1997) aufgezeigt werden, dass das Auftreten von
Resistenzen nicht mit der Induktion von Salizylsdure korreliert, wie auch in dieser
Arbeit bei der Interaktion von Kartoffel und P. infestans gezeigt werden konnte.
O’DONNELL et al. (2003) konnten an Tomatenmutanten, die einen Defekt in der
Jasmonatsynthese aufweisen, beobachten, dass diese keine Ethylenemission und
SA-Anreicherung nach Pathogenbefall aufzeigten. Auch die Befallssymptome waren
deutlich verringert. O'DONNELL et al. (2003) postulieren, dass ein positives
Zusammenspiel aller drei Signalmolekdle fur die Symptomauspragung notwendig sei.
Weiterhin gehen sie davon aus, dass nicht Jasmonsaure alleine fur das
Zusammenspiel verantwortlich ist, sondern die gesamte Anreicherung verschiedener
Oxylipine die Stressantwort bedingt. Auch RUSTERUCCI et al. (1999) diskutieren einen
von ,primaren“ ROS-unabhangigen (0,7, H,O,, OH:, usw.) Mechanismus der
Zelltodaktivierung durch freie Lipidhydroperoxide im Wirt-Elicitor-System bei Tabak.
Durch Pathogenbefall kommt es weiterhin zu einer Induktion der Ethylenbiosynthese
(CHEN et al. 2003). Basische PR-Proteine werden ethylenvermittelt induziert (WANG
et al. 2002). Nach MODER (1999) wird durch eine auftretende ROS-Anreicherung die
Ethylenbiosynthese induziert. Ethylen wirkt aber auch regulierend auf die H;O.-

Bildung und den Zelltod (OVERMYER et al. 2003). In dieser Arbeit konnte gezeigt
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werden, dass die Ethylenemission mit der Ausbreitung von Lasionen korreliert und
scheint so eher die Starke der Infektion widerzuspiegeln, als Teil einer erfolgreichen
Abwehr gegen P. infestans zu sein. In der Arabidopsis-Mutante rcd71 konnte
nachgewiesen werden, dass das Pflanzenhormon Ethylen als ,promoting factor”
wahrend der Ausbreitungsphase der sich entwickelnden, ROS-abhangigen Lasionen
wichtige Funktionen ubernimmt (OVERMYER et al. 2000). Weiterhin diskutieren WANG
et al. (2002) einen starken Einfluss von Ethylen auf SA-abhangige Genexpression,
die zur Abwehr von Pathogenen dient. So konnten CLARKE et al. (2000) an
Versuchen mit A. thaliana zeigen, dass das PR-Protein PR-1, welches SA-abhangig
induziert wird, bei Mutanten, die einen Defekt in der SA-Synthese aufweisen, erst
vollstandig inaktiviert wird, wenn auch gleichzeitig ein Defekt in der Ethylensynthese
vorhanden war.

Fir die Ausbildung des Zelltods werden also mehrere Faktoren bendtigt und es
scheint ein komplexes Zusammenspiel der verschiedenen Signalwege zu geben. Es
kann je nach Pathogen/Wirtkombination zu einer verstarkten oder verminderten
Anfalligkeit durch das antagonistische oder synergistische Zusammenwirken der
verschiedenen Signalwege kommen. In Abbildung 60 im Modell des ,Oxidativen-

Zelltod-Zyklus® werden die verschiedenen Signalwege zusammengefasst dargestellt.
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Salizylsaure > saure PR-Proteine
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Pathogen > H20,/LOOH
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Abbildung 60: Modell des ,Oxidativen-Zelltod-Zyklus“ bei der Interaktion zwischen Pflanzen und
Pathogenen (verandert nach OVERMEYER et al. 2003, O’DONNELL et al. 2003, WANG et al. 2002). LOOH
= Lipidhydroperoxide. Grau hinterlegt = keinen direkten Einfluss auf die Abwehr von Solanum
tuberosum L. gegeniiber P. infestans

Uberblick des Einflusses von CO, und Stickstoff auf das Resistenzverhalten
von Kartoffelpflanzen

In folgender Abbildung 61 werden schematisch noch einmal die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zum Einfluss erhohter CO,-Konzentrationen und einer erhdhten
Stickstoffdungung auf den Primar- und Sekundarstoffwechsel sowie das
Resistenzverhalten von Kartoffelpflanzen gegenuber P. infestans (P.i.) und A. solani

(A.s.) dargestellt.
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Abbildung 61: Einfluss erhohter CO,-Konzentrationen und erhohter N-Dingung auf das

Resistenzverhalten von Kartoffelpflanzen gegentber P. infestans (P.i.) und A. solani (A.s.).
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Die zentrale Hypothese des SFB 607-Wachstum und Parasitenabwehr

,Unabhé&ngig vom Typus einwirkender Faktorenszenarien
reguliert die Pflanze ihre Stoffallokation auf eine Weise,
dass Steigerung der Stresstoleranz (insbesondere der Pathogenabwehr)

zu Einschrénkungen in Wachstum und Konkurrenzverhalten fiihrt.”

ZENTRALE HYPOTHESE DES SFB 607

Gemal der zentralen Hypothese des SFB 607 geht eine erfolgreiche Abwehr eines
Pathogens auf Kosten des Wachstums und somit auch des Ertrags. Nach HEIL und
BALDWIN (2002) gibt es verschiedene Arten von ,Kosten“ zu beachten. Sie sprechen
dabei einerseits von ,Allokationskosten®, die bei der Verlagerung von Ressourcen hin
zur Abwehr und weg von Wachstum auftreten und andererseits von ,konstitutiven
Kosten®, welche durch die Mdéglichkeit, induzierbare Abwehrmechanismen abrufen zu
konnen, entstehen. Weiterhin entstehen der Pflanze ,Kosten® durch die
Bereitstellung antioxidativer Systeme zur Entgiftung produzierter Abwehrstoffe.

Doch stellt sich auch die Frage, ob bei dem beschriebenen Szenario wirklich von
Kosten als Konflikt gesprochen werden kann. Stellt sich nicht eher eine Balance
zwischen der Ressourcenallokation ein?

Die Erhdhung der CO»-Konzentration von 400 ppm auf 700 ppm hatte in vorliegender
Arbeit keinen Effekt auf die Biomasseproduktion der Pflanzen. Dies wurde auch von
LAWSON et al. (2001) durch eine Erhéhung der CO,-Konzentration auf 680 ppm fur
Kartoffel beschrieben. Zwar wurde der Primarstoffwechsel durch eine erhdhte CO,-
Konzentration in dieser Arbeit gefordert, was sich in gesteigerten Starke- und
Zuckergehalten widerspiegelte, doch schlug sich dies nicht in einem gesteigerten
Wachstum nieder. Dagegen aber waren die Pflanzen der Hoch-CO,-Variante
toleranter gegenliber P. infestans und A. solani. So kann festgestellt werden, dass
auf zusatzliches Wachstum einerseits verzichtet wurde, aber dafur die Resistenz
gesteigert wurde. Von XIAO et al. (2000) und ROITSCH et al. (1999) werden Glukose
und Saccharose als Signalmoleklle in der pflanzlichen Abwehr diskutiert. Eine
zusatzliche N-Dungung konnte das Wachstum der Kartoffelpflanzen induzieren, und
gleichzeitig waren diese Pflanzen anfalliger gegenuber P. infestans. Betrachtet man
aber das Verhalten der Kartoffelpflanzen gegenuber A. solani, so konnte gezeigt
werden, dass diese durch eine zusatzliche N-Dungung toleranter gegenuber

A. solani wurden. Somit ist die Aussage ,Pflanzen regulieren ihre Stoffallokation auf
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eine Weise, dass eine Steigerung der Stresstoleranz, insbesondere der
Pathogenabwehr zu Einschrankungen in Wachstum und Konkurrenzverhalten fuhrt*
nicht  allgemeingulltig.  Verschiedene  Wirt/Parasit-Interaktionen  induzieren
unterschiedliche Strategien in Pflanzen. Diese Aussage wird durch die Wirt/Parasit
Systeme Buche/P. citricola oder Apfel/Venturia inaequalis und Phytophthora
cactorum gestarkt. Bei der Interaktion von Buche und P. citricola fuhrte eine erhohte
COz-Konzentration zu einer gesteigerten Anfalligkeit der Buchen gegenuber dem
Wurzelpathogen. Eine doppelte Stickstoffdingung reduzierte die Anfalligkeit der
Buchen gegenlber P. citricola (FLEISCHMANN et al. 2004). Hingegen flhrte eine
zunehmende Verfugbarkeit von N bei Apfel (Malus domestica) wieder zu einer
deutlich verringerten Pathogenabwehr (Venturia inaequalis und Phytophthora
cactorum). Ein erhdhter CO,-Gehalt der Atmosphare konnte die Anfalligkeit von Apfel
gegenuber Pathogenen leicht erniedrigen (RUHMANN et al. 2002).

Somit muss die zentrale Hypothese fir verschiedene Wirt/Parasit-Interaktionen

getrennt betrachtet und gegebenenfalls verifiziert werden.
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Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten Unterschiede im Resistenzverhalten der beiden
Kartoffelsorten Indira und Bettina gegenuber P. infestans und A. solani aufgezeigt
werden. Dabei wurde ein gegensatzliches Verhalten der Sorten gegeniber den
beiden Pathogenen festgestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die gegenlber
P. infestans tolerantere Sorte Bettina gegenuber A. solani anfalliger, und die
gegenuber P. infestans anfalligere Sorte Indira gegenuber A. solani resistenter ist.
Weiterhin konnte ein Einfluss erhdhter CO,-Konzentration sowie N-Dingung auf das
Resistenzverhalten von Kartoffel aufgezeigt werden.

Es stellt sich die Frage, welche Signaltransduktionswege dazu fuhren, dass sich die
beiden Sorten in der Anfalligkeit gegenuber A. solani im Gegensatz zu der
beschriebenen Toleranz gegenuber P. infestans verhalten und welche
Veranderungen durch eine erhdhte CO,-Konznetration sowie erhéhte N-Dingung in
der Zelle hervorgerufen werden. Ergebnisse dieser Arbeit zu Untersuchungen von
Paramtern des Primar- und Sekundarstoffwechsels ergaben dabei verschiedene
Korrelationen zur Resistenzauspragung (vgl. Abbildung 61), wobei offen bleibt,
welche Faktoren letztendlich flr die beobachtete Resistenz bzw. Anfalligkeit der
Sorten verantwortlich sind. Dabei ware es sinnvoll, weitere Signalwege, die in diesen
Wirt-Pathogen-Systemen beteiligt sein konnten, zu untersuchen. Um dies klaren zu
konnen gilt es besonders, Enzymaktivitaten und die Regulation von Enzymen der
Abwehr zu untersuchen (PICHERSKY und GANG 2000). Das Fehlen des Enzym-
aktivierenden Ca®**-Einstroms oder von Phosphorylierungsprozessen, die durch
spezifische Kinasen, wie z.B. der Calcium-abhangigen Proteinkinase (CDPK, XING et
al. 1996, RoMEIS et al. 2000) oder der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK,
SAMUAEL et al. 2000, KAToU et al. 2003) katalysiert werden, kdonnten mogliche
Ansatzpunke darstellen. In der Literatur wird auch NO als wichtiger Botenstoff bei der
Abwehr von Pathogenen diskutiert (BELIGNI und LAMATTINA 2001, DURNER et al.
1998). YAmAmMOTO et al. (2003) postulieren fur Kartoffel einen NO-abhangigen
Signaltransduktionsweg. NORITAKE et al. (1996) konnten bei der Behandlung von
Kartoffelblattern mit einem NO-generierenden System (NOC18) die Induktion von
Phytoalexinen nachweisen. Weitere Untersuchungen mussen zeigen, welche
Signaltransduktionswege letztentlich zur Resistenzauspragung von Kartoffel

gegenuber P. infestans oder A. solani fihren.
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\'} ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von CO, und Stickstoff auf das

Resistenzverhalten von Kartoffelpflanzen gegentber Phytophthora infestans, einem
hemibiotrophen Pathogen und Alternaria solani als Vertreter nekrotropher Parasiten
untersucht. Dabei waren verschiedene in der Literatur diskutierte Resistenzfaktoren
von besonderem Interesse.

(1) Eine Erhéhung der CO»-Konzentration von 400 ppm auf 700 ppm flhrte zu einer
Reduzierung der Anfalligkeit der Kartoffelpflanzen gegenuber P. infestans und A.
solani. Eine zusatzliche N-Gabe (0,8 g N/Pflanze) konnte diese induzierte Resistenz
der Pflanzen gegenuber P. infestans teilweise aufheben. Pflanzen, die unter
erhohten Stickstoffkonzentrationen aufwuchsen, waren deutlich anfalliger gegentber
P. infestans als solche, die ohne zusatzliche N-Dingung auskamen. Im Gegensatz
dazu hatte eine N-Dungung eine resistenzfordernde Wirkung auf die Interaktion

zwischen Kartoffelpflanzen und A. solani (Abbildung 62).

CO, N
| |
- = + -
P. infestans A. solani
4 4
+ . - +
Indira Bettina
+ = wachstumsfordernd = = wachstumshemmend

Abbildung 62: Zusammenspiel verschiedener Umweltfaktoren (CO,, N) und zweier Kartoffelsorten
(Indira, Bettina) sowie deren Resistenzverhalten gegeniiber P. infestans und A. solani.

(2) Dabei verschoben die erhdhten CO»-Konzentrationen den Stickstoffstatus der
Pflanzen deutlich zugunsten des Kohlenstoffhaushalts. Pflanzen die unter erhohten
COz-Konzentrationen  aufwuchsen, wiesen hdhere Konzentrationen der
Kohlenhydrate Glukose, Saccharose und Starke und geringere
Stickstoffkonzentrationen auf. Dies spiegelte sich in einem erhohten C/N-Verhaltnis
der Blatter sowie der Knollen wieder. Eine Stickstoffapplikation konnte den
Stickstoffstatus der Pflanzen verbessern, was sich in der Abnahme des C/N-

Verhaltnisses der Blatter und Knollen zeigte.
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(3) Die konstitutiven Gehalte an phenolischen Inhaltsstoffen wurden durch eine
erhohte N-Dungung erniedrigt, was in einer gesteigerten Anfalligkeit der Pflanzen
gegenuber P. infestans resultierte. Eine erhohte CO,-Konzentration hatte hingegen
keine Auswirkungen auf den Gesamtphenylpropanoidgehalt. Die Phenylpropanoide
p-Cumaroylnoradrenalin und p-Cumaroyloctopamin wurden durch Inokulation der
Blatter mit P. infestans sowie A. solani deutlich induziert.

(4) Eine Induktion der PR-Proteine (pathogenesis related proteins) Chitinase, 3-1,3-
Glukanase oder Osmotin konnte durch Behandlung der Kartoffelblatter mit A. solani
oder P. infestans nachgewiesen werden. Allerdings konnte nur bei den Chitinasen
gegenuber A. solani eine eindeutige resistenzférdernde Wirkung beobachtet werden.
(5) Nach Infektion der Blatter mit P. infestans konnte eine deutliche Induktion der
Ethylenemission beobachtet werden. Blatter der Hoch-N-Variante, die anfalliger
gegenuber P. infestans waren, emittieren dabei mehr Ethylen als die Blatter der
Niedrig-N-Variante. Blatter der Hoch-CO,-Variante emittierten im Vergleich zur
Niedrig-CO,-Varinate weniger Ethylen, was wiederum eine Korrelation zwischen der
Ethylenemission und der Infektionsanfalligkeit der Blatter zeigte.

(6) Die Divinylether Colnelsaure (CA) und Colnelensaure (CnA) wurden durch
Pathogenbefall deutlich induziert, doch kann noch keine Aussage, uUber ihre Rolle bei
der Resistenzauspragung getroffen werden.

Zusammenfassend sind in Abbildung 63 die Auswirkungen erhdhter COo-
Konzentrationen sowie einer erhdhten Stickstoffdingung auf die untersuchten

Parameter des Primar- und Sekundarstoffwechsels dargestellt.

CO,-Konzentration

/M "@\N

CA, CnA Starke Glukose Phenole Proteine
> Saccharose
o A o (&)
®
N-Diingung T

* keine Veranderungen © Reduktion @ Induktion

Abbildung 63: Veranderungen biochemischer Parameter in Kartoffelpflanzen aufgrund erhdhter CO,-
Konzentrationen und einer gesteigerten N-Diingung.
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ANHANG

Sorte [dpi] Behandlung| HCA  Flavonol Rutin R

gensdaure saure

Tag 0 Kontrolle 0,67 1,77 0,27 1,60 2,41

Indira Tag 1 Kontrolle 0,84 2,26 0,47 1,77 2,38

2 Wochen | Tag 1 infiziert 1,07 1,85 0,45 2,81 3,95

Tag 3 Kontrolle 1,06 2,61 0,57 2,30 3,12

Tag 3 infiziert 1,10 1,19 0,44 2,06 3,00

Tag 0 Kontrolle 0,91 3,16 0,50 1,97 2,59

Indira Tag 1 Kontrolle 0,66 2,42 0,41 1,42 2,27

4 Wochen | Tag 1 infiziert 1,26 2,76 0,48 2,26 3,12

Tag 3 Kontrolle 1,25 2,78 0,67 1,83 2,62

Tag 3 infiziert 1,37 2,26 0,42 2,19 3,54

Tag 0 Kontrolle 0,64 4,98 0,66 1,32 1,86

Indira Tag 1 Kontrolle 0,69 4,77 0,58 1,13 1,58

6 Wochen | Tag 1 infiziert 0,59 4,31 0,46 1,03 1,64

Tag 3 Kontrolle 0,89 5,22 0,84 1,32 1,99

Tag 3 infiziert 1,25 3,96 0,90 1,59 2,96

Tag 0 Kontrolle 1,14 2,41 0,30 2,35 2,96

Bettina Tag 1 Kontrolle 0,79 2,83 0,49 2,00 2,66

2 Wochen | Tag 1 infiziert 1,47 2,58 0,82 3,01 3,77

Tag 3 Kontrolle 1,85 8,30 1,66 3,64 4,82

Tag 3 infiziert 1,20 2,70 1,52 2,45 3,62

Tag 0 Kontrolle 1,01 6,81 0,75 2,21 2,62

Bettina Tag 1 Kontrolle 1,75 6,27 1,17 2,82 3,70

4 Wochen | Tag 1 infiziert 1,18 2,87 0,94 2,13 2,94

Tag 3 Kontrolle 2,37 3,77 1,69 3,19 3,99

Tag 3 infiziert 1,83 4,44 2,17 2,63 3,70

Tag 0 Kontrolle 0,74 2,54 0,64 0,97 1,17

Bettina Tag 1 Kontrolle 1,06 3,83 1,12 1,07 1,71

6 Wochen | Tag 1 infiziert 1,03 4,22 1,53 1,13 1,81

Tag 3 Kontrolle 1,76 6,26 2,82 3,11 4,04

Tag 3 infiziert 1,43 5,13 2,03 1,79 2,60

Tag 0 Kontrolle 1,03 5,51 0,46 2,26 3,39

Kuras Tag 1 Kontrolle 0,47 5,39 0,49 1,02 1,72

2 Wochen | Tag 1 infiziert 1,10 4,63 0,45 2,62 3,65

Tag 3 Kontrolle 1,46 6,83 0,58 3,42 5,18

Tag 3 infiziert 1,30 5,25 0,52 2,74 3,89

Tag 0 Kontrolle 0,68 6,02 0,39 2,05 2,77

Kuras Tag 1 Kontrolle 0,77 6,77 0,43 1,86 2,67

4 Wochen | Tag 1 infiziert 1,08 8,28 0,64 2,99 4,36

Tag 3 Kontrolle 1,05 8,57 0,55 2,08 3,05

Tag 3 infiziert 1,03 8,87 0,58 2,32 3,55

Tag 0 Kontrolle 0,42 4,62 0,29 1,07 1,58

Kuras Tag 1 Kontrolle 0,54 4,81 0,26 1,12 1,67

6 Wochen | Tag 1 infiziert 0,57 5,46 0,34 1,08 1,84

Tag 3 Kontrolle 0,70 7,49 0,48 1,35 2,40

Tag 3 infiziert 0,73 6,69 0,41 1,28 2,29




ANHANG

Sorte [dpi] Behandlung HCA Flavonol Rutin  ryptochloro- — Chloroge
genséure n-saure
Tag 0 Kontrolle 0,62 0,13 2,95 1,44 1,83
Bintje Tag 1 Kontrolle 0,39 0,23 3,12 0,61 0,89
2 Wochen | Tag 1 infiziert 0,77 0,05 3,50 2,09 2,71
Tag 3 Kontrolle 0,94 0,12 4,13 2,09 2,70
Tag 3 infiziert 1,16 0,64 2,83 2,12 2,93
Tag 0 Kontrolle 0,35 0,04 2,56 1,07 1,37
Bintje Tag 1 Kontrolle 0,56 0,05 2,99 1,50 1,90
4 Wochen | Tag 1 infiziert 0,46 0,03 2,42 1,13 1,52
Tag 3 Kontrolle 0,67 0,05 4,15 1,52 2,17
Tag 3 infiziert 0,77 0,36 4,12 1,65 2,55
Tag 0 Kontrolle 0,37 0,05 2,10 0,85 1,11
Bintje Tag 1 Kontrolle 0,52 0,04 2,43 1,02 1,73
6 Wochen | Tag 1 infiziert 0,47 0,09 2,40 0,92 1,70
Tag 3 Kontrolle 0,55 0,17 3,77 1,02 1,74
Tag 3 infiziert 0,57 0,03 3,34 1,23 1,95

Tabelle-A 1: Phenylpropanoidgehalte der Kartoffelsorten Indira, Bettina, Kuras und Bintje nach vier
Wochen Wachstum in Gewachshauskammern. Die Blatter wurden mit P. infestans inokuliert. Am Tag
der Inokulation (Tag 0) und ein bzw. drei Tage nach Inokulation wurden die Phenolgehalte der
Kontrollblatter sowie der pathogenbehandelten Blatter gemessen. HCA = Hydroxyzimtsauren.



ANHANG

enandlund] gy Xontole! | hoa | Favonol | Rutin |KVPIocero-|Chiorogen
Tag 0 Kontrolle 1,5+-01 [1,2+/-0,1 [0,4 +/- 0,12,4 +/-0,2 3,7 +/-0,5
Tag 1 Kontrolle 1,3+/-0,2 |1,2+/-0,1 (0,4 +/- 0,1|2,4 +/-0,2 3,8 +/-0,2
400 ppm /-N/ [Tag 1 infiziert 1,4+/-01 [1,2+/-0,4 [0,4+/-0,12,8+/-0,7 4,1 +/-1,4
[Tag 3 Kontrolle 1,6+-0,2 [1,1+/-0,1 [0,4 +/- 0,12,5 +/-0,2 3,8 +/- 0,1
Tag 3 infiziert 1,7+/-0,1 [1,2+/-0,2 [0,4+/-0,1[2,4 +/-0,1 3,2 +/- 0,2
Tag 0 Kontrolle 1,0+/-0,1 |0,5+/-0,2 [0,4+/-0,11,7 +/-0,4 2,2 +/-0,6
Tag 1 Kontrolle 1,2+/-0,2 0,5+/-0,1 [0,5+/-0,1 [1,8 +/-0,3 2,6 +/- 0,5
400 ppm /+N/[Tag 1 infiziert 1,2+/-0,1 |0,5+/-0,1 [0,5+/-0,1[1,8+/-0,0 2,3 +/-0,1
[Tag 3 Kontrolle 1,6 +-0,1 [0,6+/-0,1 10,5+/-0,12,2+/-0,2 2,9 +/-0,4
Tag 3 infiziert 1,9+/-0,2 [0,7+/-0,2 [0,4+/-0,1[2,0+/-0,1 2,4 +/- 0,2
Tag 0 Kontrolle 1,3+/-0,4 |1,1+4/-0,1 [0,5+/-0,12,3 +/-0,1 3,5 +/- 0,1
Tag 1 Kontrolle 1,6 +/-0,1 |1,3+/-0,1 [0,5+/-0,12,5+/-0,2 3,9 +/- 0,1
700 ppm /-N/ |Tag 1 infiziert 1,3+-01 |[1,1+/-0,1 |0,6 +/-0,12,6 +/-0,3 3,4 +/-0,3
Tag 3 Kontrolle 1,5+/-0,1 [,3+-1,1 [0,5+/-0,1[2,3+/-0,2 3,6 +/- 0,3
Tag 3 infiziert 1,6 +/-0,1 |1,1+/-0,1 [0,5+/-0,12,6 +/- 0,1 3,4 +/-0,3
Tag 0 Kontrolle 1,1+/-0,1 [0,7+/-0,1 0,4 +/- 0,12,1 +/-0,2 2,6 +/- 0,1
Tag 1 Kontrolle 1,4+/-0,2 [0,8+/-0,1 [0,4+/- 0,12,2+/-0,4 3,0 +/-0,7
700 ppm /+N/[Tag 1 infiziert 1,4 +/-0,1 |0,7+/-0,1 [0,4+/-0,1[2,3+/-0,2 3,0 +/- 0,3
Tag 3 Kontrolle 1,7+/-0,1 0,7 +/-0,1 (0,4 +/- 0,1[2,2 +/- 0,1 2,8 +/- 0,1
Tag 3 infiziert 1,7+/-0,2 0,9 +/-0,1 (0,4 +/-0,1|2,3+/-0,2 2,9 +/-0,3

Tabelle-A 2: Phenylpropanoidgehalte der Kartoffelsorte Indira nach vier Wochen Wachstum in
Gewachshauskammern. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm und 700 ppm CO, behandelt. Ein Teil der
Pflanzen wurde zusatzlich mit 0,8 g N/Pflanze gedlngt. Die Blatter wurden mit P. infestans inokuliert.
Am Tag der Inokulation (Tag 0) und ein bzw. drei Tage nach Inokulation wurden die Phenolgehalte
der Kontrollblatter sowie der pathogenbehandelten Blatter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte +
S.E. (n=4). HCA = Hydroxyzimtsauren.




ANHANG

Berllan_dlung [dpi] Kontrolle. HCA Favonol Rutin Kryptoc_:_hloro- Chlo__rogen-
ndira | A. solani gensaure saure
Tag 0 Kontrolle |1,43 +/-0,2(1,54 +/-0,2| 0,57 +/-0,0 | 2,38 +/-0,1 |2,82 +/- 0,1
Tag1 Kontrolle |1,80 +/-0,5(1,64 +/-0,4] 0,44 +/-0,0 | 2,57 +/-0,4 |3,11+/-0,6
400 ppm /-N/| Tag 1 infiziert |1,72 +/-0,1|1,65+4/-0,1]| 0,59 +/-0,2 | 2,68 +/-0,1 |3,29 +/-0,0
Tag 3 Kontrolle |1,81 +/-0,1(1,83 +/-0,1| 0,57 +/-0,0 | 2,69 +/-0,1 |3,18 +/- 0,1
Tag 3 infiziert |2,44 +/-0,2(1,51+/-0,5] 0,55+/-0,0 | 3,04 +/-0,6 |4,09 +/-0,9
Tag 0 Kontrolle |1,13 +/-0,0(1,01 +/-0,12] 0,42 +/-0,0 | 1,56 +/-0,1 |1,72 +/-0,2
Tag1 Kontrolle |1,33 +/-0,2( 1,06 +/-0,1] 0,36 +/-0,1 | 1,89+/-0,5 |2,35+/-0,8
400 ppm /+N/| Tag 1 infiziert 1,48 +/-0,0/1,09 +/-0,1( 0,21 +/-0,0 | 1,82 +/-0,0 (2,35 +/-0,1
Tag 3 Kontrolle |1,53 +/-0,1(0,98 +/-0,0]| 0,34 +/-0,1 | 1,63 +/-0,3 |1,81+/-0,3
Tag 3 infiziert |2,08 +/-0,1(0,88 +/-0,1| 0,13 +/-0,0 | 1,85+/-0,3 |2,53 +/- 0,1
Tag 0 Kontrolle |1,42 +/-0,1(1,93+4/-0,6] 0,37 +/-0,3 | 2,43 +/-0,1 |2,88 +/-0,0
Tag1 Kontrolle |1,45 +/-0,0(2,24 +/-0,9] 0,73 +/-0,0 | 2,57 +/-0,1 |3,12+/-0,2
700 ppm /-N/| Tag 1 infiziert |1,65 +/-0,1(2,58 +/-0,1] 0,58 +/-0,0 | 2,95 +/-0,3 |3,69 +/- 0,3
Tag 3 Kontrolle |1,62 +/-0,0(2,22 +/-0,4] 0,59 +/-0,1 | 2,52 +/-0,1 |3,03 +/-0,2
Tag 3 infiziert |2,18 +/-0,1(2,66 +/-0,6| 0,54 +/-0,0 | 3,28 +/-0,1 |4,70 +/- 0,1
Tag 0 Kontrolle |1,21 +/-0,1(0,93 +/-0,1] 0,30 +/-0,1 | 1,58 +/-0,1 |1,85+/-0,0
Tag1 Kontrolle |1,26 +/-0,0( 1,13 +/-0,3] 0,34 +/-0,1 | 1,95 +/-0,3 |2,24 +/-0,3
700 ppm /+N/| Tag 1 infiziert |1,21 +/-0,0]|0,84 +/-0,0| 0,29 +/-0,1 | 1,44 +/-0,1 1,65 +/- 0,1
Tag 3 Kontrolle |1,56 +/-0,0(1,10 +/-0,0| 0,32 +/-0,1 | 1,80 +/-0,1 |1,99 +/- 0,1
Tag 3 infiziert |1,47 +/-0,1(1,02+4/-0,1] 0,35+/-0,0 | 1,98 +/-0,1 |2,60 +/-0,2

Tabelle-A 3: Phenylpropanoidgehalte der Kartoffelsorte
Gewachshauskammern. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm und 700 ppm CO, behandelt. Ein Teil der
Pflanzen wurde zuséatzlich mit 0,8 g N/Pflanze gediingt. Die Blatter wurden mit A. solani inokuliert. Am
Tag der Inokulation (Tag 0) und ein bzw. drei Tage nach Inokulation wurden die Phenolgehalte der
Kontrollblatter sowie der pathogenbehandelten Blatter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.

(n=4). HCA = Hydroxyzimtsauren.

Indira nach vier Wochen Wachstum in



ANHANG

PnING | gy OO HoA | Favonol | Rutin [<PtocHiore-(Chiorogen
Tag 0 Kontrolle |1,80 +/-0,2(2,45+/-0,0( 0,25+/-0,0 | 2,48+/-0,3 (2,86 +/-0,3
Tag 1 Kontrolle {1,86 +/-0,1(2,35+/-0,3[ 0,27 +/-0,0 | 2,33 +/-0,1 (2,71 +/-0,2
400 ppm /-N/ [ Tag 1 infiziert |1,97 +/-0,1|1,76 +/-0,7| 0,24 +/-0,0 | 2,66 +/-0,3 |3,27 +/-0,4
Tag 3 Kontrolle {2,05+/-0,0(1,99 +/-0,1( 0,20 +/-0,0 | 2,48 +/-0,2 (2,98 +/-0,2
Tag 3 infiziert |3,24 +/-0,4(1,93+/-0,7( 0,22 +/-0,0 | 2,94 +/-0,5 (3,37 +/-0,6
Tag 0 Kontrolle | 1,12 +/-0,110,67 +/-0,0| 0,15+/-0,0 | 1,20 +/-0,1 |1,28 +/-0,1
Tag 1 Kontrolle {1,39 +/-0,0(0,91 +/-0,2( 0,20 +/-0,0 | 1,87 +/-0,3 (2,01 +/-0,4
400 ppm /+N/[ Tag 1  infiziert |1,76 +/-0,1(0,87 +/-0,1| 0,20 +/-0,0 | 1,78 +/-0,1 [1,93 +/-0,2
Tag 3 Kontrolle | 1,67 +/-0,0(0,83 +/-0,2( 0,17 +/-0,0 | 1,90 +/-0,3 (2,12 +/-0,5
Tag 3 infiziert | 2,85 +/-0, [0,62+/-0,0(0,19+/-0,0 | 1,82+/-0,0 (1,98 +/-0,0
Tag 0 Kontrolle {1,94 +/-0,2(2,05+/-0,2( 0,33 +/-0,0 | 2,69+/-0,1 (3,09 +/-0,0
Tag 1 Kontrolle (2,04 +/-0,112,52 +/-0,2] 0,30 +/-0,1 [ 2,82 +/-0,2 (3,26 +/-0,1
700 ppm /-N/ | Tag 1 infiziert |2,32 +/-0,2|2,05+/-0,0| 0,33 +/-0,1 | 2,87 +/-0,1 |3,48 +/- 0,1
Tag 3 Kontrolle {2,17 +/-0,1(2,06 +/-0,3[ 0,25+/-0,0 | 2,60 +/-0,0 (3,05+/-0,0
Tag 3 infiziert 3,18 +/-0,7(2,72+/-1,0( 0,29 +/-0,0 | 3,24 +/-0,5 (4,11 +/-0,3
Tag 0 Kontrolle (1,21 +/-0,0{1,20+/-0,3]| 0,18 +/-0,0 [ 1,86 +/-0,0 (2,27 +/- 0,1
Tag 1 Kontrolle | 1,43 +/-0,0(1,54 +/-0,2| 0,20 +/-0,0 | 2,36 +/-0,1 |2,77 +/-0,1
700 ppm /+N/ Tag 1 infiziert 1,43 +/-0,2|1,32+/-0,5]| 0,19 +/-0,0 [ 2,21 +/-0,2 |2,57 +/-0,3
Tag 3 Kontrolle {1,88 +/-0,1(1,20 +/-0,2( 0,16 +/-0,0 | 2,23 +/-0,1 (2,42 +/-0,3
Tag 3 infiziert (2,48 +/-0,2|1,39+/-0,6]|0,15+/-0,0 [ 2,42+/-0,2 (2,81+/-0,5

Tabelle-A 4: Phenylpropanoidgehalte der Kartoffelsorte Bettina nach vier Wochen Wachstum in
Gewachshauskammern. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm und 700 ppm CO, behandelt. Ein Teil der
Pflanzen wurde zusatzlich mit 0,8 g N/Pflanze gedlngt. Die Blatter wurden mit A. solani inokuliert. Am
Tag der Inokulation (Tag 0) und ein bzw. drei Tage nach Inokulation wurden die Phenolgehalte der
Kontrollblatter sowie der pathogenbehandelten Blatter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.

(n=4). HCA = Hydroxyzimtsauren.
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Behan_dlung [dpi] Kontrolle. HCA Favonol Rutin Kryptoc_:_hloro- Chlo__rogen-
Indira | A. solani gensaure saure
Tag 0 Kontrolle |1,09 +/-0,1(14,47 +/-1,1| 4,45+/-0,5| 1,69+/-0,2 |3,19 +/-0,4
junge Blatter | 1.0 3 iontrolle 0,96 +/- 0,1[12,19 +/- 1,8| 3,57 +/-0.4 | 1,36 +/-01 |2,75+/-03
60 kg N/ha
Tag 3 infiziert 1,26 +/-0,1(14,14 +/-2,5| 4,04 +/-0,5 | 1,37 +/-0,2 (3,74 +/-0,5
Tag 0 Kontrolle |{0,99 +/- 0,2(13,34 +/-2,5| 4,03 +/-0,6 | 1,52 +/-0,2 (3,21 +/-0,5
junge Blatter : : : : :
160 kg N/ha Tag 3 Kontrolle [1,26 +/-0,0(12,13 +/-0,2| 3,86 +/-0,2 | 1,91 +/-0,2 |2,99 +/-0,3
Tag 3 infiziert [1,55+/-0,3(13,02 +/-1,2| 3,67 +/-0,5| 1,71 +4/-0,5 |3,26 +/-0,7
Tag1 Kontrolle |1,04 +/-0,2(11,89 +/-2,4| 3,13 +/-0,6 | 1,31 +/-0,1 |2,46 +/-0,3
alte Blatter
60 kg N/ha Tag1 Kontrolle |{0,80 +/-0,1(8,15 +/-1,1] 2,27 +/-0,4 | 0,82 +/-0,1 (1,81 +/-0,3
Tag 3 infiziert |0,93 +/-0,1(8,83 +/-0,9] 2,33+/-0,3 | 0,80 +/-0,1 (1,94 +/-0,2
Tag 3 Kontrolle |0,75 +/-0,2(7,78 +/-2,2]| 2,14 +/-0,6 | 0,73 +/-0,2 (1,22 +/-0,3
alte Blatter
160 kg N/ha Tag 0 Kontrolle (0,77 +/-0,1(6,73 +/-1,0] 1,80+/-0,2 | 0,58 +/-0,1 |1,21 +/- 0,2
Tag1 infiziert [1,12+/-0,1(9,16+/-1,0| 2,46 +/-0,4 | 0,87 +/-0,2 |2,09 +/-0,5
Beham_ilung [dpi] Kontrolle_ HCA Favonol Rutin Kryptocihloro- Chlo"rogen-
Bettina | A. solani gensaure saure
Tag 0 Kontrolle {1,19 +/-0,1(14,44 +/-1,6| 7,31 +/-1,0 | 2,08 +/-0,2 (2,93 +/-0,3
junge Blatter | 1 3 wontrolle |1,47 +/-0,2[12,88 +/-2,4| 7,06 +/-1,3 | 2,13 +-04 |3,38+/-08
60 kg N/ha
Tag 3 infiziert 1,53 +/-0,1(12,80 +/-0,9| 6,64 +/-0,3 | 1,99 +/-0,3 |3,30 +/-0,4
Tag 0 Kontrolle |1,37 +/-0,1(14,22 +/-1,1| 7,30 +/-0,5 | 2,20 +/-0,3 |2,84 +/-0,3
junge Blatter ] : ] : :
160 kg N/ha Tag 3 Kontrolle |1,51 +/-0,4(11,89 +/-2,0] 6,33 +/-1,0 | 2,01 +/-0,5 (2,93 +/-0,5
Tag 3 infiziert |[1,68 +/-0,5(12,33 +/-2,2| 6,53 +/-1,2 | 2,12+/-0,6 (3,26 +/-0,7
Tag1 Kontrolle |1,14 +/- 0,3(9,03 +/-1,3| 5,59 +/-0,7 | 1,26 +/-0,3 (1,73 +/-0,4
alte Blatter
60 kg N/ha Tag1 Kontrolle |0,71 +/-0,4(5,65+/-2,1| 3,79+/-1,3 | 0,62 +/-0,4 |1,10 +/-0,7
Tag 3 infiziert (1,37 +/-0,4(8,50+/-2,1|5,43+/-1,3| 1,11+4/-0,4 |2,10 +/-0,7
Tag 3 Kontrolle |0,80 +/-0,4(6,39 +/-1,7| 466 +/-1,0 | 0,75+/-0,4 |1,02 +/-0,4
alte Blatter
160 kg N/ha Tag 0 Kontrolle |{0,63 +/-0,4(4,66 +/-1,0| 3,57 +/-0,6 | 0,47 +/-0,3 (0,87 +/-0,4
Tag1 infiziert |0,95+/-0,5(5,67 +/-1,3| 4,13+/-0,8 | 0,70 +/-0,3 (1,35 +/-0,6
Tabelle-A 5: Phenylpropanoidgehalte der Kartoffelsorten Indira und Bettina nach Aufzucht der

Pflanzen im Freiland. Die Pflanzen wurden mit 60 kg N/ha oder 160 kg N/ha gediingt. Die Blatter
wurden mit P. infestans inokuliert. Am Tag der Inokulation (Tag 0) und ein bzw. drei Tage nach
Inokulation wurden die Phenolgehalte der Kontrollblatter sowie der pathogenbehandelten Blatter
gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte = S.E. (n=4). HCA = Hydroxyzimtsauren.
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indira | [dpi] "Onrole ! P 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm NI
Tag0  Kontrolle 12,8 +/-4,0 21,0 +/-1,3 16,5 +/- 4,1 19,9 +/- 3,3
Tag1 Kontrolle | 159+-2,8 | 241+-44 | 151+-22 | 19,8 +-2,0
Tag1  infiziet | 168+-29 | 225+-22 | 134+-10 | 130+-13
Tag3 Kontrolle | 160+-11 | 280+-22 | 169+-21 | 209 +-24
Tag3  infiziert | 20,6+-61 | 30,6+-37 | 136+-19 | 183+-18

Tabelle-A 6: Proteingesamtgehalte der Kartoffelsorte Indira nach vier Wochen Wachstum in
Gewachshauskammern. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm und 700 ppm CO, behandelt. Ein Teil der
Pflanzen wurde zusatzlich mit 0,8 g N/Pflanze gedlngt. Die Blatter wurden mit P. infestans inokuliert.
Am Tag der Inokulation (Tag 0) und ein bzw. drei Tage nach Inokulation wurden die
Proteingesamtgehalte der Kontrollblatter sowie der pathogenbehandelten Blatter bestimmt Dargestellt

sind Mittelwerte + S.E. (n=4).

Indira | [dpi] 'fq"_"st;‘;;'si’ 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm /+N/
Tag0 Kontrolle  [11,1+-15 16,0 +-3,1 1174-20  [14,0 +/-1,1
Tag1 Kontrolle  [122+-25 [66+-39  [26+-08  [13,9+-15
Tag1 infiziert 182 +/-34 [265+-20  [228+-34  [218+-15
Tag3 Kontrolle  [12,3+-25 {7,5+-39  [155+-14  16,5+-1,0
Tag3 infiziert 19.6+-36 [194+-25  [180+-23 [17.2+-19

Bettina | [dpi] 'fq"_"st;‘:l'si’ 400 ppm /-N/ | 400 ppm /+N/ | 700 ppm /-N/ | 700 ppm /+N/
Tag0 Kontrolle  [14,6+-12 [39+-32  [56+-23  138+-15
Tag1 Kontrolle 15,1 +/-1,5 15,0 +/-2,5 17,3 +/-2,8 15,8 +/-2,3
Tag1 infiziert 171+-10 D56+-30  N7,7+-14  [1,6+-24
Tag3 Kontrolle  [164+-15 04 +-17  [7.0+-15  [16,8+-32
Tag3 infiziert 223 +-14 [B49+-51  91+-46 297 +-6,7

Tabelle-A 7: Proteingesamtgehalte der Kartoffelsorten Indira und Bettina nach vier Wochen
Wachstum in Gewachshauskammern. Die Pflanzen wurden mit 400 ppm und 700 ppm CO, behandelt.
Ein Teil der Pflanzen wurde zusatzlich mit 0,8 g N/Pflanze gediingt. Die Blatter wurden mit A. solani
inokuliert. Am Tag der Inokulation (Tag 0) und ein bzw. drei Tage nach Inokulation wurden die
Proteingesamtgehalte der Kontrollblatter sowie der pathogenbehandelten Blatter bestimmt. Dargestellt
sind Mittelwerte + S.E. (n=4). Blau markierte Werte zeigen eine signifikante Induktion durch
Inokulation der Blatter mit A. solani.
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Tabelle-A 8: Bodenuntersuchungsbefund des Freilandversuchs 2002
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BAY. SCHLAGKARTEI

GETREIDE-RAPS-MAIS-FELDFUTTER

Betriebs _ 1

_JK. Mitelehof?

_ Erntejahr L—*DN Hauptfrucht ::...RQKH—G*—.W&U .......
mn ..... Schlag Schlaggrife (ha) ...
r
sensgpezsicnning ... A KigSWOSch............

Betriebs- und Bodenbeschreibung:

Nur bei Neubeginn oder
bei Anderungen ausfdllen

Tallage: ja G nein w

Windlage: offen Daman:cnm_x Lage: mum:w hiigelig D geneigt D geneigt nach: mmna:D S__nu-m:D Norden DO«_Q: D

Betriebsgrife {ha LF) ........

Ackerflache (ha} ... Griinland (ha) ........
Getreide (ha) ........ Weizen (ha} ........
Mais(ha) . Zuckerriiben (ha)

viehlos |a D nein D

Bodeneigenschaften:

n.::e::n_._D ;Bn:wm_:nwam; wechselnd[] Bodenart: S/IS/sL/AULALIT/T/Mo Steine: xw_:mﬂ wenige O viete D Pflugsohle: ja D_..o__.. ﬂ
“Mq Waldschatten max. erreichb. Nﬁ Ackerzahl

Staundsse: ja D n D (% Flache).....ceernnnens Pllugtiefe (cm}) .. Presess  (Reichsbodensch3tzung) .......ceeeeees Wasserschutzgebiet: ja _H_ nein U

weitere

Bewirtschaltungsauflagen: |a D nein D Art der Auflage: ..

Bodenuntersuchung:
w@% ca O n:.s_s}“..?m:,. Nihrstoffe (mg/100g) : P,0g 40 Kz0 _ Mg C-Gehalt (%) wesrurersesrns
eve [ EUF-Werte (mg/100g): N swvesscoseesens P05 Ky0 cao Mg .. 8

19 s DSHN D Nitrat (kg/ha) : 0-30 cm .No ..... 30-80 cm \“ﬂ? 60-90 cm \‘N- AmMmonium s N:: Gesamt Ny seereserseanans

Viehbesatz (GV/ha LF) ....ceees

Unter hung auf Nematoden: D 19 .. Riiben: D Kartoffeln: D O neugebildete Zysten je GefdD .......... FESEr o MR I E A
Indire. [ Behs
Sorte 3‘ ura: . o :—:’@ ,,,,,,,,,,, Saatgut: wNn_mD zertifiziert D 1. Nachbau D weiterer Nachbau D Beizung/Inkrustierung: ja D nein D Mittel civeeiresresarassnssnnsrensrs

®

" Saatmenge (kg/ha) \h bei Einzelkorn:

» Aussaat am \%w‘@.w?.b,.ufi oder Einheiten ...... Kirner/m? ......oooeeens TKG des Saatgutes (g) Reih b d (cm) SEM....... Ablage in der Reihe ......ccoviinen
Fahrgeschwindigkeit bei Saat (km/Std) Saattiefe (cm)]  .ccvevsennens Fahrgassen: ja D nein D zQ.:..!»»KD m_,ozuum-ﬂ_ m..:nu_xo_._._u-u.D Mulch-Direktsaat _H_
Struktur des Bodens nach

. Aberntung der Vorfrucht:  gut [] mittel Dun:_mnz.. D Vorfrucht 19 v & siiiines

Se

=

= u.. Auflaufen am ....coveeniennes .  Keimpfl Im? Stand nach Winter: gut DB___._m_ Dmn:"mnz D Bestockung: w"m‘rD mittel _u schwach D_V_._?:.. hieben am Ahren/m? ..........

g3

@ friihes Lager bis Ende Gesamtlager bis Ende
Lager: ja[] nein [[] Ahrenschieben [59] (%): ccooornenene. .._.m._o«m:n_”mmb | 1) T bei Raps: BlUhbeginn am ........cee... bei Mais: Fahr hieben am bei Mais/Raps: Pflanzen/m? .

£

uw Ernte 8M .oicevsrresivsmessirssnssnnses Ertrag ungetrocknet (dUhal......cveeiiimniinninninn bei Wasser (%) ...cceeeeee Ertrag: geschalzt D gewogen D bei Feldfutter: Zahl der Schnitte ....... b dieas

=

.m Verwertung Abputz (%) ... ot - Sortierung: grofer 2.5mm (%) ... easess KlRINET 2.2MmM (%)  cvcveirerenres TEKG (@)  cerresrssssanns
EIWRIB (%) oiiirisnmnsisnsmsssssssnsasns Sedi i NEt i Fallzahl ........ ovoves Ol;Fett (%) .ooennnes i bei Sil is TS (%)

Bemerkungen, weitere Ergebnisse:
Py

m Frostschaden kein / gering / mittel / groB / wann{Mcnat) dschad in % wann (Monat) cceeessseies p“ﬂe :-. xpo"_@\lw npkﬂ,'&l

T @ i i

25 _ ©3 .05, Blatispites

mpun_ Nisseschaden kein / gering / mittel / groB / wann{Monat) .... Hagelschaden in % wann (Monat] e

c

g

.m Trockenheit kein / gering / mittel / groB / wann{Monat) ..eeenninina

w

RZ im SIMELF ML.DCF SCHLAGK(GERAMAFE)

Stand: 19921 B L fir Batri

ft und Agrarstruktur, Minchen

Gelandeplan des Freilandversuchs 2002
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Tabelle-A 10: Diinge- und Pestizidplan des Freilandversuchs 2002
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5m

I Indira 160 kg N/ha

Indira 60 kg N/ha
Bettina 160 kg N/ha
Bettina 60 kg N/ha

m Randpflanzen
1-20 = Parzellennummern

N —

Abbildung-A 1: Randomisierte Blockanlage des Freilandversuchs 2002
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