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Kurzfassung

Olaf Brinkmann
Wirkung verschiedener Abwehrproteine auf phytopathogene Pilze in vitro und ihre
Resistenzwirkung in transgenen Kartoffel- und Tabakpflanzen.

Die Entwicklung von Transformations- und Klonierungstechniken erdffnet neue Wege in der
Zichtung von Kulturpflanzen. Durch diese Verfahren wird es mdglich, Gene aus
verschiedenen Organismen in Pflanzen zu exprimieren. Ziel der molekularen
Pflanzenzichtung ist die Verbesserung von Qualitdtsfaktoren der Kultursorten und die
Erhdhung der Krankheitsresistenz insbesondere gegen phytopathogene Pilze. Durch die
Ubertragung von Fremdgenen, die fiir Abwehrproteine codieren, kann die Basisresistenz von
Pflanzen verandert werden. In dieser Arbeit wurden transgene Kartoffel- und Tabakpflanzen,
die die Abwehrproteine Glukanase, Chitinase, RIP oder Kombinationen dieser Proteine
exprimierten, mit Hilfe eines Blattscheibentests auf ihre Anfalligkeit gegen wichtige
phytopathogene Pilze untersucht.

Die Expression von Glukanase und Chitinase in Tabak fiihrte zu einem signifikant verringerten
Befall mit den Pathogenen Botrytis cinerea und Phytophthora nicotianae. Durch die
Kombination dieser beiden Abwehrproteine konnte im Vergleich zu Einzelkonstrukten nur eine
geringflgig erweiterte Erhdhung der quantitativen Resistenz festgestellt werden. Auch die
Kombinationen Glukanase/Chitinase, Glukanase/RIP und RIP/Chitinase in Kartoffelpflanzen
der Sorte Désirée flihrte zu einer deutlich verringerten Anfalligkeit gegen Phytophthora
infestans, aber nicht zu einer Erhéhung der Resistenz, die Uber die Wirkung eines einzelnen
Resistenzproteins hinausging.

Fur das T4-Lysozym war bislang nur eine bakterizide Wirkung bekannt. Anhand von in vitro-
Untersuchungen konnte eine hemmende Wirkung auf keimende Sporen phytopathogener
Pilze festgestellt werden. Auch enzymatisch inaktives Lysozym und die Peptide A4 und A23
des T4-Lysozyms wiesen die gleiche Wirkung auf keimende Pilzsporen auf. Dieser Effekt kann
wahrscheinlich auf die Wirkung amphipathischer Helices auf Zellmembranen zuriickgefihrt
werden. Mit Hilfe eines Fluoreszenztests konnte die membranschadigende Wirkung des T4-
Lysozyms auf Pilzsporen nachgewiesen werden.

Die Expression des T4-Lysozyms in der Kartoffelsorte Désirée unter Kontrolle des
konstitutiven 35S-Promotors fuhrte zu einer signifikanten Befallsverringerung nach Inokulation
mit Phytophthora infestans. Bei Expression des Proteins unter der Kontrolle des induzierbaren
Mannopinsynthase-Promotors konnte jedoch kein signifikanter Effekt festgestellt werden.
Transgene T4-Lysozym exprimierende Linien der Kartoffelsorten Panda und Secura, die eine
hohe bzw. niedrige natlrliche Resistenz gegen P. infestans besitzen, zeigten ebenfalls
deutlich verringerten Befall mit diesem Erreger.



Abstract

Olaf Brinkmann
Effect of several resistance proteins on phytopathogenic fungi in vitro and the
resistance effect of these proteins in transgenic potato and tobacco plants.

The development of plant transformation and cloning techniques has opened new possibilities
in plant breeding research. With these new techniques now it is possible to transfer genes
from different organisms into plants. The objectives of molecular plant breeding are to optimise
crop quality and to increase the disease resistance of plants to phytopathogenic fungi.
Especially, the basic resistance of plants can be improved by the transfer of foreign genes
coding for pathogenesis related proteins. In this paper transgenic potato and tobacco plants
expressing the PR-proteins glucanase, chitinase, RIP, or a combination of two of these
proteins, respectively, were studied for their resistance to several fungal plant diseases using
a leaf disc assay.

Tobacco lines expressing glucanase or chitinase, resp., showed significantly reduced infection
with the pathogens Botrytis cinerea and Phytophthora nicotianae. In comparison to these lines,
the combination of the two PR-proteins led only to a slight further enhancement of resistance
of tobacco plants. Furthermore, the co-expression of glucanase/chitinase, glucanase/RIP or
RIP/chitinase, resp., in the potato variety Désirée resulted in significantly reduced disease
symptoms after infection with Phytophthora infestans but not to a resistance increase higher
than the resistance of lines expressing only one foreign protein.

The lysozyme of the T4 bacteriophage is known to be bactericidal. Using in vitro assays, an
inhibitory effect on germinating spores of phytopathogenic fungi was detected in this work. The
same effect was shown for enzymatic inactive T4-lysozyme and for the synthesised peptides
A4 and A23 of the C-terminus of T4-lysozyme. Thus, the fungistatic effect is likely ascribed to
the membrane disturbing activity of amphipathic helices these peptides are coding for. Using a
fluorescence test the membrane disturbing activity of T4-lysozyme on fungal spores could be
proven.

The expression of T4-lysozyme in potato plants (var. Désirée) under control of the 35S-
promoter confers significantly increased resistance to Phytophthora infestans. Whereas potato
plants expressing the T4-lysozyme gene under control of the mannopine-synthase promoter
showed no significant Phytophthora resistance. Further resistance tests indicate that
transgenic T4-lysozyme expressing potato lines of the varieties Panda and Secura, which
have high or low natural resistance to Phytophthora leaf blight, resp., show significant
enhanced resistance, too.
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1. Einleitung

Kulturpflanzen sind in ihrer natirlichen Umwelt einer Vielzahl von ertragsbegrenzenden
Faktoren ausgesetzt. Neben abiotischen Umwelteinfliissen und tierischen Schadlingen
fuhren hauptsachlich Pflanzenkrankheiten zu empfindlichen Ertragseinbuf’en. Die
Erreger der wichtigsten und schwerwiegendsten Pflanzenkrankheiten sind Bakterien
und Viren, hauptséachlich aber Pilze.

Durch eine Vielzahl von Zichtungsmethoden und —ansatzen versuchte die klassische
Pflanzenziichtung in den vergangenen Jahrzehnten die jeweils aktuellen Sorten der
verschiedenen Kulturpflanzen in ihrer Resistenz gegenliber den wichtigsten
Krankheiten zu verbessern. Dabei wird noch heute oft auf Resistenzen verwandter
Wildpflanzen zurickgegriffen und durch verschiedene Kreuzungsschritte das
gewulnschte Merkmal in die Kultursorte integriert. Dieses Verfahren ist jedoch nur bei
monogenen Resistenzen effektiv und bewirkt in der Regel eine rassenspezifische
Resistenz, die bei Etablierung kompatibler Rassen schnell Uberwunden werden kann.
Besonders erfolgreiche Resistenzmechanismen sind dagegen auf das Zusammen-
wirken mehrerer Gene zurlickzufihren. Hierdurch entstehen quantitative Resistenzen
von hoher Wirksamkeit und grof3er Langlebigkeit. Das Einkreuzen solcher Resistenzen
aus Wildpflanzen ist jedoch, ohne die Kultureigenschaften einer modernen Ertragssorte
zu verandern, kaum mdglich.

In der Kartoffelzlichtung beispielsweise ist das Verfahren des Einkreuzens
rassenspezifischer Resistenzgene aus verwandten Pflanzenarten vielfach angewendet
worden. So gelang es durch das Einkreuzen sog. R-Gene aus Solanum demissum, die
eine Hypersensibilitdts-Reaktion verursachen, Kartoffelsorten zu zichten, die nahezu
vollstandig resistent gegen bestimmte Erregerrassen von Phytophthora infestans
waren. Diese Resistenzen waren jedoch immer nur zeitlich begrenzt wirksam und
wurden innerhalb weniger Jahre von kompatiblen Rassen des Erregers ,lberwunden®
(SCHOBER-BUTIN, 1998).

Teilerfolge der Resistenzziichtung, wie sie bei der Kartoffelzlichtung erzielt wurden,
konnten flr andere Kulturen bzw. fur andere Krankheiten nicht erreicht werden, da
verwandte Pflanzenarten, die natlrliche Resistenzmechanismen besitzen, fehlen (Bsp.:
Halmbruchkrankheit (Pseudocercosporella herpotrichoides) an Getreide; bakterielle
Krankheiten der Kartoffel; Krankheiten der Olfriichte u.v.a.).

Aufgrund der verhaltnismaRig hohen Krankheitsanfalligkeit von Hochertragssorten der
meisten Kulturpflanzenarten ist der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln bei
grof¥flachigem Anbau unerlaBlich. Nur durch die Verwendung chemischer Praparate

(insbesondere Fungizide) kdnnen die wichtigsten Kulturarten vor dem Befall mit
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Krankheitserregern geschitzt und somit Ertragseinbufen fur Landwirte erheblich

verringert werden. Moderne Pflanzenschutzmittel bieten effektiven Schutz vor diesen

Krankheiten, bewirken jedoch immer auch einen Eingriff in den Naturhaushalt, der

besonders in den vergangenen Jahren immer kritischer von der Offentlichkeit

betrachtet wurde.

Andererseits stehen flr sehr viele Pflanzenkrankheiten, die durch Bakterien und Viren

hervorgerufen werden, bis heute keine Pflanzenschutzmittel zur groRflachigen und

kostengtinstigen Bekdmpfung zur Verfligung. So IaRt sich die Ausbreitung der meisten

Virosen und Bakteriosen nur Uber phytosanitdre Malinahmen in Grenzen halten.

Die Einfihrung biotechnologischer Methoden fiihrt seit einigen Jahren zu einer

schrittweisen Modernisierung der Pflanzenziichtung. Insbesondere die Verwendung

der Gentechnik erlaubt es, Gene Uber Artgrenzen hinweg gezielt in eine Kultursorte
einzuflhren, ohne die Ertragsmerkmale zu beeinflussen. Im Vergleich zur klassischen

Zichtung besteht somit die Moglichkeit, die Eigenschaften aktueller Sorten innerhalb

kurzer Zeit zu verbessern.

Fir die molekulare Resistenzziichtung bieten sich drei Strategien zur Verbesserung

der Resistenz von Kultursorten gegen Phytopathogene:

1. Das Einbringen von Proteinen oder sekundaren Wirkstoffen mit gezielter Wirkung
auf angreifende Pathogene.

2. Direkter Eingriff in die Wirt-Pathogen-Interaktion durch die Expression neuer
Proteine oder sekundarer Wirkstoffe (z.B. durch Neutralisation von Pathogenitats-
faktoren).

3. Steigerung der bereits vorhandenen Resistenzmechanismen (z.B. durch gen-
technisch induzierte Erhéhung der Expression einzelner Abwehrproteine).

Mit Hilfe verschiedener Resistenzmerkmale und insbesondere durch die Kombination

der verschiedenen Strategien koénnen vermutlich sehr effiziente und dauerhafte

Resistenzen gegen Pflanzenpathogene erzeugt werden.

Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, die Chancen der Gentechnik, die durch das
Einbringen neuer Resistenzmerkmale in Kulturpflanzen maoglich werden, fir die
Resistenzzichtung gegen pilzliche Krankheitserreger darzulegen. Dabei werden
moderne Methoden der Biotechnologie mit klassischen Methoden der Phytopathologie
verbunden, um die Resistenzeigenschaften transgener Pflanzen zu Uberprifen.
Insbesondere wurde hier die Strategie des Einbringens antimikrobieller Proteine mit
zielgerichteter Wirkung gegen phytopathogene Erreger verfolgt. Untersucht wurde
dabei, inwieweit verschiedene Resistenzproteine, die pflanzlicher, bakterieller oder

viraler Herkunft sind, die Anfélligkeit transgener Kartoffel- und Tabakpflanzen gegen
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wichtige pilzliche Pathogene verringern konnen. Mit Hilfe eines einfach zu
handhabenden und exakten Blattscheibentests wurden dazu die verschiedenen
transgenen Linien untersucht. Dartber hinaus wurden zur Aufklarung der Wirksamkeit
der Abwehrproteine in vitro-Tests zur Bestimmung der Effektivitat einzelner Stoffe

durchgefihr
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2 Literaturibersicht

2.1 Pathogene

2.1.1 Biologie des Pathogens Phytophthora infestans

Die Kraut- und Knollenfaule ist die bedeutendste und schwerwiegendste Krankheit im
Kartoffelbau und ist in allen Kartoffelanbauregionen der Welt mit Ausnahme der
heilRen, bewasserten Gebiete verbreitet. Sie verursacht gro3e wirtschaftliche Schaden
durch den Befall der Pflanzen im Feld sowie durch den Befall der Knollen wahrend der
Lagerung. In den feucht-kiihlen Regionen Mitteleuropas werden die durchschnittlichen
Verluste auf 8-10 % der Gesamternte geschatzt (HOFFMANN, 1999). Verursacher der
Krankheit ist der Erreger Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (AGRIOS, 1988;
HOOKER, 1983; RICH, 1983).

P. infestans befallt Blatter, Stengel und Knollen von Kartoffelpflanzen. Im Feld tritt der
Befall des Erregers an Blattern zunachst in Form dunkler oder walriger, punktformiger
Flecken auf. Diese Flecken weiten sich aus zu braun-schwarzen nekrotischen
Lasionen (RICH, 1983). Haufig beginnt der Befall an den Blattrandern oder —spitzen der
unteren Blatter. Die Befallsflache ist mit einem hellgriinen bis gelben Hof umgeben.
Zum Teil sind nekrotisierte Bereiche aber auch scharf vom gesunden Gewebe
abgegrenzt. Bei starkem Befall bilden sich im Befallsverlauf graue Sporangienrasen
insbesondere auf den Blattunterseiten (HOFFMANN, 1999). Gelegentlich werden
Sporangien auch bereits auf noch scheinbar intakten Blattbereichen gebildet.

Unter feuchten, maRig warmen Witterungsbedingungen schreitet der Befall sehr
schnell voran. Die Nekrosen an einem Blattchen breiten sich rasch auf das gesamte
Fiederblatt und spater Gber den Stengel auf die gesamte Pflanze aus. Durch die sich
mit Wind und Wasser verbreitenden Sporangien kann bei entsprechender Witterung
ein Kartoffelfeld innerhalb weniger Tage vollstédndig vernichtet werden (HOFFMANN,
1999).

Mit P. infestans befallene Kartoffelknollen zeigen zunachst flache, braune Vertiefungen
der Schale. Der als Knollenfaule bezeichnete Befall dringt in Abhangigkeit von der
Umgebungstemperatur immer tiefer in die Knolle ein. Das befallene Gewebe grenzt
sich nur unscharf vom gesunden ab. Haufig fuhrt sekundarer Befall mit Bakterien oder
anderen pilzlichen Erregern zur volligen Zerstérung der infizierten Knollen (AGRIOS,
1988).

Die Gattung Phytophthora gehdrt in der Klasse der Oomycetae zur Ordnung der

Peronosporales und zur Familie der Pythiaceae.
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P. infestans vermehrt sich in der Regel durch ungeschlechtliche Sporangien. Diese
sind zitronenférmig, dinnwandig, hyalin und besitzen an ihrer Spitze eine Papille. Sie
sind zwischen 21-38 und 12-23 ym grof3 und bilden sich endstandig an verzweigten
Sporangientragern. Diese treten in der Regel aus den Spaltéffnungen der befallenen
Blattregionen aus. Sporangien kénnen direkt mit einer Hyphe keimen und eine Pflanze
infizieren (RICH, 1983; SCHOBER & ULLRICH, 1985). Haufiger bilden sich jedoch in den
Sporangien Zoosporen, die durch eine Papille in das umgebende Wasser entlassen
werden. Aus einem Sporangium konnen sich ca. 6-16 Zoosporen bilden, die sich mit
ihrer doppelten GeilRel frei im Wasser bewegen (HOFFMANN et al., 1994). Zoosporen
sind in Abhangigkeit von der Temperatur fir einige Stunden mobil, enzystieren aber
dann an der Oberflache des Blattes. Sie bilden dort einen Keimschlauch (CARLILE,
1983), der die Epidermis des Blattes mit Hilfe eines Appressoriums durch die Kutikula
penetriert. In selteneren Fallen wachst ein Keimschlauch auch durch eine Spaltéffnung
in das Pflanzengewebe ein. Das unseptierte Myzel von P. infestans wachst zunachst
interzellular im Gewebe des Wirtes, bildet aber auch intrazelluldre Haustorien (COFFEY
& WILSON, 1983).

Die geschlechtliche Vermehrung von P. infestans erfolgt durch Vereinigung einer
Oogonie mit einem Antheridium. Daraus entsteht eine etwa 24-46 pm grof3e Oospore,
die einen Keimschlauch bildet, an dessen Ende in der Regel ein Sporangium entsteht.
Dieses Sporangium wiederum kann wie im normalen Infektionsprozess einen
Keimschlauch oder Zoosporen zur Infektion des Wirtes bilden (AGRIOS, 1988; HOOKER,
1983).

Die sexuelle Reproduktion des Pilzes war lange Zeit auf die mittel- und
stdamerikanischen Ursprungslander beschrankt, da nur dort neben dem weltweit
verbreiteten Sexualtyp A1 auch der Typ A2 vorkam. Seit den 80er Jahren ist der
Sexualtyp A2 auch in Mitteleuropa nachgewiesen (HOFFMANN et al., 1994; HOFFMANN,
1999; SCHEFFER, 1997; UMAERUS et al., 1983).

Die Uberwinterung des Pilzes erfolgt als Myzel in Knollen, die bei der Ernte im Boden
verblieben sind, haufiger jedoch in infizierten Pflanzknollen. Zu Beginn des
Pflanzenwachstums nach dem Auspflanzen befallt der Erreger den jungen Stengel
sowie die unteren Blatter und produziert so ein Primarinokulum. Die gebildeten
Sporangien werden mit Wind und Regenspritzern verbreitet. Vom Befallsherd
ausgehend, weitet sich die Infektion schliellich im gesamten Bestand aus (HOFFMANN,
1999).

Die durch Regenwasser von befallenen Pflanzen auf den Boden gespllten Sporangien
kdnnen Zoosporen entlassen, die oberflachennahe Knollen infizieren. Dabei dringen

die Zoosporen durch Wunden oder Lentizellen in die Knollen ein. Auch bei der Ernte
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kann eine Infektion des Erntegutes erfolgen. Durch den Kontakt der Knollen mit
infiziertem Kraut oder durch luftblrtige Sporangien gelangt Inokulum auf die Knollen,
das bei der spateren Lagerung der Ernte Befall hervorrufen kann.

Andere Wirte von P. infestans sind Tomate und Aubergine. Beide haben jedoch in
unseren Regionen als Winterwirte keine Bedeutung.

Der Befall mit dem Erreger schreitet besonders bei mafig warmer und feuchter
Witterung schnell voran. Optimale Bedingungen zur Sporangienproduktion ergeben
sich bei 16-22 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100 %. Die Sporangien
werden Uber mittlere Distanzen mit dem Wind verbreitet, verlieren jedoch bei einer
Luftfeuchtigkeit von unter 80 % schnell ihre Lebensfahigkeit (AGRIOS, 1988).

Sowohl fiir eine Infektion mit Sporangien als auch mit Zoosporen ist ausreichend
Feuchtigkeit erforderlich. Zoosporen Uberleben ausschliellich in einem Wasserfilm. Die
optimale Temperatur fir den Zoosporenschlupf liegt zwischen 12 und 16 °C
(HOFFMANN, 1999). Die gunstigste Temperatur fir die Bildung von Keimschlauchen
direkt aus Sporangien betragt 24 °C. Nach der Infektion des Wirtes erfolgt die
Ausbreitung des Pilzes am schnellsten bei 17-21 °C. Sehr hohe Temperaturen und
Trockenheit verhindern das Wachstum des Pilzes, abgetdtet wird er dadurch jedoch
nicht (AGRIOS, 1988; SCHOBER & ULLRICH, 1985).

2.1.2 Biologie des Pathogens Phytophthora nicotianae

Der bodenblrtige Erreger Phytophthora nicotianae ist Verursacher einer schweren
Wourzel- und Stammfaule an Tabak. Er befallt alle kultivierten Tabakarten und ist in den
wichtigsten Anbauregionen Afrikas, Nord- und Siidamerikas, Asiens und Osteuropas
verbreitet (NYVALL, 1989). Besonders schwere Schaden entstehen in warmeren
Gebieten, wahrend in kiihleren Regionen diese Krankheit nur selten auftritt.

Die Bezeichnung fur die ausschliel3lich den Tabak befallene Variation Phytophthora
nicotianae Breda de Haan var. nicotianae ist umstritten. Auch die Abgrenzung
zwischen den Variationen nicotianae und parasitica innerhalb der Art wird noch
diskutiert (ERWIN, 1983; GALLEGLY, 1983). Sehr haufig verwendet wird daher auch der
Name P. parasitica var. nicotianae. (ERWIN, 1983).

P. nicotianae befallt im Boden zunachst die Wurzeln der Tabakpflanzen. Es kénnen
jedoch alle Pflanzenteile in allen Entwicklungsstadien befallen werden. Besonders
anfallig sind Jungpflanzen bei feuchtwarmer Witterung. Eine Infektion in diesem

Stadium zeigt sich anfanglich durch Verbraunung des Stengels in Bodennahe. Der
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Befall breitet sich jedoch sehr schnell auf die gesamte Pflanze aus, bis sie schlief3lich
abstirbt (SHEW, 1991).

Altere Pflanzen zeigen als erstes Symptom ein Welken der Blatter an heiRen Tagen.
Bei starkerem Befall verfarben sich diese Blatter gelb und hangen schlaff herab. In
diesem Stadium, in dem noch kein Befall an den oberen Pflanzenteilen zu erkennen
ist, sind bereits einige der Wurzeln schwarz gefarbt oder sogar schon abgetotet (SHEW,
1991).

Im weiteren Verlauf der Krankheit wird auch der Stengel befallen. Dieser verfarbt sich
bis zu einer Héhe von ca. 30 cm Uber dem Boden ebenfalls schwarz. Damit verbunden
ist eine Verbraunung des Stengelmarks, das eintrocknet und eine typische
Querfacherung aufweist (KLINKOWSKI et al., 1974). Durch die starke Schadigung des
Stengels und der damit verbundenen Stérung des Wasser- und Assimilatestroms
werden auch die Blatter braun und nekrotisch.

Eine Infektion der unteren Blatter geschieht bei feuchter Witterung oder Regen durch
Kontakt mit verseuchtem Boden. Auf den Blattern entstehen dann zunachst hellgriine,
walrige Flecken, die sich schnell ausbreiten. Diese Bereiche werden im weiteren
Befallsverlauf stark nekrotisch und verfarben sich dunkelbraun.

Das Myzel des Pilzes ist hyalin, unseptiert und mif3t 3-11 ym im Durchmesser. Die
Sporangien sind rundlich bis eiformig und besitzen eine Papille (BRANDENBURGER,
1984). Ihre GroRe liegt zwischen 23-79 x 16-54 ym und ist abhangig vom Isolat und
vom Medium (KROBER, 1985). Sie keimen direkt durch Bildung von Keimhyphen oder
indirekt durch Produktion von Zoosporen. Die Zoosporen sind 7-11 pym grof3 und
besitzen zwei GeilReln. Sie bleiben nach dem Schlipfen fur einige Stunden
bewegungsfahig, bevor sie enzystieren und der Infektionsprozess mit der Bildung einer
Keimhyphe beginnt (SHEW, 1991).

Als weitere Sporenform bildet P. nicotianae 20-40 pm grofR3e kugelige Chlamydosporen
(BRANDENBURGER, 1984). Sie entstehen sowohl in befallenen Geweben als auch in
Agarkulturen und sind zunachst farblos und durchsichtig, spater aber goldbraun
gefarbt. Die sexuelle Vermehrung erfolgt durch Bildung von Oosporen nach Kopulation
von Antheridien und Oogonien. Zur Zeit sind vier Rassen von P. nicotianae bekannt.
Die Rasse 0 ist in allen Gebieten vorherrschend (SHEwW, 1991)

Die optimalen Temperaturbereiche von P. nicotianae liegen bei 25-30 °C fir das
Wachstum, bei 15-32 °C flir die Sporangienproduktion und bei 17-27 °C fir die
Zoosporenbildung (WESTE, 1983). Bei einer Temperatur von 22-28 °C entwickelt sich
der Befall besonders schnell (SHEW, 1991).
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Bodenfaktoren wie Wasserpotential, Bodentemperatur, Nahrstoffgehalt und pH-Wert
beeinflussen entscheidend die Epidemiologie des Erregers. Bodentemperaturen Gber
20 °C und ein pH-Wert zwischen 6 und 7 bieten optimale Bedingungen fir die
Verbreitung des Pilzes. Fir die Entlassung von Zoosporen ist eine Wassersattigung
des Bodens erforderlich. Bestehen diese Temperatur- und Wasserbedingungen im
Boden, bewegen sich die Zoosporen durch Chemotaxis zielgerichtet auf die Wurzeln
der Tabakpflanzen zu, enzystieren und keimen dort. An befallenen Pflanzenteilen
werden dann innerhalb kurzer Zeit Sporangien gebildet, die als Sekundarinokulum
dienen.

Beim Zerfall infizierter Pflanzengewebe werden Chlamydosporen frei und verbleiben im
Boden. Dort bleiben sie mehrere Jahre lebensfahig und dienen spater als
Primarinokulum. Dabei keimen sie und infizieren Wurzeln von Wirtspflanzen direkt oder
bilden zunachst Sporangien, die wiederum Zoosporen zur Infektion entlassen (SHEw,
1991).

Die Verbreitung des Bodenpilzes erfolgt durch oberflachlichen Abtrag des Bodens,
durch Regen oder (ber Bewasserungssysteme. Eine Ubertragung von Feld zu Feld
kann durch Ackergerdte und Verpflanzen von Jungpflanzen erfolgen.
Dementsprechend sind Kontrollmalinahmen vor allem darauf ausgerichtet, die
Ausbreitung des Erregers zu verhindern. Durch Einhaltung langer Anbaupausen und
Verwendung resistenter Tabaksorten kann der Schaden durch P. nicotianae begrenzt
werden (NYVALL, 1989).

2.1.3 Biologie des Pathogens Alternaria solani

Alternaria solani (Sorauer) ist ein weltweit verbreiteter Erreger, der unter den
Kulturpflanzen beispielsweise Kartoffel und Tomaten, aber auch Pfeffer und Aubergine,
starker befallt und eine Blattfleckenkrankheit verursacht. In Mitteleuropa treten grél3ere
Schaden nur bei hoheren Temperaturen mit haufig wechselnden feuchten und
trockenen Witterungsbedingungen auf (HOFFMANN, 1999). A. solani fuhrt bei der
Kartoffel zur ,Diarrfleckenkrankheit’, die auer Blattinfektionen auch Stengelbefall und
Knollenfaule verursacht. Dabei tritt der Pilz haufig in Kombination mit dem Erreger
A. alternata auf.

Typische Symptome, die an den unteren Blattern und zunehmend an &lteren Pflanzen
erscheinen, sind dunkle, nekrotische Blattflecken. Diese sind scharf vom gesunden
Gewebe abgegrenzt und gelegentlich von einem gelben Hof umgeben. Anfangs bilden

sich punktférmige Nekrosen, die sich durch wechselnde Tages- und Nachttempera-
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turen oft in konzentrischen Ringen ausdehnen. Im weiteren Befallsverlauf kann es zum
Absterben des gesamten Blattes kommen.

Mit A. solani befallene Kartoffelknollen zeigen schwarze, eingesunkene Flecken, die
als Hartfaule bezeichnet werden (HOFFMANN, 1999).

Der Pilz bildet grofze (15-19 x 150-300 um), vielzellige Konidien mit mehreren Langs-
und Quersepten. Diese Konidien sind langgestreckt, keulenférmig und dunkel geféarbt.
Sie werden einzeln an i.d.R. unverzweigten Konidientragern gebildet und ihr
charakteristischer ,Schnabel® ist mindestens ebenso lang wie der Konidienkdrper
(ELLIS, 1971). Zur Anregung der Sporulation ist langwelliges UV-A-Licht erforderlich.
Die Verletzung des Myzels férdert ebenfalls die Sporulationsbereitschaft des Pilzes.

A. solani Uberwintert als Myzel an Pflanzenresten, infizierten Knollen oder anderen
Solanaceen. Aufgrund der relativen Resistenz junger Pflanzen gegeniber A. solani tritt
starkerer Befall in Abhangigkeit von der Witterungslage erst spat in der Anbauzeit,
haufig erst zur Blute auf. Fur Infektion und Sporulation des Erregers sind langere
Feuchtigkeitsphasen durch Regen oder Tau notwendig. Die Verbreitung der Konidien
hingegen geschieht bei trockenem Wetter vor allem durch Wind. Wechselhafte
Witterungsverhaltnisse mit langeren trockenen und feuchten Abschnitten beglnstigen
daher die Ausbreitung der Durrfleckenkrankheit in Kartoffelbestdnden (ROTEM, 1994).
Die Infektion von Wirtspflanzen erfolgt in der Regel durch direkte Penetration der
Keimschlauche in die Epidermis. Ein Eindringen von Hyphen in das pflanzliche
Gewebe ist allerdings auch durch die Spaltéffnungen maglich.

Allgemein werden altere Blatter von A. solani starker befallen als jliingere Blatter. Dies
begriindet auch die héhere Befallshaufigkeit an bereits abreifenden Kartoffelpflanzen.
Groliere Anfalligkeit gegentber der Durrfleckenkrankheit zeigen auch unzureichend mit
Nahrstoffen versorgte Pflanzen. Spat reifende Kartoffelsorten gelten allgemein als
resistenter als frihe Sorten.

Unverletzte Kartoffelknollen sind gegeniiber A. solani weitgehend resistent. Uber
Verletzungen der Knollenschale (Periderm), die haufig bei der Ernte entstehen, kann
der Erreger jedoch die Knolle infizieren. Allerdings breitet sich der Pilz bei der
Lagerung nur wenig aus, so daf} wirtschaftliche Schaden gering bleiben.

Bei der Pathogenese von A. solani sind, wie bei vielen anderen Alternaria-Arten,
Toxine beteiligt. Fir den Erreger wurden bisher nur wirtsunspezifische Toxine, wie
Alternaric Acid, Zinniol, Altersolanol, Tentoxin oder Macrosporin, entdeckt (ROTEM,
1994, ROTH et al., 1990).

Natlrliche Resistenzen gegenuber A. solani in wilden Solanum-Arten sind sehr selten.

Einige spéatreifende Arten zeigen eine geringere Anfalligkeit fir A. solani. Vermutlich ist
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dies jedoch eher auf die Physiologie der Pflanzen zurickzufihren als auf eine
genetisch bedingte Resistenz (ROTEM, 1994).

2.1.4 Biologie des Pathogens Botrytis cinerea

Der Erreger B. cinerea ist in den warmen und gemaRigten Klimaten verbreitet und
besitzt einen aulierordentlich groen Wirtspflanzenkreis. Der Pilz ist sowohl zur
saprophytischen als auch zur parasitaren Lebensweise befahigt. Keimlinge, Blatter,
Bliten, Zweige und Frichte werden von diesem Erreger befallen. So ist B. cinerea
beispielsweise fir den Grauschimmel an Erdbeeren, die Beerenfaule an Weinreben,
die Blutenfaule der Sonnenblume und die Umfallkrankheiten vieler Gemdusearten
verantwortlich und richtet in diesen Kulturen erhebliche Schaden an. Besondere
Bedeutung hat B. cinerea beim Unterglasanbau von Zierpflanzen und Gemuse. Hier
sind umfangreiche Pflanzenschutzmalinahmen erforderlich, um den Erreger zu
kontrollieren.

Im Tabakanbau verursacht B. cinerea zu zwei Zeitpunkten besondere Schaden.
Zunachst werden junge Tabaksamlinge bereits vor dem Auspflanzen bei feuchter
Witterung an den unteren Blattern befallen. Diese Blatter verfarben sich gelb, und der
Befall kann sich bei anhaltend regnerischem Wetter auf die gesamten Pflanzen
ausbreiten. Spater kdnnen sich charakteristische Sklerotien an den befallenen
Geweben bilden. Der zweite Befallsschwerpunkt des Erregers fallt in die Blite des
Tabaks. Dort wo Blitenblatter auf Laubblatter fallen und haften bleiben, bilden sich
typische Blattflecken. Diese entstehen durch die Besiedlung der Blitenblatter mit
B. cinerea und den raschen Ubergang des Erregers in das Blattgewebe (LUCAS &
SHEW, 1991).

Typische Befallssymptome von B. cinerea sind Weichfaulen. An den oft braunen
nekrotischen Geweben bilden sich rasch charakteristische, graubraune Konidienrasen.
Diese Konidienrasen bestehen aus braunen, leicht gedrehten Konidientragern, die
haufig di- oder trichotom verzweigt sind (DOMSCH & GAMS, 1993). An diesen
Conidiophoren bilden sich terminal Konidienmutterzellen, die mehrere farblose bis
blalbraune Konidien hervorbringen. Die Konidien sind Uberwiegend ellipsoid,
weichwandig und haben eine GréfRe von 8-14 x 6-9 ym (BRANDENBURGER, 1984). Das
Myzel von B. cinerea ist septiert und zunachst farblos, farbt sich jedoch mit
zunehmendem Alter braun (LUCAS & SHEW, 1991).
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Konidien werden in groRer Zahl an befallenen Geweben gebildet und in Abhangigkeit
von der Luftfeuchtigkeit mit dem Wind oder mit Regenspritzern verbreitet (JARVIS,
1980).

Die Uberdauerung des Erregers erfolgt entweder in Form von Myzel an befallenen
Pflanzenresten oder mit Hilfe von Sklerotien, die dunkelbraun bis schwarz gefarbt sind
und eine maximale GréfRe von 15 mm erreichen (DOMSCH & GAMS, 1993). Sklerotien
von B. cinerea kénnen je nach Witterungsverhaltnissen einige Jahre im Boden
Uberdauern und auf drei verschiedene Arten keimen. Auf kinstlichen Nahrmedien ist
haufig die Bildung von neuem Myzel zu beobachten. Diese Art der Keimung ist im Feld
jedoch selten. Dort werden von Sklerotien i.d.R. Konidientrager und Konidien gebildet,
die dann als Primarinokulum dienen. Die dritte Moglichkeit der Keimung ist die Bildung
von Apothezien und entspricht der Sporulation der Hauptfruchtform Botryotinia
fuckelinana. Die Formation von Apothezien wird jedoch nur aul3erst selten beobachtet
und hat somit keine Bedeutung im Entwicklungskreislauf des Erregers (COLEY-SMITH,
1980).

Die Infektion von Pflanzen erfolgt i.d.R. Uber Konidien oder Myzel. Konidien von
B. cinerea keimen auf der Pflanzenoberflache und bilden einen Keimschlauch, an
dessen Ende haufig ein Appressorium entsteht. Innerhalb des Appressorium entwickelt
sich ein Penetrationskeil, der mechanisch in die Epidermis eindringt (VAN DEN HEUVEL
& WATERREUS, 1983). Pflanzen werden aber auch haufig Uber Myzel infiziert. Nicht
selten Ubertragen infizierte Pflanzenteile einen Botrytisbefall durch Kontakt mit
gesunden Pflanzenteilen, wie z.B. durch befallene Frichte oder Blitenblatter. Bei
diesem Infektionsproze® Ubernehmen zellwandabbauende Enzyme, die vom Myzel
sekretiert werden, eine entscheidende Rolle. Durch die Enzyme werden die
Zellwandstrukturen der Pflanzenzellen aufgelést, und das Myzel kann in das
Wirtsgewebe eindringen (VERHOEFF, 1980).

2.2 Molekulare Resistenzziichtung

2.2.1 Abwehrproteine

Zu den bei Pathogenbefall in Pflanzen ausgeldsten biochemischen Prozessen gehdren
die Produktion und die Anreicherung sogenannter ,pathogenesis-related proteins’, kurz
PR-Proteine (STINTzI et al., 1993; PRELL, 1996; VAN LOON & VAN STRIEN, 1999). Van
Loon und van Kammen (1970) beschrieben als erste die Anreicherung l6slicher

Proteine nach TMV-Infektion und Hypersensitivreaktion von Tabakblattern. Bis heute
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sind fur eine Vielzahl von mono- und dikotylnen Pflanzen (u.a. Kartoffel, Tomate, Mais,
Gerste, Weizen, Erbse, Ackerbohne) ebenfalls PR-Proteine in den verschiedenen
Pflanzenorganen nachgewiesen (CARUSO et al., 1999; DANN et al., 1996; GARCIA-
GARCIA et al., 1994; KOMBRINK et al., 1988; MAUCH et al., 1988a; MAUCH et al., 1988b;
VIDHYASEKARAN, 1997).

Die Bildung von PR-Proteinen ist eine Abwehrreaktion, die u.a. durch Infektion der
Pflanzen mit Viren, Pilzen oder Bakterien induziert wird. PR-Proteine sind jedoch nicht
pathogenspezifisch (MEINS & AHL, 1989). Je nach Art der Induktionsquelle werden aber
unterschiedliche PR-Proteine in unterschiedlichen Mengen aktiviert (BREDERODE et al.,
1991). Die Induktion der Proteine erfolgt bei Infektion der Pflanze mit einem Pathogen,
aber auch bei Verwundung, Nekrosebildung und Hypersensitivreaktionen (VAN LOON,
1985). Gesunde Pflanzen zeigen in der Regel nur geringe Gehalte der meisten
Abwehrproteine. Dennoch kann die Konzentration bestimmter PR-Proteine
insbesondere in blihenden Pflanzen oder seneszenten Blattern erhoht sein (FRASER,
1981). Auch durch die Zugabe verschiedener chemischer Substanzen wie Ethylen oder
Acetylsalicylsdure sowie unter Einflul von abiotischem Strel® kénnen Pflanzen mit
vermehrter Bildung von Abwehrproteinen reagieren (BREDERODE et al., 1991; CHRIST &
MOSINGER, 1989; PIERPOINT et al.,, 1981; Ye et al.,, 1989). Die Bildung von PR-
Proteinen ist daher sowohl als Antwort auf abiotischen Stre3 als auch als aktive
Pathogenabwehr zu verstehen.

Bei Befall einer Pflanze durch einen Pathogen sind PR-Proteine zunachst im Bereich
der Infektionsstellen lokalisiert. Im weiteren Befallsverlauf reichern sie sich auch in
entfernteren Gewebebereichen an. Die hdchsten Konzentrationen sind jedoch an den
Randern der Befallsstellen nachzuweisen (VAN LOON & VAN KAMMEN, 1970).

Alle PR-Proteine haben mit 15-40 kD verhaltnismaRig geringe Molekulargewichte und
zeichnen sich durch Unempfindlichkeit gegenliber pflanzlichen Proteasen aus
(PIERPOINT, 1981). PR-Proteine lassen sich nach Struktur und Funktion in flinf Klassen
einteilen (PR-1 bis PR-5). Zudem werden basische Proteine, die sich Uberwiegend in
der Zellvakuole anreichern, von sauren Proteinen, die in den Interzellularraum
sekretiert werden, unterschieden.

Proteine der PR-1-Gruppe vermitteln verstarkte Resistenz gegeniber Oomyceten
(ALEXANDER et al., 1993). Ihre Wirkung gegeniber Phytophthora infestans wurde von
Nidermann und Mitarbeitern (1995) in vitro nachgewiesen. Dennoch ist der
pilzhemmende Wirkmechanismus der PR-1 Proteine noch nicht aufgeklart. Sie beruht
aber offenbar nicht auf Enzymfunktionen (NIDERMAN et al., 1995).

In der Gruppe PR-2 der Abwehrproteine sind die $-1,3-Glukanasen zusammengefalt,

deren enzymatische Wirkung in der hydrolytischen Spaltung von f-1,3-Glukan-
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polymeren besteht (LEUBNER-METZGER & MEINS, 1999; KOMBRINK et al., 1988). Da die
Zellwande vieler pilzlicher Pathogene u.a. aus Glukanen bestehen, scheint ihre Rolle
im Abwehrprozeld der Pflanze eindeutig. Induziert wird die Bildung der Glukanasen
jedoch nicht nur durch Pathogenbefall oder Strell. Bei der Keimung von Samen, bei
der Blutenbildung und zur Fruchtreife wurden ebenfalls PR-2-Proteine gefunden (YUN
et al., 1997).

Die Gruppe der PR-2-Proteine wird in drei Klassen eingeteilt. Glukanasen der Klasse |
sind basische, vakuolare Isoformen des Enzyms, von denen angenommen wird, daf}
sie besonders durch hormonelle Prozesse der Pflanze gesteuert werden (FELIX &
MEINS, 1986). Sie werden nicht nur durch Pathogeninduktion sondern auch in
gesunden Pflanzen z.B. in Wurzeln und alteren Blattern in groReren Mengen
akkumuliert (BEFFA & MEINS, 1996; KEEFE et al., 1990).

Proteine der Klasse Il sind saure Isoformen, die extrazellular angereichert werden.
Anders als die Enzyme der Klasse | sind sie nicht in gesunden Pflanzen nachzuweisen
und werden nur nach Induktion durch ein Pathogen oder durch chemische Reize
gebildet (WARD et al., 1991). Diese Klasse wird weiterhin in PR-2a, b und c (friher
PR-2, PR-N und PR-O) eingeteilt. Die dritte Klasse schlieBlich beinhaltet ein einziges
saures Enzym, das PR-Q, das im Apoplasten von Pflanzen gefunden wurde (PAYNE et
al.,, 1990). Die enzymatische Aktivitat der PR-2 Proteine wurde u.a. von Mauch und
Mitarbeitern (1988 b) in vitro gegenuber verschiedenen Pilzen nachgewiesen.

Die dritte Gruppe der PR-Proteine (PR-3) bilden die Chitinasen. Da Pflanzen kein
Chitin enthalten, die Zellwande vieler Pilze jedoch zu einem grof3en Teil aus Chitin
bestehen, liegt die Vermutung nahe, dal} Chitinasen am Abwehrprozel} insbesondere
gegen pilzliche Erreger beteiligt sind. Chitinhaltige Zellwande haben u.a. Ascomyceten,
Basidiomyceten und Deuteromyceten. Der Chitingehalt ihrer Zellwande liegt zwischen
3 und 60 % (BARTNICKI-GARCIA, 1968).

PR-3 Proteine werden in vier Klassen (I-1V) eingeteilt und besitzen ein relativ breites
pH-Optimum um pH 6 (BOLLER et al., 1983; PUNJA & ZHANG, 1993).

Chitinasen werden wie die Glukanasen durch Pathogenbefall oder abiotischen Strefl3
induziert. Geringe Gehalte von PR-3 Proteinen liegen auch in gesunden Pflanzen vor.
Die einzelnen Isoformen der Chitinase unterliegen dabei unterschiedlichen
Regulationen in der Pflanze, so dall der Anteil einzelner Chitinasen im Laufe der
Entwicklung einer Pflanze und in den verschiedenen Organen variiert (GARCIA-GARCIA
et al., 1994; MAUCH et al., 1988a; NEUHAUS, 1999; TRUDEL et al., 1989).

Die Enzymaktivitat der PR-3 Proteine gegen verschiedene Pilze wurde u.a. von Mauch
und Mitarbeitern (1988b), Schlumbaum und Mitarbeitern (1986) sowie Melchers und

Mitarbeitern (1994) nachgewiesen. Dabei zeigte sich insbesondere im Bereich der
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Hyphenspitzen eine starke Chitinaseaktivitat (MAUCH et al., 1988b; WUBBEN et al.,
1997). Die Hyphenspitzen wiesen zunachst eine charakteristische Schwellung auf,
bevor im weiteren Verlauf der Behandlung die Zellwand stark zersetzt wurde
(BENHAMOU et al., 1993; ORDENTLICH, 1988). Collinge und Mitarbeiter (1993) nehmen
dazu an, daf altere Hyphen mit Polysacchariden oder Proteinen Gberzogen sind und
dadurch einen gewissen Schutz vor dem Angriff der Enzyme besitzen. An den
Hyphenspitzen, wo diese Ummantelung fehlt, reichern sich die hydrolytischen Enzyme
an, zersetzen die pilzliche Zellwand und kénnen so zum Absterben der Hyphe flihren
(BENHAMOU et al., 1993).

Proteine der Gruppe PR-4 sind bereits in mehreren Pflanzenarten nachgewiesen
worden. Dabei handelt es sich um Proteine, die grof3e Ahnlichkeit zu den Produkten
der wundinduzierbaren Gene win1 und win2 sowie dem Prohevein zeigen (LINTHORST
et al., 1991; WUBBEN et al., 1997). PR-4 Proteine werden, je nach Vorhandensein bzw.
Fehlen einer N-terminalen Chitin-Bindedomane, in die Klassen | und Il eingeteilt. Die
Proteine dieser Gruppe zeigen deutlich Wirkung gegen mehrere pilzliche Pathogene,
ihr genauer Wirkmechanismus ist jedoch noch nicht geklart (LINTHORST et al., 1991;
PONSTEIN et al., 1994).

Als thaumatindhnliche Proteine werden die der Gruppe PR-5 zugeordneten Proteine
bezeichnet. Der Name ist auf die Ahnlichkeit zu einem ,siiBen‘ Protein aus den Beeren
der afrikanischen Frucht Thaumatococcus daniellii zurickzufiihren. Die Mitglieder
dieser Gruppe werden auch als Osmotine bezeichnet. Osmotine sind in einigen
Pflanzen nach osmotischem Stref3 induzierte vakuolare Proteine (SHEWRY & LUCAS,
1997). In vitro zeigten PR-5 Proteine hemmende und lytische Wirkung auf
Hyphenspitzen von P. infestans (WOLOSHUK et al., 1991). Wie bei den
Abwehrproteinen der Gruppen PR-1 und PR-4 sind auch die genauen antimikrobiellen

Wirkmechanismen der PR-5 Proteine noch nicht bekannt.

Da bei der natirlichen Induktion von PR-Proteinen durch Pathogene haufig Chitinasen
in Verbindung mit den B-1,3-Glukanasen beobachtet wurden, haben sich viele Arbeiten
mit der kombinierten Wirkung Glukanasen und Chitinasen beschaftigt (JI & Kuc,
1996; LORITO et al., 1996; MAUCH et al., 1988a; MAUCH et al., 1988b; MELCHERS et al.,
1994; SELA-BUURLAGE et al., 1993). Im Metabolismus von nicht gestref3ten Pflanzen
Ubernehmen die beiden Enzymgruppen grundlegend verschiedene Aufgaben (GARCIA-
GARCIA et al., 1994). Zur Pathogenabwehr werden Chitinasen und p-1,3-Glukanasen
jedoch Uber die gleichen Mechanismen induziert und Ubernehmen dabei durch ihre

Rolle als zellwandabbauende Enzyme auch vergleichbare Aufgaben.
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Mauch und Mitarbeiter (1988b) untersuchten als erste in vitro die kombinierte Wirkung
hydrolytischer Enzyme aus Erbsen auf verschiedene Pathogene. Dabei zeigte sich,
dafy Chitinase allein auf Trichoderma viride und -1,3-Glukanase allein auf Fusarium
solani f.sp. pisi eine Hemmwirkung hatte. Alle anderen untersuchten Pathogene
(u.a. Alternaria solani und Monilia fructigena) wurden durch die Zugabe dieser Enzyme
im Wachstum nicht beeinfluBt. Dagegen bewirkte die Kombination von (-1,3-
Glukanase und Chitinase bei allen Pilzen ein stark verringertes Myzelwachstum.
Synergistische Effekte beim Abbau pilzlicher Zellwande bei Anwesenheit von Chitinase
und B-1,3-Glukanase aus Tabak werden auch von Sela-Buurlage und Mitarbeitern
(1993) beschrieben. Die Autoren stellten jedoch fest, dall nur bei der Kombination
bestimmter Klassen von Enzymen diese Effekte auftreten. So zeigte eine Klasse-II-
Glukanase in Kombination mit verschiedenen Chitinasen keine synergistische Wirkung
gegen Fusarium solani.

Ahnliche Ergebnisse beschreiben Ji und Kuc (1996) von einer untersuchten
B-1,3-Glukanase und drei Isoformen von Chitinase aus Gurken (Cucumis sativus L.).
Nur die -1,3-Glukanase bewirkte bei geringen Konzentrationen signifikant verringerte
Konidienkeimung und verringertes Myzelwachstum von Colletotrichum lagenarium.
Zwei der isolierten Chitinasen hatten keine inhibierende Wirkung, wahrend eine dritte
Chitinase nur bei hdheren Konzentrationen (1 mg/ml) das Wachstum des Pilzes
hemmte. Bei Kombination dieser Chitinase mit einer -1,3-Glukanase zeigte sich eine

zellwandabbauende und wachstumshemmende Wirkung.

Weit verbreitet im Pflanzenreich und bei einigen Bakterienarten sind Ribosomen-
inaktivierende Proteine (RIP), die eine besondere Gruppe von Abwehrproteinen
darstellen. Sie wurden bislang u.a. in Weizen (Tritin), Gerste, Mais, Ricinus (Ricin) und
Spargel (Asparin 1 und 2) gefunden (STIRPE et al., 1992). RIPs sind N-Glycosidasen,
die eukaryotische Ribosomen inaktivieren und dadurch die Proteinsynthese hemmen.
Bemerkenswert ist dabei, da} pflanzeneigene Ribosomen oder Ribosomen von nah
verwandten Arten nicht beeintrachtigt werden. Dies lies vermuten, da® RIPs an den
Abwehrprozessen von Pflanzen gegen Pathogen beteiligt sind (ENDO et al., 1988;
JENSEN et al., 1999; SHEWRY & LUCAS, 1997; STIRPE & BARBIERI, 1986; STIRPE &
HUGHES, 1989; VIVANCO et al., 1999).

Ribosomen inaktivierende Proteine werden in zwei Gruppen eingeteilt. RIPs vom Typ 1
sind einfache Polypeptidketten. RIPs von Typ 2 besitzen eine Lektin-Doméane, die an
Zelloberflachen binden kann. Dadurch sind diese Proteine besonders zelltoxisch

insbesondere fur Saugetierzellen (STIRPE et al., 1992). Allgemein variiert der
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Wirkungsgrad von Ribosomen-inaktivierenden Proteinen gegen Ribosomen
verschiedener Organismen sehr stark. RIPs vom Typ 1 zeigen jedoch gegen pilzliche
Ribosomen deutlich starkere Toxizitdt als gegen Saugetierzellen (ROBERTS &
SELITRENNIKOFF, 1986; SHEWRY & LUCAS, 1997).

Ein aus Gerstenkdrnern stammendes Typ 1 RIP zeigte in vitro hemmende Wirkung auf
das Myzelwachstum von Fusarium sporotrichoides und Trichoderma reesii ( LEAH et
al., 1991). Wurden das RIP mit B-1,3-Glukanase oder Chitinase kombiniert, traten

synergistische Effekte bei der inhibierenden Wirkung des Myzels auf.

2.2.2 Lysozyme

Bereits 1922 wurde von A. Fleming, dem Entdecker des Penicillins, eine
bakteriostatische Wirkung des Lysozyms beschrieben. Bis heute gehoéren Lysozyme
aus Huhnereiweily und Bakteriophagen zu den am besten erforschten Proteinen.
Lysozyme, die u.a. in Tranenflissigkeit und in Nasensekret von Saugetieren sowie in
Eiklar von VAgeln vorkommen, sind Enzyme mit bakteriziden Eigenschaften. Aber auch
Bakterien (z.B. E. coli), Bakteriophagen, Insekten und Pflanzen produzieren Enzyme
dieser Gruppe (SCHLEGEL & SCHMIDT, 1992, VILCINSKAS & MATHA, 1997).

Lysozyme wirken sowohl gegen Gram-positive als auch gegen Gram-negative
Bakterien. lhre Wirkung gegen Gram-positive Bakterien ist jedoch deutlich starker als
gegen Gram-negative Bakterien, die nur unter Zugabe von komplexbildenden
Reagenzien hydrolysiert werden (PELLEGRINI et al., 1992; SCHLEGEL & SCHMIDT, 1992;
SHEWRY & LUCAS, 1997).

Lysozyme sind Muramidasen, die p-1,4-glykosidische Bindungen der Mucopoly-
saccharid-Zellwande von Bakterien hydrolysieren und somit den Abbau des in
Bakterienzellwanden enthaltenen Mureins verursachen. Die bakterizide Wirkung wird
daher allgemein auf die Enzymfunktion zurlickgefihrt. Durch den Abbau des
Mureinsacks platzen die Bakterienzellen in hyper- oder hypotonischen Ldsungen
(SCHLEGEL & SCHMIDT, 1992).

Die Funktion der Lysozyme in Sekreten von Wirbeltieren und in Hihnereiweil} liegt in
der Abwehr von Bakterien. Auch bei Pflanzen, die ebenfalls Lysozyme bilden, kdnnten
diese Proteine an der Bekampfung bakterieller Erreger beteiligt sein. Der Beweis
hierflr fehlt allerdings bis heute (DURING, 1993). Pflanzliche Lysozyme besitzen
allgemein eine starkere Chitinaseaktivitat als Muramidaseaktivitat. Insbesondere saure,
extrazelluldre Formen des Proteins sind schwache Lysozyme (MAJEAU et al., 1990;

TRUDEL et al.,, 1989). Pflanzliche Lysozyme zahlen somit zu den PR-Proteinen der
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Gruppe 3. Die Aufgabe diese Enzymgruppe in Pflanzen ist bis heute nicht hinreichend
geklart (AuDY et al., 1988; BOLLER, 1989; DURING, 1994).

Anders als in Pflanzen und Tieren Ubernehmen Lysozyme, die von Bakteriophagen
gebildet werden, keine Abwehrfunktion. Im Entwicklungszyklus der Phagen sind
Lysozyme sowohl an der Penetrationsphase als auch an der Lyse des Wirts beteiligt.
So sind vermutlich Lysozyme an der lokalen Auflésung der Bakterienzellwand beteiligt
und ermoglichen ein Eindringen der Phagen-DNA in die Bakterienzelle. Eine ent-
scheidendere Rolle spielt das Lysozym jedoch am Ende der Phagen-Morphogenese.
Nach dem Abschlufl des Vermehrungszyklus bewirkt die enzymatische Auflésung der
Bakterienzellwand die Freisetzung der infektiosen Phagenpartikel.

Das Molekulargewicht des haufig untersuchten T4-Lysozyms betragt ca. 18 700 und
das pH-Optimum liegt zwischen 7,2 und 7,4. Huhnereiweil3lysozym (HEWL) hingegen
besteht aus einer Kette von 129 Aminosauren und besitzt mit 14 400 ein etwas
geringeres Molekulargewicht. T4-Lysozym zeigt deutlich starkere enzymatische
Aktivitdt als HEWL. Es ist im Bakteriolyse-Test ca. sechsmal starker aktiv gegen
Micrococcus luteus (syn. M. lysodeikticus) und etwa 250mal starker gegen E. coli als
HEWL (TSUGITA, 1971).

Seit einigen Jahren wird die Wirkungsweise von Lysozymen erneut diskutiert. So
konnten Pellegrini und Mitarbeiter (1992) nachweisen, dal HEWL auch ohne Zugabe
von EDTA gegen Gram-negative Bakterien wirkte. Ferner blieb die bakterizide Wirkung
des Lysozyms nach der Denaturierung mit Dithiothreitol erhalten. Die Autoren
schlielen daraus, dall das bakterizide Potential von Lysozymen auf andere
Mechanismen als auf die Muramidasefunktion zurtickzufihren sein muf3. Schlief3lich
zeigten sie, dall ein aus HEWL isoliertes Peptid, das nachweislich keine
Enzymfunktion hatte, antimikrobielle Wirkung gegen zehn Bakterienarten besal’
(PELLEGRINI et al., 1997).

Bereits McLeish und Mitarbeiter (1993) entdeckten eine Peptidsequenz in T4-Lysozym,
die eine o-Helix bildet. Die genauere Untersuchung des Lysozyms ergab, dal die
molekulare Struktur des Proteins mehrere a-Helices enthalt (DURING et al., 1999). Vier
Aminosduresequenzen wurden von During genauer charakterisiert. Drei dieser
Sequenzen wiesen amphipathische Charakteristika auf, wobei das Peptid a4 eine
perfekt geformte Helix bildet. Amphipathische Helices kénnen durch basische
Aminosaurereste Interaktionen mit sauren Membranbestandteilen eingehen und diese
stark schadigen. In weiteren Untersuchungen Uberpriften die Autoren die Wirkung
dieses Peptids auf Bakterien und stellten fest, dal es, obwohl nicht enzymatisch aktiv,
ebenfalls bakterizide Wirkung hatte. Die gleiche Wirkung wurde auch fir

hitzedenaturiertes T4-Lysozym ermittelt. Diring und Mitarbeiter (1999) schlielRen
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daraus, dal} die antimikrobielle Wirkung, nicht wie bislang vermutet, allein auf die
Muramidasefunktion des Proteins zuriickzufiihren ist, sondern vielmehr auf die

membranzerstdérende Aktivitdt der genannten amphipathischen Helices.

2.2.3 Transgene Pflanzen mit Abwehrproteinen

Seit Beginn der molekularen Pflanzenziichtung in den achtziger Jahren liegt ein
besonderer Schwerpunkt dieses neuen Arbeitsfeldes im Bereich der Resistenz-
forschung. Daneben werden Qualitadtsfaktoren von Nutzpflanzen wie Protein-,
Kohlenhydrat- und Olgehalte, Fettsidurezusammensetzung sowie Ernte- und
Verarbeitungseigenschaften bearbeitet. Weitere Bemihungen gelten der Toleranz von
Pflanzen gegenuber Kalte-, Salz-, und Trockenstre3 sowie der Stickstoffixierung
(DESTEFANO-BELTRAN et al., 1991).

Bei dem Bestreben, die Resistenz von Kulturpflanzen gegenlber Schadorganismen mit
molekularen Methoden zu verbessern, sind hydrolytische Enzyme wegen ihrer
bekannten Rolle in den biochemischen Abwehrprozessen von Pflanzen und wegen
ihrer Wirkung gegen phytopathogene Pilze von besonderem Interesse. Bis heute sind
daher zahlreiche Transformationen an verschiedenen Pflanzenarten mit dem Ziel
vorgenommen worden, die biochemischen Abwehrprozesse durch zusatzliche
PR-Proteine zu erganzen.

So konnten Jach und Mitarbeiter (1995) durch konstitutive Expression einer
Gerstenchitinase den Befall von Tabak-Jungpflanzen mit Rhizoctonia solani deutlich
reduzieren. Auch transgene Raps- und Tabakpflanzen, die unter Kontrolle des
35S-Promotors eine Bohnenchitinase exprimierten, zeigten gegen diesen Erreger
verringerten Befall und verlangsamte Symptomentwicklung (BROGLIE et al., 1991). Die
Transformation einer Rosensorte mit einem Reisgen, das flir eine basische Chitinase
codiert, ist ebenfalls beschrieben (MARCHANT et al., 1998). Die transgenen Rosenlinien
zeigten einen bis zu 43 % verringerten Befall mit Diplocarpon rosae. Daruber hinaus
konnte eine Korrelation zwischen der Starke der Chitinaseexpression und dem
Resistenzgrad der Pflanzenlinien nachweisen werden.

Verstarkte Resistenz gegen Alternaria longipes zeigte transgener Tabak mit einer
Chitinase aus Serratia marcescens (SUSLOW et al., 1988). Die Autoren weisen jedoch
darauf hin, dal® mit dem Alterungsprozel® die verringerte Nekrosebildung der
transgenen Pflanzen verschwand.

Anders als in den vorangegangenen Beispielen konnten Neuhaus und Mitarbeiter

(1991) keine verstarkte Resistenz von transgenen Nicotianae sylvestris gegeniber
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Cercospora nicotianae feststellen. Die zur Transformation verwendete Klasse |
Chitinase aus Tabak konnte trotz nachweisbar hoher Konzentration im
Pflanzengewebe keine Resistenz gegen diesen Pathogen vermitteln.

Parallel zu den Arbeiten mit Chitinasen sind von verschiedenen Arbeitsgruppen auch
Transformationen mit 3-1-3-Glukanasen vorgenommen worden (BEFFA & MEINS, 1996;
BORKOWSKA et al., 1998; JACH et al., 1995; NEUHAUS et al., 1992; YOSHIKAWA et al.,
1993). Neuhaus und Mitarbeiter (1992) fiihrten Antisense-Transformationen mit einer
vakuolaren f-1,3-Glukanase aus Tabak an Nicotianae sylvestris durch. Nach
Inokulation mit Cercospora nicotianae stellte sich heraus, da} der Befall dieser
Pflanzen nicht héher lag als bei den Vergleichspflanzen, obwohl in Antisense-Pflanzen
keine B-1,3-Glukanase induziert wurde. Die Autoren schlieBen daraus, da} dem
Enzym bei der Abwehr von C. nicotianae keine entscheidende Bedeutung zukommt.
Anders als Neuhaus und Mitarbeiter (1992) konnten Yoshikawa und Mitarbeiter (1993)
die Bedeutung von f-1,3-Glukanasen in der Pathogenabwehr nachweisen. Obwohl
eine Endo-Glukanase aus Sojabohnen in vitro keine inhibierende Wirkung auf
verschiedene Pilze zeigte, vermittelte sie, in Tabak transformiert, Resistenz gegen die
Pathogene Alternaria alternata und Phytophthora parasitica var. nicotianae. Weiterhin
zeigte sich eine deutliche Abhangigkeit zwischen Resistenzwirkung und
Expressionsstarke der p-1,3-Glukanase. Dieses Ergebnis wird von Jach und
Mitarbeitern (1995) fur die Wirkung einer Gerstenglukanase in Tabak bestatigt.

Jach und Mitarbeiter (1995) beschéaftigten sich auch mit der Koexpression
verschiedener PR-Proteine in Tabak. Wurden f-1,3-Glukanase und Chitinase aus
Gerste in Kombination transformiert, so zeigten diese Pflanzen im Vergleich zu
Pflanzen, die nur Chitinase oder nur -1,3-Glukanase exprimierten, deutlich verstarkte
Resistenz gegenliber Rhizoctonia solani. Entsprechende Ergebnisse wurden von Zhu
und Mitarbeitern (1994) beschrieben. Die Kombination einer Reis-Chitinase mit einer
Luzerne-Glukanase unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors flhrte zu
verringertem Befall von Tabakpflanzen mit Cercospora nicotianae.

Darliber hinaus konnten Jongedijk und Mitarbeiter (1995) die aus in vitro-Versuchen
bekannte synergistische Wirkung von Chitinase und -1,3-Glukanase in transgenen
Tomaten bestatigen. Die Kombination von Chitinase und -1,3-Glukanase aus Tabak
fuhrte zu deutlich verringertem Befall mit Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.
Tomatenpflanzen, die nur eines der beiden PR-Proteine exprimierten, zeigten
hingegen keine Resistenz nach Inokulation mit dem Erreger.

Der Schwerpunkt der molekularen Arbeiten zur resistenzvermittelnden Wirkung von

PR-Proteinen lag bislang auf Untersuchungen mit den Proteinen Glukanase und
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Chitinase. Aber auch mit Proteinen der anderen PR-Gruppen wurden erfolgreiche
Transformationen durchgefihrt. So haben Liu und Mitarbeiter (1994) Osmotin in
transgenen Kartoffel- und Tabakpflanzen exprimiert und einen verringerten Befall von
P. infestans festgestellt. Tabakpflanzen jedoch, die das gleiche Konstrukt trugen,
wiesen keine verbesserte Resistenz gegenlber P. parasitica var. nicotianae auf.
Dagegen waren transgene Tabakpflanzen, die das PR-Protein 1a exprimierten, nach
Infektion mit Peronospora tabacina und Phytophthora parasitica var. nicotianae
deutlich weniger befallen als die nicht transgenen Vergleichspflanzen (ALEXANDER et
al., 1993).

Diese Ubersicht (ber die bislang durchgefiihrten Transformationen mit den
verschiedenen PR-Proteinen zeigt, da die Anwesenheit zusatzlicher Abwehrproteine
allein nicht immer ausreicht, um die jeweilige Pflanzenart in der Resistenz gegen ein
bestimmtes Pathogen zu unterstitzen. Zu diesem Ergebnis kommen auch Punja und
Raharjo (1996). Sie transformierten drei Chitinasen aus Petunie, Tabak und Bohne in
eine Gurkensorte und zwei Karottensorten. Keine der transgenen Gurken zeigte
gesteigerte Resistenz gegen vier ausgewdhlte Pathogene. Transgene Karotten
hingegen, die eine basische Tabak-Chitinase exprimierten, wiesen signifikant
geringeren Befall mit drei von funf pilzlichen Erregern auf. Interessanterweise
vermittelte diese Chitinase Resistenz gegen B. cinerea und R. solani in Karotten, nicht
jedoch in Gurken. Daraus folgt, dafl® der Erfolg der Resistenzvermittlung nicht nur von
der Herkunft und Spezifitdt des Abwehrproteins sowie dem verwendeten Pathogen
abhangt, sondern auch von der Natur der Empfangerpflanze (PUNJA & RAHARJO, 1996;
SALMERON & VERNOOIJ, 1998).

Neben Transformationen mit PR-Proteinen wurden auch eine Reihe von Pflanzenarten
mit verschiedenen resistenzvermittelnden Proteinen wie z.B. Ribosomen-inaktivierende
Proteine (RIP) oder mit Lysozymen durchgefiihrt (SHEWRY & LUCAS, 1997). So konnten
Logemann und Mitarbeiter (1992) ein RIP aus Gerstenkdrnern unter der Kontrolle des
wun1-Promotors erfolgreich in Tabak exprimieren. Transgene Tabaksamlinge, die in
Rhizoctonia solani inokulierter Erde wuchsen, wurden durch die Auflaufkrankheit
weniger geschadigt als nicht transgene Kontrollpflanzen. Das gleiche RIP unter der
Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors vermittelte ebenfalls signifikant verstarkte
Resistenz gegen R. solani und flhrte zu deutlich verbesserten Auflaufraten der
Tabaksamlinge in inokulierter Erde (JACH et al., 1995). Daruber hinaus zeigten
Tabakpflanzen, die Chitinase und RIP aus Gerste koexprimierten, wesentlich
verstarkte Resistenz gegen den Pathogen.

Im Vergleich zur Zahl molekularbiologischer Arbeiten, die mit dem Ziel durchgefuhrt

wurden, die Resistenz von Pflanzen gegen phytopathogene Pilze zu verbessern,
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beschaftigen sich verhaltnismalig wenig Projekte mit der Steigerung der Resistenz
gegen bakterielle Erreger. Da die sehr verbreiteten Lysozyme sowohl von Pflanzen als
auch von Tieren im Abwehrprozel® gegen Bakterien gebildet werden, war die
Verwendung dieser Proteine zur Transformation in Pflanzen besonders naheliegend.
Trudel und Mitarbeiter (1992) berichten als erste Uber die erfolgreiche Transformation
von Huhnereiweilllysozym (HEWL) in Tabak. Sie untersuchten die Pflanzen jedoch
nicht auf mégliche Resistenzen gegenliber bakteriellen Erregern. Nakajiama und
Mitarbeiter (1997) transformierten Humanlysozym in Tabak und flihrten Befallstest mit
Pseudomonas syringae pv. tabaci und Erysiphe cichoracearum durch. Blatter der
transgenen Pflanzen waren sowohl gegen Bakterienbefall als auch gegen den Befall
mit Mehltau weniger anfallig als nicht transgene Vergleichspflanzen. Eine Erklarung fir
die mdgliche Wirkungsweise des HEWL gegen den pilzlichen Erreger geben die
Autoren jedoch nicht.

Mit dem Ziel, die Resistenz gegen phytopathogene Bakterien zu steigern,
transformierten During und Mitarbeiter (1993) T4-Lysozym in Kartoffelpflanzen. Mit
Hilfe des 35S-Promotors und des a-Amylase Signalpeptids aus Gerste konnte das
Lysozym erfolgreich konstitutiv und extrazellular exprimiert werden. Zur Uberpriifung
der Anféalligkeit der transgenen Pflanzen wurden zwei unterschiedliche Tests
durchgefiihrt. Im Knollenscheibentest wiesen mit Erwinia carotovora atroseptica
inokulierte Lysozym-Knollen deutlich weniger Mazeration auf als nicht transgene
Knollen. Auflerdem konnte mit einem Sprofitest gezeigt werden, dald transgene
Kartoffelpflanzen die Infektion mit dem Bakterium Uberlebten und gesunde Sprosse
bildeten, wahrend die Kontrollpflanzen fast vollstandig abstarben.

Die Verwendung von Lysozymen zur Erganzung des pflanzlichen Abwehrsystems
scheint daher ein erfolgversprechendes Verfahren zu sein, die quantitative Resistenz
von Kulturpflanzen gegenilber bakteriellen Erregern zu erhéhen. Die anzunehmende
Ungefahrlichkeit der Lysozyme flir Warmbliter machen diese Proteine dartiber hinaus
zu interessanten Kandidaten fir die Transformation von Nahrungspflanzen (DURING,
1993; DURING et al., 1999).

2.3 Aufgabenstellung

Diese Arbeit befalt sich im wesentlichen mit den Mdglichkeiten und Zielen der
molekularen Resistenzzlichtung von Pflanzen gegeniber Pilzen.
Seit einigen Jahren werden in der Arbeitsgruppe von Dr. G. Jach am Max-Planck-

Institut fir Zichtungsforschung in Kéin erfolgreich natirliche Abwehrproteine, die aus
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verschiedenen Pflanzen und Bakterien stammen, in Tabak- und Kartoffelpflanzen
transformiert. So konnte die resistenzvermittelnde Wirkung der aus Gerste
stammenden PR-Proteine fB-1,3-Glukanase und Chitinase sowie des Ribosomen-
inaktivierenden Proteins (RIP) in transgenem Tabak gegenliber dem Bodenpathogen
Rhizoctonia solani bereits nachgewiesen werden (LOGEMANN et al., 1992; JACH et al.,
1995). Zur weiteren Erhéhung des Resistenzniveaus dieser Pflanzen wurden in dieser
Arbeit verschiedene Methoden zur verbesserten und gezielten Expression des RIP
Uberprift.

Jach und Mitarbeiter (1995) konnten auch verbesserte Resistenz von Pflanzen
nachweisen, die p-1,3-Glukanase und Chitinase bzw. RIP und Chitinase
koexprimierten. Dieser vielversprechende Ansatz wurde weiterverfolgt, um neue
Kombinationen von Abwehrproteinen in Tabak- und Kartoffelpflanzen zu
transformieren. Die phytopathologischen Untersuchungen zur Uberprifung der
Resistenzniveaus dieser transgenen Pflanzenlinien sind in dieser Arbeit auf

kulturspezifische Blattpathogene ausgedehnt worden.

Auf der Suche nach wirkungsvollen Resistenzmechanismen zum Schutz von
Kartoffelpflanzen gegenuiber phytopathogenen Bakterien untersuchten Diring und
Mitarbeiter (1993 und 1999) die Aktivitat von T4-Lysozym auf bakterielle Erreger
in vitro und in transgenen Kartoffelpflanzen. Die hohe Wirksamkeit des Lysozyms
gegen Bakterien und die deutlich verringerte Befallbarkeit von Kartoffelknollen nach
Inokulation mit Erwinia carotovora ssp. machen das Protein zu einem hoffnungsvollen
Resistenzfaktor flir die Pflanzenziichtung. Da die antimikrobielle Aktivitat des
Lysozyms nicht mehr ausschlieRlich auf Enzymfunktionen zuritickgefiihrt wird (DURING
et al.,, 1999; PELLEGRINI et al., 1992), eroffneten sich Fragen zur Wirksamkeit gegen
andere landwirtschaftlich wichtige Krankheitserreger. Daher sollten neben
Untersuchungen zur Wirkung von Lysozymen auf Keimung und Wachstum von
phytopathogenen Pilzen auch transgene T4-Lysozym-Kartoffeln auf ihr Verhalten nach
Infektion mit verschiedenen Blattpathogenen uUberpruft werden. Weiterhin sollten
mogliche resistenzvermittelnde Effekte in transgenen Kartoffeln und mdgliche

Wirkmechanismen gegen Pilze in vitro untersucht werden.

Transgene Pflanzen unterliegen bis heute in der Bundesrepublik Deutschland
besonderen SicherheitsmalRnahmen. So ist der Anbau solcher Pflanzen nur in
Gewachshausern der Sicherheitsstufe S1 mdglich. Die Freisetzung von transgenen
Pflanzen ist nur nach Genehmigung eines umfangreichen Freisetzungsverfahrens

erlaubt und zudem zeit- und kostenaufwendig. Ferner ist das zur Verfligung stehende
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Vermehrungsmaterial transgener Pflanzen insbesondere von Kartoffeln in der frihen
Forschungsphase oft begrenzt. Phytopathologische Untersuchungen, die die
molekulare Pflanzenzichtung begleiten, missen sich diesen schwierigen Bedingungen
anpassen. Ein von Gieffers (FLADUNG & GIEFFERS, 1993; GIEFFERS & FLADUNG, 1999)
fur in vitro-Befallstests entwickeltes Testverfahren, bei dem Blattscheiben in
Bewasserungsboxen inkubiert werden, sollte als Grundlage flir Resistenztests mit den
verschiedenen Pflanzenlinien dienen und auf die besonderen Anforderungen der
Testung transgener Pflanzen angepalit werden. Dieses Testverfahren schien geeignet,
mit verhaltnismalig geringer Pflanzenzahl und ohne die Zerstérung der ganzen
Pflanze im frihen Entwicklungsstadium, transgene Linien hinsichtlich ihres
Resistenzniveaus mit nicht-transgenen Pflanzen zu vergleichen. Neben den
entsprechenden Modifikationen, die durch die Verwendung neuer Wirt-Pathogen-
Systeme notwendig wurden, muf3ten neue Kultivierungs- und Sporulationsmethoden

fur diese Erreger erarbeitet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerite

Autoklav, Tuttnauer 2540 EL, Systec Labor-Systemtechnik
Biofuge, Heraeus-Instruments, Hanau

Bohr- und Frasgerat, Minimot 40, Proxxon, Niersbach/Eifel
Brutschrank BD 53, WTB-Binder, Tuttlingen
Kuhlbrutschrank 3001, Rumed, Laatzen

Kihlbrutschrank KLT/ S4, Ehret, Emmendingen
Mikroskop Axiophot 2, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
pH-Meter, pH 325, WTW, Weilheim

Photomakroskop, M 400, Wild, Heerbrugg, Schweiz
Pipetten, Eppendorf, Hamburg

Schuttelgerat, Reax 2000, Heidolph

Sterilbank, Uniflow 1200 UV

Thermomagnetrihrer, IKA Labortechnik, Staufen
Ultra-Turrax, IKA Labortechnik, Staufen

Waagen, Sartorius AG, Géttingen

Wasserbad, Memmert, Schwabach

3.2 Materialien

Chemikalien
Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien folgender Firmen verwendet:
Boehringer Mannheim GmbH (Roche Diagnostics GmbH), Mannheim
Difco Laboratories, Detroit, USA
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Merck KG, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Peptide
Die Peptide A4 und A23 sind Bestandteile des T4-Lysozyms und wurden synthetisch

hergestellt von Genosys Biotechnologies Inc., Cambridge, England.
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Peptid A4
Sequenz: PNRAKRVITTFRT (Pro Asn Arg Ala Lys Arg Val lle Thr Thr Phe Arg Thr)

Molekulargewicht 1559,853

Peptid A23
WDEAAVNLAKSRWYNQ (Trp Asp Glu Ala Ala Val Asn Leu Ala Lys Ser Arg Trp Tyr Asn

GIn)

Molekulargewicht 1951,148

3.3 Pathogenisolate

Tab. 1: Isolatbezeichnungen und Herkiinfte der verwendeten pilzlichen Pathogene

Pathogen Isolat Herkunft
Alternaria As Stamm 62028 der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen
.S.

solani und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig
Botrytis .

) B39, B42 Isoliert von Tabak bzw. Kartoffel, KéIn 1996
cinerea
Fusarium

F.0.3 Stamm 2018 der DSMZ, Braunschweig
oxysporum
Phytophthora B 0111 Enthalt die Virulenzgene 1 bis 11 und stammt vom Max-
d1-

infestans Planck-Institut fiir Zichtungsforschung, Koln; Abt. Hahlbrock
Phytophthora

o P.n.1 Stamm 62704 der DSMZ, Braunschweig
nicotianae

Rasse 0, wurde freundlicherweise von Dr. S.B. Slavov,

Phytophthora ) ) ) . i )

o P.n4 Institute for Genetic Engineering, Kostinbrod, Bulgarien, zur
nicotianae .

Verfligung gestellt.
Verticillium
V13 Institut far Pflanzenkrankheiten, Universitat Bonn

Ssp.
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3.4 Nahrmedien und Puffer

Pflanzen-Medium

43¢ MS Basal Salt Mixture (Sigma)
30g Saccharose
159 Agar

100 mg Kanamycin
1000 ml Hzodemin_

pH 5,8
Hafer-Agar
30g Haferflocken
15¢ Agar

1000 ml Hzodemin_

Haferflocken in Wasser zwei Stunden kochen, filtrieren und autoklavieren

Phytophthora nicotianae Medium

8¢ Lima-Bean-Agar (Difco)

19 CaCOg

39 KNO;

300 ml Haferschleim (15 g Haferflocken in 300 ml H,O, 2 h kochen)
13 ¢ Bacto-Agar (Difco)

50 mg Chloramphenicol
620 ml HZOdemin.
80 ml Gemiusesaft (Fa. Krings)

Gemiusesaft nach dem Autoklavieren und Abktihlen auf ca. 50 °C dazugeben

Gemisesaft-Agar

200 ml Gemisesaft (Fa. Krings)
39 CaCOs;

159 Agar

800 ml H2Ogemin.

Gemdusesaft nach dem Autoklavieren und Abkuhlen auf ca. 50 °C hinzugeben.
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Alternaria-Flissigmedium

29 KH,PO,4

29 CaCOg;

19 KNO;

19 Glukose

19 Saccharose

19 Hefe-Extrakt
0,3g L-Asparagin

50 ppm Chloramphenicol
160 ml Gemiusesaft (Fa. Krings, nach Abkuhlen auf ca. 50 °C hinzugeben)

A1-Puffer (nach Woloshuk et al., 1991)
15 mM K;HPO,
20 mM NaCl
pH 6,4

3.5 Pflanzenmaterial

3.5.1 Kartoffelsorten

Désirée: Speisesorte, friihe Reifegruppe, W. Lange, Bad Schwartau

Panda: Wirtschaftssorte, mittelspate bis sehr spate Reifegruppe, Uniplanta Saatzucht
KG, Brunnen

Secura: Speisesorte, mittelfriihe Reifegruppe, KWS, Einbeck

(Beschreibende Sortenliste, BUNDESSORTENAMT, 1998)

3.5.2 Glukanase und RIP exprimierende Tabaklinien

Die transgenen Tabaklinien 28 und 34 wurden von der Arbeitsgruppe Dr. G. Jach am Max-
Planck-Institut flr Zichtungsforschung hergestellt. Die Linie 28 exprimiert das Gen fir ein
Ribosomen-inaktivierendes Protein aus Gerste unter Kontrolle des 35S-Promotors. Die Linie
34 exprimiert das Chitinase-A-Gen aus Serratia marcescens ebenfalls unter der Kontrolle
des 35S-Promotors. Beide Konstrukte werden bei Jach und Mitarbeitern (1995) beschrieben.
Zur Transformation von Lectin-RIP in SR1-Tabak wurden die Plasmide KSHNTRIP und
pRT104 (TOPFER et al., 1987) verwendet. Das Plasmid KSHNTRIP (Abb. 1) enthalt das
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Ribosomen-inaktivierende Protein mit dem Lectin-Spacer, wahrend das Plasmid pRT104
(Abb. 2) den 35S-Promotor enthalt. Das Lectin-RIP-Insert wurde mit dem pRT104 ligiert und
das fertige Promotor-RIP-Konstukt zur Transformation in den binaren Vektor pBIN19 (DATLA

et al., 1992) umkloniert. Die Transformation von SR1-Tabak erfolgte wie bei Hoekema und

Mitarbeitern (1983) beschrieben.

Lectin
Spacer

KSHNTRIP
4375 bps

1000

3283 Scal___,

Abb. 1: Restriktionskarte des Plasmids KSHNTRIP mit dem RIP-Gen und dem Lectin-

Spacer. Amp: Ampicillinresistenzgen p-Lactamase.

Hindiil,1

i Sphl, 7

L RE]

i Hincll, 19

pRT104
3356 bps

“Scal, 1627

Abb. 2: Restriktionskarte des Plasmids pRT104 (TOPFER et
konstitutiven 35S-Promotor und dem 35S-pA

Ncol und EcoRI geschnitten.

Sacl, 1514

358-Prom. | BamHI 487

Sacl 721
.5mal,729

“BamH11187

“Hincll, 1218

_Pstl, 707
£.Sphl, 713
A7 Hindll, 719

" Ndel 535

al.,

1987) mit dem
Signalpeptid.
Ampicillinresistenzgen p-Lactamase. Das Plasmid wurde mit den Enzymen
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3.5.3 Glukanase, Chitinase und RIP exprimierende Kartoffellinien

Die transgenen Glukanase, Chitinase und RIP exprimierende Kartoffellinien wurden von der
Arbeitsgruppe Dr. G. Jach am Max-Planck-Institut fir Zichtungsforschung hergestellt. Die
Konstrukte, die fur die Transformation dieser Pflanzen verwendet wurden, sind bei Jach und
Mitarbeitern (1995) beschrieben.

3.5.4 Lysozym exprimierende Kartoffellinien der Sorten Désirée und Panda

Die Kartoffellinien der Sorten Désirée, Panda und Secura wurden von Herrn Dr. Klaus Diring
vom Institut fir Zichtungsmethodik bei Gemiise der Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung
in Quedlinburg bereitgestellt.

Die transgenen Linien DL1, DL2 und DL3 mit der Ausgangssorte Panda sowie die Linien
DL4 und DL5 mit der Ausgangssorte Désirée wurden mit dem binaren Vektor pSR 8-36
(Abb. 3) transformiert. Dieser enthadlt das T4-Lysozymgen unter der Kontrolle des

konstitutiven 35S-Promotors aus Cauliflower Mosaic Virus (CaMV).

clal
Bglll

BamHI |
sall B
Hind Il '
Pst| | \ EcoRI

\

Neo |

Nco |

Pst | __
Hind mﬁ\ ;E’

—Pwull

BsiE Il

Abb. 3: Restriktionskarte des binaren Vektors pSR 8-36, der zur Transformation der
Sorten Désirée und Panda mit dem T4-Lysozym-Gen unter Kontrolle des 35S-
Promotors (p35S) verwendet wurde (t35S: CaMV 35S-Terminator; SP-lys:
Gerste a-Amylase-Signalpeptid mit T4-Lysozym-Gen; pNOS: Nopalinsynthase-
Promotor; nptll: Neomycinphosphotransferase-Gen; tg4: TL-DNA Gen-4-
Promotor aus A. tumefaciens; oriV und oriT: Replikationsstartpunkte des
Plasmids pRK2; ori pBR: Replikationsstartpunkt aus pBR 322; AmpR:
Ampicillinresistenz-Gen).
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Das T4-Lysozymgen ist verbunden mit dem oa-Amylase-Signalpeptid aus der Gerste fir
extrazelluldre Sekretion. Ferner enthalten ist das Kanamycinresistenzvermitteinde Neo-
mycinphosphotransferasegen (nptll) unter Kontrolle des Nopalinsynthase-Promotors
(PNOS). Zur Transformation der transgenen Kontrolle DK1 diente der binare Vektor pSR 8-
30 (Abb. 4), der lediglich das Kanamycinresistenzgen nptll unter Kontrolle des

Nopalinsynthase-Promotors (pNOS) enthalt.

cay B
Bgl ".i

Sstil

Abb. 4: Restriktionskarte des binaren Vektors pSR 8-30, der zur Transformation der
transgenen Kontrolle DK1 mit dem nptll-Gen fiir Kanamycinresistenz unter der
Kontrolle des Nopalinsynthase-Promotors (pNOS) verwendet wurde (nptil:
Neomycinphosphotransferase-Gen; tg4: T, -DNA Gen-4-Promotor aus A.
tumefaciens; oriV und oriT: Replikationsstartpunkte des Plasmids pRK2; ori
pBR: Replikationsstartpunkt aus pBR 322; AmpR: Ampicillinresistenz-Gen)

3.5.5 Lysozym exprimierende Kartoffellinien der Sorte Secura

Der binare Vektor pSR 8-40 (Abb. 5) enthalt wie der pSR 8-36-Vektor das SP-Lysozymgen
unter Kontrolle des 35S-Promotors und das nptll-Gen fiir Kanamycinresistenz. Zusatzlich
wird die T4-Lysozym-35S-Promotor-Sequenz von zwei MAR-Regionen (matrix associated
regions) aus Sojabohne flankiert (BREYNE et al., 1992; PORSCH et al., 1998). Dieser Vektor
wurde fir die Transformationen der Linien 201/5, 202/11 und 208/5 der Kartoffelsorte Secura

sowie fir die Linien DL10 bis DL14 der Sorte Désirée verwendet.
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Abb. 5: Restriktionskarte des binaren Vektors pSR 8-40, der zur Transformation der
Sorten Secura und Désirée mit dem T4-Lysozym-Gen unter Kontrolle des 35S-
Promotors (p35S) verwendet wurde (MAR: matrix associated region; t35S:
CaMV 35S-Terminator; SP-lys: Gerste o-Amylase-Signalpeptid mit T4-
Lysozym-Gen; pNOS: Nopalinsynthase-Promotor; nptll: Neomycinphospho-
transferase-Gen; tg4: T.-DNA Gen-4-Promotor aus A. tumefaciens; oriV und
oriT: Replikationsstartpunkte des Plasmids pRK2; ori pBR: Replikations-
startpunkt aus pBR 322; AmpR: Ampicillinresistenz-Gen.

3.5.6 Lysozym exprimierende Kartoffellinien mit Mannopinsynthase-Promotor

Die transgenen 8-41-Linien der Kartoffelsorte Désirée exprimieren das T4-Lysozymgen unter
der Kontrolle des wund- und hormoninduzierbaren Mannopinsynthase-Promotor (pMAS) aus
Agrobacterium tumefaciens (FELTKAMP et al., 1995; LANGRIDGE et al., 1989, SANGER et al.,
1990). Zur Transformation dieser Linien wurde der binare Vektor pSR 8-41 (Abb. 6)
verwendet. Neben dem Kanamycinresistenz vermittelnden nptll-Gen enthalt das Plasmid

ebenfalls MAR-Regionen aus Sojabohne, die die SP-Lysozym-Promotor-Sequenz flankieren.
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anti-SP-lys
rrnB

Abb. 6: Restriktionskarte des binaren Vektors pSR 8-41, der zur Transformation der 8-
41-Linien (aus Désirée) mit dem T4-Lysozym-Gen unter der Kontrolle des
Mannopinsynthase-Promotors (pMAS) verwendet wurde (BL: linke T-DNA
border; BR: rechte T-DNA border; MAR: matrix associated region aus Glycine
max; pMAS: Mannopinsynthase-Promotor; SP-lys: Gerste o-Amylase-
Signalpeptid mit T4-Lysozym-Gen; tocs: Terminator des Octopinsynthase-
Gens aus A. tumefaciens; pNOS: Nopalinsynthase-Promotor; nptll: Neo-
mycinphosphotransferase-Gen; tg4: T, -DNA Gen-4-Promotor aus A.
tumefaciens; oriV und oriT: Replikationsstartpunkte des Plasmids pRK2; ori
pPBR: Replikations-startpunkt aus pBR 322; AmpR: Ampicillinresistenz-Gen;
rrnB: bakterieller Terminator; anti-SP-lys: antisense SP-lys-Gen; pTac:
bakterieller TAC-Promotor)

3.6 Pflanzenanzucht

3.6.1 Tabakpflanzen

Resistenzuntersuchungen an transgenem Tabak wurden mit Pflanzen der T1-Generation
durchgefiihrt. Die Selektion dieser Pflanzen erfolgte mit Hilfe des Markergens auf
Kanamycin-haltigem Nahrmedium. Dazu wurden die Samen zunachst durch UbergieRen mit
70prozentigem Ethanol (ca. 2 Minuten) und anschlieBendem dreimaligen Waschen in

sterilem Wasser oberflachlich sterilisiert. Die Samen wurden dann auf dem in Kapitel 3.4
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angegebenen Pflanzenmedium in Petrischalen ausgelegt. Die Nahrboden flir die transgenen
Linien enthielten zusatzlich 100 mg / | Kanamycin. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im
Thermo-Lichtschrank bei 25 °C und Wechsellicht. Alle Samen bildeten zunachst Keimblatter.
Nach einigen Tagen unterschieden sich die Pflanzen mit Kanamycinresistenz jedoch deutlich
von den nicht-resistenten Pflanzen. Resistente Samlinge bildeten rasch Wurzeln und
Primarblatter. Bei nicht-resistenten Pflanzen hingegen ging das Wachstum nicht tber das
Keimblattstadium hinaus (Abb. 7). Nach etwa 14 Tagen zeigten diese Samlinge zusatzlich
eine vollstandige Entfarbung der Keimblatter.

Nach der Bildung des ersten Laubblattes erfolgte das Umsetzen der selektierten Pflanzen
von den Petrischalen in grofiere Glaser. Hatten die Pflanzen etwa eine Grofie von 5 cm
erreicht und ausreichend Wurzeln gebildet, wurden zehn Pflanzen jeder Linie ins
Gewachshaus Uberfiihrt und in Einheitserde ED73 ausgepflanzt. Dazu wurden zunachst 10-
cm-Toépfe und nach dem Umtopfen 15-cm-Topfe verwendet. Da die Einheitserde mit einem
Langzeitdliinger versetzt war, war eine Zusatzdingung mit einem Volldlinger erst nach
einigen Wochen notwendig.

Die Kultivierung im Gewéachshaus erfolgte unter Ublichen Bedingungen. Die Temperatur lag
durchschnittlich bei etwa 20 bis 25 °C. In den Wintermonaten wurden die Pflanzen 4-5

Stunden taglich mit Zusatzlicht versorgt.

Abb. 7: Tabaksamlinge auf Kanamycin-haltigem Selektionsmedium; Pflanzen mit
Kanamycinresistenz (nptll-Gen) entwickeln Laubblatter, wahrend nicht-
resistente Pflanzen nur bis zum Keimblattstadium wachsen.
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Fir die Befallstests mit den verschiedenen Erregern wurden ausschlieRlich Pflanzen
verwendet, die ohne Pflanzenschutzmalihahmen (insbesondere Fungizide) herangezogen
worden waren. Trat in den Wintermonaten Mehltaubefall (Erysiphe cichoracearum) auf,
wurden die Pflanzen verworfen. Insektizidma3nahmen waren in der Regel nicht notwendig.
Ein geringer Befall der Weilen Gewachshausfliege (Trialeurodes vaporariorum) war nur
vereinzelt bei alteren Pflanzen zu beobachten.

Die Blattentnahme flir Befallstests erfolgte etwa ab dem Stadium, in dem die Pflanzen eine
Grole von 25 cm erreicht hatten. Von jeder Pflanze wurde nur ein Blatt der gleichen
Blattetage und der gleichen GréRe entnommen, aus dem dann 4-8 Blattscheiben gestanzt

wurden. Mit dem Beginn der Blitenbildung endeten die Befallsuntersuchungen an Tabak.

3.6.2 Kartoffelpflanzen

Neben Tabak wurden auch transgene Kartoffeln fur Resistenzuntersuchungen verwendet.
Dazu wurden in der Regel je Linie zehn Pflanzen aus Knollen herangezogen. Gut
vorgekeimte Knollen wurden dazu in ein Gemisch aus 1/3 Sand und 2/3 Komposterde in 15-
cm-Tépfe ausgepflanzt. Zur Nahrstoffversorgung wurde ein Langzeitdiinger unter die Erde
gemischt.

In den Sommermonaten wurden die Pflanzen ausschlieBlich in klimatisierten
Gewachshausabteilen angebaut. Die Temperaturen in diesen Abteilen betrug durch-
schnittlich 17-19 °C. Selbst an sehr heilen Sommertagen lag die Temperatur aufgrund der
Kihlung mindestens 5 °C unter der AuRentemperatur. Unter diesen Bedingungen lie3en sich
sehr kraftige Pflanzen heranziehen, die zudem nur sehr selten unter Insekten- bzw. Pilzbefall
litten. PflanzenschutzmaRnahmen waren daher nicht erforderlich. Der Anbau in den
Wintermonaten erfolgte unter Einsatz von taglich flinf Stunden Zusatzlicht.

Fur Untersuchungen mit der Linie 8-41 wurden in einigen Fallen zur schnellen Vermehrung
Pflanzen Uber Stecklinge herangezogen. Diese wurden dann unter den gleichen Be-
dingungen kultiviert wie die aus Knollen herangezogenen Pflanzen.

Die Blattentnahme fir Resistenzuntersuchungen an Kartoffeln erfolgte frihestens in einem
Stadium, in dem vier Blatter voll entwickelt waren. Von allen Pflanzen wurden ausschlief3lich
Blatter der gleichen Blattetage verwendet. Dabei wurde von jeder Pflanze jeweils nur ein
vollstandiges Fiederblatt entnommen. Zusatzlich muften diese Blatter etwa gleich grof3 und
frei von Verletzungen oder Vergilbungen sein. Mit dem Beginn der Blute endete die

Probennahme an den Testpflanzen.
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3.7 Erhaltung, Sporulation und Inokulation der Erreger

3.7.1 Phytophthora infestans

Als fakultativ biotropher Pilz kann P. infestans zwar auf kinstlichen Nahrmedien erhalten
werden, eine langere Kultivierung in vitro ist jedoch haufig mit einem Rickgang an Virulenz
und Pathogenitat verbunden. Aus diesem Grund wurde der Erreger ausschliellich auf
frischem Blattmaterial der Kartoffelsorte Désirée in Bewasserungsboxen erhalten. Durch
wochentliches Inokulieren von Blattscheiben mit einer Sporangiensuspension, die von
bereits sporulierenden Blattstiicken gewonnen wurde, konnte sichergestellt werden, daf
stets ausreichend Infektionsmaterial fur Befallstests zur Verfugung stand. Die Inkubation
hierfur erfolgte im Thermo-Lichtschrank bei einer Dauertemperatur von 10 °C. Der
Befallsverlauf war bei dieser niedrigen Temperatur zwar verhaltnismalig langsam, die
gebildeten Sporangien waren so jedoch mehrere Tage verwendbar.

Als Inokulum flir Resistenztests wurden Sporangiensuspensionen verwendet, die durch
Abspllen sporulierender Blattscheiben mit Leitungswasser hergestellt wurden. Die
Suspension wurde auf eine Konzentration von 200 Sporangien je 20 pl (10* Sporangien / ml)
eingestellt und in einem offenen Becherglas fur 20 bis 30 Minuten im Kuhlschrank auf 4 °C
abgekihlt. Anschlielend erfolgte die Inokulation durch Aufsetzen eines 20 pl Tropfens auf
die mit den Unterseiten nach oben ausgelegten Blattscheiben. Die Kaltebehandlung
bewirkte, dald innerhalb der folgenden 2-3 Stunden Zoosporen aus den Sporangien
schllupften.

Fur Resistenztests mit P. infestans betrug die Inkubationstemperatur 17 °C / 10 °C mit einer
Licht- bzw. Temperatur-Periode von 8/16 Stunden. Eine erste quantitative Befalls-
bestimmung der inokulierten Blattscheiben konnte unter diesen Bedingungen in der Regel

nach 5-6 Tagen durchgefiihrt werden.

3.7.2 Phytophthora nicotianae

Zur Kultivierung von Phytophthora nicotianae wurde ein in Kapitel 3.4 beschriebenes neues
Nahrmedium entwickelt, das ein besonders starkes Myzelwachstum gewahrleistete. Da
Gemiusesaft ein wichtiger Bestandteil des Mediums ist, konnte dieser Nahrboden nicht
gelagert werden, sondern mufte regelmafig vor Gebrauch neu hergestellt werden.

P. nicotianae wurde auf diesen Phytophthora-Agar Uberimpft und bei Raumtemperatur
kultiviert. Nach etwa zehn Tagen wurde das oberflachliche Myzel vorsichtig mit einem
Skalpell vom Nahrmedium abgezogen, in eine Petrischale Gberfiihrt und mit einigen Millilitern
einer 0,01 M KNOs;-Loésung Ubergossen (GOODING & LucAs, 1959). Durch Schwenken der
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Petrischale konnte das Myzel gleichmalig in der Flussigkeit verteilt werden. Nach drei bis
funf Tagen waren groRe Mengen Sporangien gebildet. Mit Hilfe eines Metallsiebes (0,5 mm
Maschenweite) wurden die Sporangien mit HyOgemin. vVom Myzel gespult. Zur Erhéhung der
Sporangienkonzentration mufte die Suspension in einigen Fallen bei 3 000 upm. zentri-
fugiert und der Uberstand abpipettiert werden.

Die Inokulation erfolgte durch Aufsetzen eines 20 ul-Tropfens der Sporangiensuspension auf
die Blattunterseiten von Tabakblattern. Die Sporangienkonzentration betrug dabei 200
Sporangien je Tropfen.

In einigen Tests wurden Tabakblattscheiben mit myzelbewachsenen Agarstiicken inokuliert.
Dazu wurden Agarstiicke mit einem 4 mm-Korkbohrer am Rand einer auf Hafer-Agar
wachsenden P. nicotianae Kultur ausgestochen. Diese Agarblocke wurden anschliefiend mit
ihrer myzelbewachsenen Seite auf die Unterseiten von Tabakblattscheiben gesetzt.

Die Inkubation der Befallstests mit P. nicotianae erfolgten bei einer Temperatur von 20 bis 22
°C im Thermo-Lichtschrank. Das Licht/Dunkelheit-Intervall betrug 12/12 Stunden.

3.7.3 Alternaria solani

Die Erhaltung von Alternaria solani erfolgte auf Potato-Dextrose-Agar (Difco). Da der Erreger
jedoch nicht auf gebrauchlichen Nahrmedien sporuliert, muf3te ein neues Verfahren zur
Gewinnung von Konidien entwickelt werden. Dazu wurde A. solani in einem fliissigen
Nahrmedium bei 20 °C angezogen. Nach dreitdgiger Wachstumszeit im Erlenmeyerkolben
wurde das Nahrmedium abgegossen und das gebildete Myzel unter sterilen Bedingungen
mit einem Ultra-Turrax zerkleinert. Anschlielend wurde eine dinne Schicht der
Myzelsuspension auf Wasseragar mit einem Gehalt von 0,5 % Zellulose verteilt. Die
Inkubation im Klimaschrank erfolgte unter UVA-Licht bei 17 °C. Nach etwa einer Woche
waren ausreichend Konidien gebildet, um durch Abspllen der Sporen mit Wasser eine
Konidiensuspension herzustellen. Nach dem Einstellen der Konidiensuspension auf 500
Konidien / 20 pl wurde ein Tropfen der Suspension mit einer Combitip-Pipette (Eppendorf)
auf die Unterseiten der Kartoffelblattscheiben gesetzt. Die Inkubation der A. solani -
Befallstests erfolgte bei einer Temperatur von 17 bis 20 °C. Die Tag/Nacht-Periode lag bei
12/12 Stunden.

3.7.4 Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Verticillium ssp.

Die Erreger Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum und Verticillium ssp. wurden auf Potato-
Dextrose-Agar (Difco) kultiviert und Uberdauert. Alle Pilze sporulierten zuverlassig auf

diesem Medium und bildeten ausreichend Sporen fir Infektions- oder in vitro-Tests. Die
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Gewinnung der Konidien erfolgte in der Regel durch Abspullen der Sporen von der
Myzeloberflache mit sterilem Wasser. Konidiensuspensionen von B. cinerea wurden zur
Anregung der Sporenkeimung mit 0,3prozentiger Maltoselésung hergestellt.

Bei Inokulation von Tabakblattscheiben mit Konidien der zur Verfligung stehenden B. cinerea
Isolate entwickelte sich nur geringer Befall. Im Bereich der Inokulationstropfen bildeten sich
nur kleine Nekrosen, die nur eine Befallsflache von ca. 5 % erreichten. Aus diesem Grund
wurden fur die Resistenztests mit transgenem Tabak 4 mm grol3e Agarstiicke, die aus den
Randzonen von wachsenden Kulturen enthommen wurden, zur Inokulation verwendet. Das
Aufsetzen der Agarstiicke erfolgte mit der myzelbewachsenen Seite auf die Unterseiten der
Blattscheiben. Diese Befallstests wurden mit 2,5 cm groften Blattscheiben und bei einer

Inkubationstemperatur von 20 °C durchgeflihrt.

3.8 In vitro-Wirkung verschiedener Lysozyme und Peptide

3.8.1 Keimschlauchldangentests mit Lysozymen und Peptiden

Zur Uberprifung der Wirkung verschiedener Proteine und Peptide auf das Wachstum
pilzlicher Erreger wurden Keimschlauchlangentests durchgefiihrt. Dazu wurden Konidien
verschiedener Pflanzenpathogene verwendet (F. oxysporum, P. nicotianae, B. cinerea, A.
alternata). In die Untersuchungen einbezogen wurden folgende Substanzen:

T4-Lysozym (T4-Lys)

Denaturiertes T4-Lysozym (T4 D)

T4-Lysozym Mutante M6K (T4M)

Peptid A4

Peptid A23

Huhnereiweillysozym (HEWL)

Denaturiertes HEWL (HEWL D)

Rinderserumalbumin (BSA)

Denaturiertes BSA (BSA D)

BSA und denaturiertes BSA dienten bei allen Versuchen als Proteinkontrollen. Entsprechend
ihrer unterschiedlichen Ldslichkeiten, waren die Stoffe in verschiedenen Pufferldsungen
angesetzt. Daraus resultierten folgende Kontrollen:

I 1 x PBS (T4-Lys, A4, T4M)

Il PBS + DMSO (T4D)

Il PBS/DMSO/Triton (A23)
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Die Proteine HEWL, T4-Lys und BSA wurden im Wasserbad zehn Minuten bei 80 °C
denaturiert. Damit die Proteine auch nach dem Denaturieren geldst blieben, wurde den

Puffern DMSO bzw. DMSO/Triton zugegeben. Ein geringer Rest der Proteine blieb ungeldst.

Die Keimschlauchlangentests wurden mit Hilfe von sterilen Lab-Tec® Chamber Slides™ der
Firma Nunc durchgeflhrt. Dabei handelt es sich um Objekttrager mit acht aufgesetzten,
quadratischen Kavernen aus transparentem Kunststoff. Jede dieser Kavernen wurde mit je
500 pl Wasseragar (Leitungswasser + 1,5 % Agar, pH 6,5) geflllt. Nach Herstellung der
verschiedenen Sporensuspensionen und Zugabe des zu untersuchenden Lysozyms bzw.
Peptids wurden 16 ul Suspension in jede Kaverne gegeben.

Fir Tests mit B. cinerea und F. oxysporum (Isolate F.o. 3 und B 39; siehe Tab. 1) wurden
zunachst sterile Konidiensuspensionen mit einer Dichte von 500 Konidien / 20 ul (2,5 x 10°
Konidien / ml) hergestellt. Diese Suspensionen wurden fiir drei Minuten bei 12 000 upm.
zentrifugiert und nach dem Abpipettieren des Uberstandes in dem gleichen Volumen der
verschiedenen Pufferlosungen bzw. Kontrolldsungen resuspendiert. AnschlieRend erfolgte
die Zugabe von Lysozym bzw. Peptid bis zu einer Endkonzentration von 0,5 ug / pl. Nach
dem Einfillen der Konidiensuspension in die Chamber Slides betrug die Inkubationszeit fir
B. cinerea etwa drei Tage und flr F. oxysporum 7 Stunden bei Raumtemperatur. Jede
Variante wurde in vierfacher Wiederholung angesetzt.

Weitere Keimschlauchlangentests wurden mit P. nicotianae durchgefihrt. In Vorunter-
suchungen wurde festgestellt, dal® nur sehr wenige Sporangien bzw. Zoosporen des Pilzes
P. infestans auf kinstlichen Nahrmedien keimten. Da der Pilz zudem nur auf Blattscheiben
und nicht steril kultiviert wurde, war dieser Erreger flir Sporenkeimungstests auf Agar nicht
geeignet. Statt dessen wurde zunachst P. nicotianae als Testorganismus verwendet.

Die Sporangienproduktion in 0,01 M KNO;-Ldsung erfolgte wie in Kapitel 3.7.2 beschrieben.
Nach dem Absieben des Myzels mit einem Edelstahlnetz (Maschenweite 150 ym) und dem
Auffangen der Sporangien mit einem Nylonnetz (Maschenweite 20 um) wurden die Sporan-
gien in A1-Puffer suspendiert und anschlieRend fir 30 Minuten bei 4 °C gekuhlt. Daraufhin
schllpften die Zoosporen innerhalb der folgenden 20 Minuten bei Raumtemperatur und die
Zoosporendichte konnte auf ca. 500 je 20 pl (2,5 x 10° je ml) eingestellt werden.
Anschlieend erfolgte die Zugabe der zu untersuchenden Proteine bzw. Peptide bis zu einer
Endkonzentration von 0,5 pg / yl und das Einfullen von jeweils 16 pl in die Chamber Slides.
Die Inkubationszeit betrug 20 Stunden bei Raumtemperatur.

Nach Ablauf der spezifischen Inkubationszeiten wurden die Chamber Slides im Lichtmikro-
skop ausgewertet. Dabei wurden bei 200facher VergréRerung mit dem Objektmikrometer die
Lange von jeweils 40 Keimschlduchen je Variante gemessen. Die Auswahl der gemessenen

Keimschlauche erfolgte zuféllig und Gber die gesamte Flache einer Kammer verteilt.
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Bei einem weiteren Verfahren zur Uberprifung der Wirkung von Lysozymen wurden
Pilzsporen in einem stark verdinnten Puffertropfen auf einem Objekttrager inkubiert. Um ein
Eintrocknen der Tropfen zu verhindern, wurden die Objekttrager in einer Feuchtebox
gelagert. Dieses Verfahren ermoglichte neben Tests mit B. cinerea, A. solani und F.
oxysporum auch Keimschlauchlangentests mit P. infestans Zoosporen, die nur in geringem
MalRe auf Agar keimten. Um zusatzlich die keimhemmende Wirkung des PBS-Puffers
auszuschlie®en, wurden die zu untersuchenden Proteine in A1-Puffer (Phytophthora-Puffer)
und in Wasser gelost.

Sporangiensuspensionen von P. infestans wurden nicht-steril von sporulierenden Kartoffel-
Blattscheiben hergestellt und auf eine Konzentration von 300 Sporangien je 20 pl eingestellt.
Zur Anregung des Zoosporenschlupfs wurde die Suspension fir 30 Minuten auf 4 °C gekuhlt.
AnschlielRend wurden die gewtlinschten Proteinkonzentrationen eingestellt und je zwei 40 pl-
Tropfen auf zuvor gereinigte Objekttrager aufgesetzt. Um das Eintrocknen der Tropfen zu
verhindern, wurden auch die Objekttrager in Feuchteboxen inkubiert. Zur Uberpriifung der
Wirksamkeit der Proteine dienten Konzentrationsreihen mit Konzentrationen zwischen 0,01
und 1,0 ug / pl. Alle Versuche wurden bei 20 bis 22 °C inkubiert und mindestens dreimal

wiederholt.

3.8.2 Sytox-Farbetest

Zur weiteren Uberpriifung der Wirkungsweise von Lysozymen bzw. Peptiden auf pilzliche
Erreger wurde ein Farbetest (REED et al., 1997) durchgeflihrt. Dieser Test verwendet den
Fluoreszenzfarbstoff SYTOX Green Nucleic Acid Stain (S-7020; Molecular Probes). Der
Farbstoff besitzt eine hohe Affinitat zu Nukleinsduren, kann jedoch nicht durch
funktionsfahige Membranen in lebende Zellen eindringen. Sind die Membranen jedoch
geschadigt oder ist die Zelle bereits abgestorben, dringt der Farbstoff ein und farbt das
Zellinnere im Fluoreszenzlicht leuchtend grun.

Fur die Untersuchung fanden F. oxysporum und P. infestans als Testorganismen
Verwendung. Die zu Uberprifenden Substanzen waren T4-Lysozym, Hihnereiweil3lysozym,
das Peptid A4 sowie Rinderserumalbumin (BSA) und PBS-Puffer als Kontrollen. Da das
Peptid A23 in Triton und DMSO gel6st war, konnte es wegen der membranbeeinflussenden

Wirkung dieser Stoffe nicht mit in die Untersuchungen einbezogen werden.
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FUr den Versuch wurde folgender Ansatz verwendet:
32 ul Potato-Dextrose-Broth (mit 100 ppm Chloramphenicol; pH 6,5)
18 ul Protein- / Peptidldsung bzw. Kontrolllésung

10 ul Sporensuspension

Die Endkonzentration aller zu untersuchenden Stoffe betrug 3 ug / ul und die Sporen-
endkonzentration lag bei ca. 3 000 Konidien / 20 pl fir F. oxysporum und 100 Sporangien /
20 ul fur P. infestans.

Nach drei Stunden Inkubation der Sporensuspensionen bei 20 °C in Eppendorf-
Reaktionsgefallen wurde der Farbstoff SYTOX bis zu einer Endkonzentration von 5 yM
hinzupipettiert und fir weitere 10 Minuten inkubiert.

Als Positivkontrolle diente eine Pufferkontrolle, die in gleicher Weise wie oben beschrieben
inkubiert, jedoch anschlieRend fur 10 Minuten mit 70prozentigem Ethanol behandelt wurde.
Danach wurden die Sporen abzentrifugiert, in PDB resuspendiert und mit dem Farbstoff
angefarbt.

Nach dem Anfarben mit SYTOX wurden die Proben im Fluoreszenzmikroskop bei 400facher
Vergrélierung untersucht und fotografiert. Verwendet wurde dabei das Mikroskop Axiophot 2

und der Fluoreszenzfilter 09 (450 - 490 nm) der Firma Zeiss.

3.9. Resistenztests

3.9.1 Blattscheibentests in Bewasserungsboxen

Um die Vielzahl transgener Linien auf ihre Resistenz gegenlber unterschiedliche Erreger zu
Uberprifen, wurde ein Blattscheibentest verwendet. Die von Gieffers und Mitarbeitern
(1989 wund 1999) beschriebene Methodik verwendet lichtdurchlassige, stapelbare
Kihlschrankdosen (Firma Hillenbrand & Brder, Meinerzhagen) aus Kunststoff mit den Mal3en
20 x 20 x 6 cm (10 x 20 x 6 oder 10 x 10 x 6 cm) zur Inkubation nach naturlicher oder
kanstlicher Infektion (Abb. 8).

Ein Edelstahlgitter mit den Mallen 19 x 25 cm mit quadratischen Maschen von 1 x 1 cm wird
an den klrzeren Seiten um jeweils 3 cm rechtwinkelig abgebogen, so dall beim Einsetzen in
die Kunststoffschalen eine Distanz zwischen Gitter und Boden entsteht. Auf das Gitter wird
ein ca. 30 cm langer, mit Wasser angefeuchteter Acrylwollfaden gelegt, dessen Enden bis
auf den Boden der Schale reichen missen. Als Auflage flr das zu untersuchende
Pflanzenmaterial dient ein gut saugendes Filterpapier (Firma Schleicher & Schill, Dassel,

Nr. 520 A), das zur optimalen Flachenausnutzung auf 19,5 x 19,5 cm geschnitten wird.
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Schlie3lich wird die Bewasserungsbox ca. 1,5 cm hoch mit Leitungswasser gefullt, wobei

gleichzeitig das Filterpapier sorgfaltig angefeuchtet wird.

Abb. 8: Aufbau einer Bewasserungsbox zur Durchfiihrung von Blattscheibentests

Auf dem Filterpapier entsteht ein dinner und gleichmaRiger Wasserfilm, der durch die
Wassernachlieferung des Acrylfadens aus dem Reservoir permanent erhalten bleibt.
Uberschiissiges Wasser flieRt am Gitter zuriick in die Schale. Dadurch wird das auf dem
Filterpapier liegende Pflanzenmaterial gleichbleibend und ausreichend mit Wasser versorgt.
Gesundes Blattmaterial einiger Pflanzenarten wie Tabak, Kartoffel oder Mais konnten auf
diese Weise ohne chemische Wasserzusatze fir zwei bis drei Wochen erhalten werden.

Die Bewasserungsboxen werden mit einem ebenfalls lichtdurchlassigen Deckel, der einseitig
mit Nocken versehen ist, verschlossen. Dadurch 1aRt sich die Hohe der Luftfeuchtigkeit in der
Schale regulieren. Wird die Schale mit der glatten Seite des Deckels verschlossen, bildet
sich aufgrund des Wasserinhalts eine sehr hohe Luftfeuchtigkeit. Bei Verwendung der
Nockenseite des Deckels, kommt es zu einem gleichmaligen Luftaustausch mit der
Aulenluft, wodurch der Feuchtigkeitsgehalt der Luft in der Box reduziert wird.

Alle Befallsuntersuchungen mit Bewasserungsboxen fanden unter nicht-sterilen
Bedingungen statt. Filterpapier, Leitungswasser und Acrylwollfaden wurden vor der Ver-
wendung nicht autoklaviert. Die wiederverwendbaren Schalen und Gitter wurden jedoch vor
jedem Versuch autoklaviert. Das verwendete Pflanzenmaterial aus dem Freiland bzw.

Gewachshaus wurde ohne oberflachliche Sterilisierung verwendet. Zur Uberprifung evtl.
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vorhandener latenter Infektionen bzw. bakterieller oder pilzlicher Kontaminationen wurden in
allen Befallstests zusatzliche Blattscheiben, die keine Symptome zeigten, als Kontrollen

ausgelegt.

Fir alle Befallsuntersuchungen wurden keine vollstandigen Blatter, sondern Blattscheiben
verwendet. Zur Herstellung von Blattscheiben mit wahlweise 20 oder 25 mm Durchmesser
diente eine spezialangefertigte Blattstanze. Diese ermdglichte durch ein besonderes
Schneidwerkzeug mit Wellenschliff sauberes und quetschungsfreies Ausschneiden der
Scheiben. Glatte Schnittkanten sind fiir die Verminderung von bakteriellen und pilzlichen
Sekundarinfektionen besonders wichtig.

Durch die einfache Funktionsweise und die gute Handhabung des Gerates kdnnen grolie
Blattmengen in kurzer Zeit zu Blattscheiben verarbeitet werden. Ferner ermdglichen die
gleichgrofien Blattscheiben eine optimale Platzausnutzung in den Bewasserungsboxen und
vereinfachen und prazisieren zudem die Befallsbonitur. In den 20 x 20 cm grofRen Schalen
finden 64 kleine (20 mm) bzw. 49 grol3e (25 mm) Blattscheiben Platz.

Die Inkubation der Befallstests in Bewasserungsboxen erfolgte in Inkubationsschréanken
mit seitlich angeordneten Leuchtstoffrohren. Die durchschnittliche Lichtleistung, die in der
Mitte der Schranke etwa 15 bis 25 pmol-s'1-m'2 betrug, war ausreichend, um das Blatt-
material in gestapelten Bewasserungsboxen photosynthetisch aktiv zu halten.

Fir alle Tests wurde eine Tag/Nachtperiode von 16/8 Stunden eingehalten. Die Inkubations-
temperaturen und die Licht/Dunkelheit-Perioden wurden dem Versuchsaufbau entsprechend
unter Bericksichtigung der optimalen Wachstumsanspriiche des jeweiligen Pathogens
gewahlt (siehe Kapitel 3.7.1 bis 3.7.4).

3.9.2 Bonitur der Blattscheibentests

Zur quantitativen Befallsbestimmung nach Inokulation mit verschiedenen Erregern, diente ein
speziell fir Blattscheiben entwickeltes iteratives Boniturverfahren (GIEFFERS & FLADUNG,
1999). Hierbei wird fur jede einzelne Blattscheibe visuell der prozentuale Anteil der
Befallsflache an der Gesamtflache ermittelt. Dabei wird zunachst geschatzt, ob mehr oder
weniger als 50 % der Blattscheibe durch Pathogenbefall nekrotisiert ist. Im nachsten Schritt
wird der Befall auf groRer oder kleiner 25 bzw. 75 % geschatzt. So kann schrittweise die
exakte Befallsflache bestimmt werden. Erfahrungsgemaf ist der Boniturfehler dieses Ver-

fahrens bei Werten unter 50 % kleiner als 5 % und bei Werten tGber 50 % kleiner als 10 %.
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Zur Unterstitzung der Befallseinschatzung kann die Boniturtafel (Abb. 9) mit insgesamt 45
Schaubilder, die in 5%-Schritten unterschiedliche Befallsstarken mit verschiedenen Befalls-
verteilungen auf einer kreisrunden Flache darstellen, zur Hilfe genommen werden. Jede
Blattscheibe kann somit einem der mafRstabsgenauen Schaubilder zugeordnet und ihr
prozentualer Befallswert eingeschatzt werden.

Da insbesondere bei Freilandmaterial latenter Befall nicht ausgeschlossen werden konnte,
wurden fir jeden Versuch einige Blattscheiben als nicht inokulierte Kontrollen verwendet.
Hierdurch lieRen sich auch eventuell auftretende natirliche Vergilbungen, Nekrosen oder
Welken sicher erkennen und gegebenenfalls bei der Bonitur der inokulierten Blattscheiben

bertcksichtigen.

OO0 )
D0 O
BEO - QOO -
B
el OO -
B0 O -

90%

60%

25%

I

Abb. 9: Boniturschema zur Veranschaulichung der iterativen Bonitur an Blattscheiben
(nach Gieffers, unverodffentlicht); fiir jede Boniturstufe sind drei moégliche
Verteilungsmuster des Befalls dargestellt.
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3.10 Statistik

Die Verrechnung der Daten erfolgte mit den Statistikprogrammen SPSS und Statistica.
Wegen Varianzinhomogenitaten bei einigen Versuchsreihen wurden parameterfreie Tests
verwendet. Die Ergebnisse der Blattscheibentests wurden daher mit dem Wilcoxon-Test flr
paarweise Mittelwertvergleiche verrechnet. In allen Verrechnungen wurde die
Irrtumswahrscheinlichkeit auf p < 0,05 festgesetzt. Mit Hilfe der Korrelationsanalyse
(Produkt-Moment-Korrelation) erfolgte die Bestimmung der Starke des Zusammenhangs

zwischen zwei Testreihen.
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4 Ergebnisse

Wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit waren phytopathologische Untersuchungen mit
verschiedenen pilzlichen Erregern an Kartoffel- und Tabakpflanzen. Grundlage fir diese
Untersuchungen bildete ein in vitro-Test, bei dem Blattscheiben in Bewasserungsboxen
inkubiert wurden. Da unterschiedliche Wirt-Pathogen-Kombinationen getestet wurden,
muften anhand zahlreicher Vorversuche die Inokulationsmethoden und die Inkubations-
bedingungen den entsprechenden Systemen angepal’t werden.

Botrytis cinerea und Phytophthora nicotianae als wirtschaftlich wichtige Tabakpathogene
wurden zur Uberpriifung der Resistenzniveaus transgener Tabakpflanzen verwendet.
Resistenzuntersuchungen an transgenen Kartoffelpflanzen wurden mit den Pathogenen
Phytophthora infestans und Alternaria solani durchgefuhrt.

Neben den Befallsuntersuchungen an transgenen Pflanzen wurden auch Untersuchungs-
methoden zur in vitro-Wirkung verschiedener Abwehrproteine auf pilzliche Erreger erarbeitet.
Dabei lieferten Keimschlauchldngentests und ein Sporangienfarbetest Ergebnisse zur
Aktivitdt und Wirkungsweise dieser Substanzen auf Sporenkeimung und Myzelwachstum

phytopathogener Pilze.

4.1 Transgene Pflanzen mit den Abwehrproteinen Glukanase, Chitinase und RIP

4.1.1 Resistenzuntersuchungen an transgenem Tabak

Ausgangsmaterial fir die Transformation von PR-Proteinen in Tabak waren Pflanzen der
Wildtyplinie SR1. Fur alle Befallstests dienten Pflanzen dieser Linie als nicht-transgene
Kontrollen.

Untersucht wurden zwei von Dr. G. Jach (MPI fur Zuchtungsforschung, Koln) bereitgestellte
transgene Tabaklinien, die eine Exochitinase (CHI-A) des Bodenbakteriums Serratia
marcescens bzw. das Ribosomen-inaktivierende Protein (RIP) aus Gerste exprimierten. Zur
Uberprifung méglicher synergistischer Effekte dieser beiden Proteine sollte eine dritte Linie,
die diese Proteine koexprimierte, verwendet werden. Aus den zur Verfugung stehenden
Transformanden der F1-Generation wurden die Linien SR1 x 28-6.11 (RIP), SR1 x 34-3.1
(CHI-A) und 34-3.1 x 28-6.9 (CHI-A x RIP), aufgrund der hohen Fremdproteingehalte
ausgewahlt.

Die Pflanzen dieser Linien zeigten sowohl in der Anzuchtphase auf kanamycinhaltigem
Nahrmedium als auch bei der weiteren Kultivierung im Gewachshaus keine Unterschiede in

ihrer Entwicklung und keine phanotypischen Veranderungen im Vergleich zu SR1.
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Far die Blattscheibentests wurden zwischen dem 5-Blatt-Stadium und dem Beginn der Bllte
jeweils aus der mittleren Blattetage Blatter entnommen. Die erste Bonitur des Befalls erfolgte
in der Regel drei Tage nach der Inokulation. Die Abweichungen der Befallshéhen zwischen
den Versuchen sind auf die unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Pflanzen und
geringflgige Abweichungen in den Zeitpunkten der Bonitur zurtickzufihren.

Es wurden insgesamt 14 unabhangige Befallsversuche mit B. cinerea zu unterschiedlichen
Entwicklungsstadien der Pflanzen durchgefihrt. Tabelle 2 zeigt die Mittelwerte der einzelnen
Untersuchungen. Die zusammengefalten Ergebnisse der Versuche sind in der letzten Zeile
der Tabelle als relative Befallswerte im Vergleich zur nicht-transgenen Kontrolle SR1

dargestellt.

Tab. 2: Ubersichtstabelle zu den Versuchsergebnissen der Blattscheibentests mit
Botrytis cinerea an transgenen Tabaklinien. Angegeben sind die Boniturwerte
14 unabhéngiger Versuche als durchschnittlich befallene Blattscheibenflache
in Prozent. (RIP=Ribosomen-inaktivierendes Protein, CHI-A=Chitinase-A, Mw.=
Mittelwert, relativ=Befall relativ zu SR1).

Versuch-Nr. SR1 SR1x28-6.11 SR1x34-3.1 34-3.1x 28-6.9
(RIP) (CHI-A)  (CHI-A x RIP)
1 70,4 49,3 68,2 454
2 65,6 48,8 438 44,0
3 39,7 56,9 12,9 7,1
4 50,8 44,9 26,3 36,4
5 80,5 75,7 62,7 59,8
6 16,2 6,5 7.8 25,4
7 19,0 15,9 11,6 12,2
8 67,9 39,2 56,1 46,5
9 38,8 14,5 23,9 13,7
10 46,7 23,1 36,9 18,3
1 44,8 25,8 457 29,5
12 37,1 21,8 17,3 31,5
13 58,2 77,1 34,7 33,8
14 39,3 20,7 13,4 18,9
Mw. 48,2 37,2 33,0 30,2
relativ 100,0 7741 68,4 62,6

Tab. 3: Vergleich der aus den Mittelwerten der Kreuzungspartner berechneten
Erwartungswerte mit den tatsdachlichen Befallsmittelwerten der Kreuzungslinie
34-3.1x28-6.9 nach Inokulation mit Botrytis cinerea (Mw.=Mittelwert).

Vers.-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Mw.
Erw. Wert 58,8 46,3 34,9 356 692 75 138 47,7 192 30 358 19,6 559 17,1 351
34-3.1x28-6.9 454 44 71 364 59,8 254 12,2 46,5 13,7 183 29,5 31,5 33,8 18,9 30,2
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RIP exprimierende Tabakpflanzen der Linie 28-6.11 zeigten im Mittel der Versuche mit ca.
37 % durchschnittlicher Befallsflache eine Befallsreduktion von ca. 22 % im Vergleich zu
SR1. Transgene Pflanzen mit dem CHI-A-Protein waren nach Auswertung aller Tests um ca.
31 % weniger stark mit B. cinerea befallen als SR1. Beide Proteine vermitteln somit deutlich
verstarkte quantitative Resistenz gegen diesen Erreger.

Die Kreuzungslinie 34-3.1x28-6.9, die beide Abwehrproteine exprimierte, war mit
durchschnittlich 30,2 % befallener Blattscheibenflache und einer Befallsreduktion von etwa
37 % gegenuber SR1 die Linie mit dem héchsten Resistenzniveau. In Tabelle 3 wurden die
Erwartungswerte fir das Resistenzniveau dieser Linie aus den Mittelwerten der
Kreuzungspartner berechnet. Ein Vergleich der Werte zeigt, dall elf der ermittelten 14
Befallswerte die Erwartungswerte Ubertreffen. Die erfolgreiche Expression beider Proteine
fluhrte somit zu einer quantitativen Resistenz der Linie 34-3.1x28-6.9, die aufgrund des
Zusammenwirkens der Resistenzfaktoren Gber dem erwarteten Mal} lag.

Die Mittelwerte der Versuche wurden mit dem Friedmann-Test fir verbundene Stichproben
statistisch untersucht. Daraus ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den
Grundgesamtheiten. Die Uberpriifung der Befallsmittelwerte im Wilcoxon-Test zeigte, dal
jede der drei transgenen Linien bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % signifikant von
SR1 verschieden war. Zwischen den drei transgenen Linien gab es keine statistisch

absicherbaren Unterschiede.
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Abb. 10: Relativer Befall der transgenen Tabaklinien 28-6.11 (RIP), 34-3.1 (CHI-A) und
34-3.1 x 28-6.9 (RIP/CHI-A) mit Botrytis cinerea im Verhdltnis zu SR1;
Mittelwerte aus 14 Resistenztests. Sdulen mit * unterscheiden sich signifikant
zu SR1 (Wilcoxon-Test, p < 0,05).
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In gleicher Weise wie mit B. cinerea sind auch Blattscheibentests mit P. nicotianae
durchgeflhrt worden. Die Inokulation erfolgte dabei ebenfalls durch Aufsetzen myzelbe-
wachsener Agarsticke auf die Unterseiten von Blattscheiben. Die Inkubation der Befallstests
erfolgte bei 20 bis 22 °C. Insgesamt wurden 12 unabhangige Versuche mit Pflanzen
unterschiedlichen Alters durchgefuhrt. Dabei konnten jedoch keine Zusammenhange
zwischen der Befallsstarke der einzelnen Linien und dem Pflanzenalter festgestellt werden.
Die Mittelwerte der Versuche sind in Tabelle 4 dargestellt. Abbildung 11 zeigt die relativen
Befallsmittelwerte der transgenen Tabaklinien im Verhaltnis zur nicht-transgenen Kontrolle
SR1.

Tab. 4: Ubersichtstabelle zu den Versuchsergebnissen der Blattscheibentests mit
Phytophthora nicotianae an transgenen Tabaklinien. Angegeben sind die
Boniturwerte 12 unabhédngiger Versuche als durchschnittlich befallene
Blattscheibenflache in Prozent (RIP=Ribosomen-inaktivierendes Protein, CHI-
A=Chitinase-A, Mw.= Mittelwert, relativ=Befall relativ zu SR1).

Versuch-Nr. SR1 SR1 x 28-6.11 SR1 x 34-3.1 34-3.1 x 28-6.9
(RIP) (CHI-A) (CHI-A x RIP)
1 25,2 0,9 24 8,3
2 60,7 69,8 25,6 20,0
3 51,9 65,4 8,5 4,0
4 27,6 17,5 20,6 15,0
5 58,6 32,4 15,7 40,0
6 51,8 48,7 50,2 31,2
7 354 21,3 7,8 10,5
8 15,6 0,5 0,0 0,0
9 354 21,3 7,8 10,5
10 11,9 9,7 54 3,2
11 43,6 26,2 28,8 31,4
12 55,9 48,4 40,3 26,7
Mw. 39,5 30,2 17,8 16,7
relativ 100,0 76,5 45,0 42,4

Die transgene RIP-exprimierende Linie 28-6.11 zeigte im Vergleich zu SR1 mit durch-
schnittlich 30,2 % befallener Blattscheibenflache eine relative Befallsverringerung um 23,5
%. Anhand der in Tabelle 4 gezeigten Einzelergebnisse ist zu erkennen, dal® die Befalls-
werte zwischen den Versuchen schwanken. In zwei der 12 Tests (Versuch-Nr. 2 und 3) lag
der Befallsmittelwert hoher als bei SR1. Die Verrechnung der Daten im Wilcoxon-Test ergab
aber dennoch eine deutliche Signifikanz zwischen der transgenen Linie 28-6.11 und der
nicht-transgenen Kontrolle (Abb. 11). Die Ergebnisse zeigen, dal das in Tabak
transformierte Ribosomen-inaktivierende Protein aus Gerstenkdrnern Resistenz gegen den

Pilz P. nicotianae vermittelt.
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Sehr gute Wirkung in planta gegen diesen Erreger zeigte auch die in Tabak transformierte
Chitinase aus S. marcescens. Blattscheiben der Linie 34-3.1 waren im Mittel 55 % weniger
stark mit P. nicotianae befallen als Blattscheiben von SR1-Pflanzen (Abb. 11). Die
statistische Verrechnung der Daten ergab eine deutliche Signifikanz zwischen der Linie 34-
3.1 und SR1 (Wilcoxon-Test, p < 0,05).

Mit ca. 57 % Befallsverringerung war die Doppelkonstrukt-Linie 34-3.1x28-6.9 die transgene
Linie mit der starksten Resistenz gegen P. nicotianae. Wie bereits bei den Befallstests mit B.
cinerea gezeigt werden konnte, wiesen Tabakpflanzen, die beide Proteine exprimierten,
auch nach Inokulation mit P. nicotianae geringfligig bessere Resistenz auf als der beste
Kreuzungspartner. Tabelle 5 zeigt, dal’ die Boniturwerte in neun von 12 Versuchen niedriger

lagen als die aus den Mittelwerten der Kreuzungspartner berechneten Erwartungswerte.
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Abb. 11: Relativer Befall der transgenen Tabaklinien SR1 x 28-6.11 (RIP), SR1 x 34-3.1
(CHI-A) und 34-3.1 x 28-6.9 (RIP/CHI-A) mit Phytophthora nicotianae im

Verhdltnis zu SR1; Mittelwerte aus 12 Resistenztests. Sadulen mit *
unterscheiden sich signifikant zu SR1 (Wilcoxon-Test, p < 0,05).

Tab. 5: Vergleich der aus den Mittelwerten der Kreuzungspartner berechneten
Erwartungswerte mit den tatsachlichen Befallsmittelwerten der Kreuzungslinie
34-3.1x28-6.9 nach Inokulation mit Phytophthora nicotianae (Mw.=Mittelwert).

Vers.-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Mw.
Erw. Wert 1,7 47,7 370 191 241 495 146 025 146 76 27,5 444 24,0
34-3.1x28-69 83 200 4,0 150 400 312 105 00 105 32 314 26,7 16,7

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dal® sowohl das Ribosomen-inaktivierende Protein aus
Gerstenkérnern als auch die Chitinase aus S. marcescens in Tabak Resistenz gegen die

phytopathogenen Pilze B. cinerea und P. nicotianae vermitteln.
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Die in planta-Wirkung der Chitinase gegen die Erreger B. cinerea und P. nicotianae lag
insgesamt etwas hoher als die Wirkung des RIP. In beiden Versuchsreihen zeigten
Doppelkonstrukt-Pflanzen Resistenzniveaus, die die berechneten Erwartungswerte Uber-

trafen und leicht Gber dem Ergebnis des besten Kreuzungspartners lagen (Tabellen 3 und 5).

Wie bereits gezeigt wurde, konnte das Ribosomen-inaktivierende Protein aus Gerste
erfolgreich in Tabak exprimiert werden. Durch die Fusion des RIP-Proteins mit einem
Signalpeptid wurde dabei die Sekretion des Proteins in den Zellwandbereich erzielt. In den
Befallstests zeigte sich eine deutlich verringerte Anfalligkeit dieser Pflanzen nach Inokulation
mit zwei Erregern.

Damit das RIP inhibierend auf die Proteinsynthese wirken kann, mull es zunachst von der
Pilzzelle aufgenommen werden. Der eigenstandige Eintritt in Pathogenzellen ist dem Protein
nicht moglich. Wahrscheinlich erfolgt die Aufnahme des RIP in die Pilzzelle unspezifisch
durch Endozytose. Da vermutlich dieser Aufnahmemechanismus die Wirkung des Proteins
limitiert, kdnnte die Erhéhung der Konzentration des RIP im Bereich der Pilzhyphen
mdglicherweise zu einer verstarkten Aufnahme flhren.

Die Ausstattung des RIP mit einer Domane, die die Bindung des Proteins an eine pilzliche
Zellwandkomponente, wie z.B. Chitin, ermdglicht, kdnnte zur Erhdhung der Konzentration
des RIP in der Hyphenregion fihren. Daraus resultierte dann eine verstarkte Aufnahmerate
in die Pilzzelle und damit eine Erhéhung des Wirkungsgrades des Proteins. Fir diesen
Ansatz wurde daher ein Lectin aus der Brennessel (Urtica dioica) verwendet, das als
Chitinbindungsdoméne dient. Verbunden mit diesem Lectin ist eine Spacerregion, deren
Wirkung nicht ndher bekannt ist.

Nach den Klonierungsarbeiten und der Transformation des Lectin-RIPs in Tabak wurden
anhand von Westernblots aus den vorhandenen Linien drei Linien ausgewahlt, die das
Protein nicht nachweisbar (Linie 202-2), stark (Linie 202-3) bzw. nur schwach (Linie 202-7)
exprimierten. Die Pflanzen wurden auf kanamycinhaltigem Agar angezogen und
anschlieBend im Gewdachshaus kultiviert. Zur Uberpriifung der Resistenzniveaus der
transgenen Pflanzen wurden Befallstests mit B. cinerea und P. nicotianae in gleicher Weise
wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Befallstests mit B. cinerea sind in

Tabelle 6 dargestellt.
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Tab. 6: Ubersichtstabelle zu den Versuchsergebnissen der Blattscheibentests mit
Botrytis cinerea an transgenen, Lectin-RIP exprimierenden Tabaklinien;
Befallsmittelwerte sieben unabhingig durchgefiihrter Blattscheibentests. Die
Zeichen -, + und ++ geben die Starke der Proteinexpression an (Mw.=
Mittelwert, relativ=Befall relativ zu SR1).

SR1 202-2 202-3 202-7
Versuch-Nr. B} ++ +
1 26,9 24,8 18,8 19,1
2 30,0 17,9 30,8 19,2
3 41,4 39,9 45,7 37,4
4 30,2 17,8 17,8 11,9
5 12,8 17,9 11,7 11,7
6 34,6 35,6 34,2 30,8
7 88,9 96,1 71,4 87,4
Mw. 37,8 35,7 32,9 31,1
relativ 100,0 94,4 87,0 82,1
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Abb. 12: Relativer Befall der transgenen, Lectin-RIP exprimierenden Tabaklinien mit
Botrytis cinerea im Verhaltnis zu SR1; Mittelwerte aus acht Resistenztests. Die
Zeichen -, + und ++ geben die Starke der Proteinexpression an. Saulen mit *
unterscheiden sich signifikant zu SR1 (Wilcoxon-Test, p < 0,05).

Die Befallsmittelwerte sieben unabhangiger Versuche zeigten, dall zwischen der nicht-
transgenen Kontrolle SR1 und der transgenen Linie 202-2, fir die im Westernblot kein
Lectin-RIP nachgewiesen worden war, keine hohen Unterschiede bestanden (Abb. 12). Mit
nur 5,6 % durchschnittlicher Befallsdifferenz sind die beiden Variablen erwartungsgemaf
nicht signifikant verschieden (Wilcoxon-Test, p <0,05).

Pflanzen der schwach exprimierenden Linie 202-7 und der stark exprimierenden Linie 202-3

wiesen vergleichbare Resistenzniveaus auf. Mit 82 bzw. 87 % relativem Befall im Vergleich
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zu SR1 war die resistenzvermittelnde Wirkung des Lectin-RIP sogar geringflgig schwacher
als die Wirkung des RIP ohne die Chitinbindungsdomane (siehe oben).

Durch die Fusion des Ribosomen-inaktivierenden Proteins mit dem Lectin aus Brennessel
konnte somit das angestrebte Ziel einer verbesserten quantitativen Resistenz gegen B.
cinerea durch verstarkte Akkumulation des Proteins im Zellwandbereich des Pilzes nicht
erreicht werden. Das Resistenzniveau dieser Pflanzen nach Inokulation mit B. cinerea war
vergleichbar mit dem Resistenzniveau von RIP-Pflanzen ohne Lectin (Linie 28-6.11).

Der Befallsmittelwert der schwach-exprimierenden Linie 202-7 lag geringfligig niedriger als
der Befallsmittelwert der stark-exprimierenden Linie 202-3. Eine Abhangigkeit zwischen
Starke der Proteinexpression und dem Resistenzgrad transgener Pflanzen konnte in diesem
Fall nicht festgestellt werden. Nur die Linie 202-7 erwies sich als signifikant verschieden zu
SR1 (Wilcoxon-Test, p < 0,05).

Die Lectin-RIP-Linien wurden auch auf ihr Resistenzverhalten nach Inokulation mit
P. nicotianae getestet, obwohl dieser Erreger kein Chitin als Bestandteil der Zellwande ent-

halt. Tabelle 7 zeigt die Ergebnisse acht unabhangig voneinander durchgefihrter Versuche.

Tab. 7: Ubersichtstabelle zu den Versuchsergebnissen der Blattscheibentests mit
Phytophthora nicotianae an transgenen, Lectin-RIP exprimierenden

Tabaklinien; Befallsmittelwerte acht unabhangig durchgefiihrter
Blattscheibentests. Die Zeichen -, + und ++ geben die Stirke der
Proteinexpression an (Mw.= Mittelwert, relativ=Befall relativ zu SR1, n.u.=nicht
untersucht).

Versuch-Nr. SR1 20-2 2 2(:)3+ 3 203 7

1 35,48 33,81 26,67 21,67

2 12,26 5,24 16,67 21,79

3 34,60 26,50 5,90 8,45

4 24,83 3,45 15,83 19,17

5 26,31 23,50 18,86 15,83

6 21,43 3,36 1,64 7,17

7 36,33 46,14 21,74 31,40

8 43,57 n.u. 27,98 42,29

Mw. 29,35 20,29 16,91 20,97

relativ 100 69,1 57,6 71,4

Bei genauerer Betrachtung der Versuchsmittelwerte sind starke Schwankungen zwischen
den einzelnen Testergebnissen zu erkennen. Insbesondere die Linie 202-2 zeigte sehr
unterschiedliche Befallswerte nach Inokulation mit P. nicotianae. Verhaltnismalig geringe
Schwankungen wies die stark-exprimierende Linie 202-3 auf. In der statistischen

Verrechnung ergaben sich daher nur fir die Linie 202-3 signifikante Befallsunterschiede zu
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SR1. Die beiden anderen Linien zeigten keine Signifikanzen bei der Analyse mit dem
Wilcoxon-Test.

Mit einer Befallsreduzierung von ca. 42 % im Vergleich zur nicht-transgenen Kontrolle zeigte
die Linie 202-3 das hdchste Resistenzniveau gegeniiber P. nicotianae (Abb. 13). Die
schwach-exprimierende Linie 202-7 wies im Mittel um ca. 29 % verringerte Befallswerte auf.
Wodurch die verringerten Befallswerte der schwach-exprimierenden Linie 202-2 in einigen

der Versuche begrindet sind, muf in weiterflihrenden Tests untersucht werden.
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Abb. 13: Relativer Befall der transgenen Lectin-RIP exprimierenden Tabaklinien mit
Phytophthora nicotianae im Verhaltnis zu SR1; Mittelwerte aus acht
Resistenztests. Die Zeichen -, + und ++ geben die Stirke der
Proteinexpression an. Saulen mit * unterscheiden sich signifikant zu SR1
(Wilcoxon-Test, p < 0,05).

Im Vergleich zu den Untersuchungen mit Pflanzen, die das RIP ohne Lectin exprimierten
(Linie 28-6.11), zeigt sich bei Lectin-RIP-Pflanzen eine verbesserte Resistenzwirkung. Diese
laRt sich allerdings nicht unbedingt mit der Funktion der Chitinbindungsdoméane erklaren, da
P. nicotianae kein Chitin als Bestandteil der Zellwande enthalt. Mdglicherweise ist eine
starkere Expression des Ribosomen-inaktivierenden Proteins in der Linie 202-3 fiur das

hohere Resistenzniveau verantwortlich.
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4.1.2 Resistenzuntersuchungen an transgenen Kartoffeln

Neben transgenen Tabakpflanzen, die die Abwehrproteine Glukanase, Chitinase und RIP
exprimierten, wurden von der Arbeitsgruppe Dr. G. Jach auch Kartoffelpflanzen mit diesen
Proteinen hergestellt. Phytopathologisch untersucht wurden in dieser Arbeit insgesamt 22
Linien, die entweder das Ribosomen-inaktivierende Protein oder die Kombinationen
Glukanase/Chitinase, RIP/Chitinase bzw. Glukanase/RIP exprimierten.

Die vorhandenen Pflanzen wurden aus Knollen herangezogen und in dreimaliger Folge im
Gewachshaus angebaut. In dieser Zeit erfolgten sechs unabhangige Befallstests mit P.
infestans.

Fur transgene Kartoffelpflanzen, die die Abwehrproteine GLU, CHI-A und RIP produzierten,
standen leider keine transgenen Kontrollen, die nur das nptll-Gen exprimierten, zur
Verflgung. Ein direkter Vergleich einer eventuellen Wirkung dieses Gens und der Wirkung
der Abwehrproteine ist somit nicht moglich.

In Tabelle 8 sind die Befallsmittelwerte der nicht-transgenen Kontrolle Désirée und neun
ausgewahlter transgener Linien dargestellt. Anhand der Einzelwerte ist zu erkennen, dal} die
Befallsmittelwerte der einzelnen Linien zwischen den Versuchen einige Schwankungen
aufweisen. Trotzdem waren acht der neun ausgewahlten transgenen Linien in der
statistischen Verrechnung mit dem Wilcoxon-Test (p < 0,05) signifikant verschieden von
Désirée. Mit Ausnahme der Linien 5102/3 zeigen alle Linien relative Befallsreduzierungen
zwischen ca. 40 und 50 % (Abb. 14).

Die hier dargestellten neun Kartoffellinien waren in den Befallstests mit P. infestans die
Linien mit der starksten mittleren Befallsreduktion. Die brigen 13 untersuchten, hier jedoch
nicht gezeigten Linien wiesen vergleichsweise geringe Befallsreduktionen oder sehr starke
Schwankungen zwischen den einzelnen Testergebnissen auf. Insgesamt vermittelten die
Abwehrproteine deutlich verstarkte Resistenz gegen den Pathogen P. infestans. Dabei
zeigten sowohl das RIP als auch die hier verwendeten Kombinationen zweier Proteine sehr
gute Wirkung gegen den Erreger. Die Linie 2104/1, die lediglich RIP exprimierte, wiesen
einen im Mittel um ca. 47 % verringerten Befall mit P. infestans auf. Die Resistenzniveaus
der Linien 4301/2, 4301/4, 5102/3 und 5114/1, die das RIP in Kombination mit Chitinase
bzw. Glukanase bildeten, lagen zwischen 31 bis 47 % niedriger als bei der Kontrolle. Die
Kombination des RIP mit einem hydrolytischen Enzym flhrte im Vergleich zu
Einzelkonstruktpflanzen zu keiner weiteren Erhdhung der Resistenz von Kartoffeln. Fir
Kartoffelpflanzen mit dem Doppelkonstrukt GLU/CHI-A (3102/4, 3402/2, 3402/3, 3602/3)

wurden Befalls-reduktionen zwischen 42 und 52 % ermittelt.
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Tab. 8: Ubersichtstabelle zu den Blattscheibentests mit Phytophthora infestans an
neun transgenen Kartoffellinien der Sorte Désirée mit unterschiedlichen
Kombinationen von Abwehrproteinen; Befallsmittelwerte sechs unabhingig
durchgefiihrter Blattscheibentests (RIP=Ribosomen-inaktivierendes Protein,
GLU=Glukanase, CHI=Chitinase, Mw.= Mittelwert, relativ=Befall relativ zu
Désirée).

Versuch pégsirée 2104/1 3102/4 3402/2 3402/3 3602/3 43012 4301/4 5102/3 5114/1

Nr. RIP GLU/CHI GLU/CHI GLU/CHI GLU/CHI RIP/CHI RIP/CHI GLU/RIP GLU/RIP
506 176 02 289 69 367 118 48 170 184
194 152 163 17,8 186 132 184 225 149 135
516 306 196 36 282 189 386 413 673 303
231 126 192 88 8,9 58 4,7 95 122 129
586 454 336 241 546 47,7 407 382 387 354
520 196 500 423 367 300 289 315 322 278
Mw. 440 235 231 209 257 254 239 246 304 23,0

relativ 100,0 53,4 52,6 47,5 58,3 57,7 54,2 56,0 69,0 52,3
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Abb. 14: Relativer Befall mit Phytophthora infestans an neun transgenen Kartoffellinien
im Verhaltnis zu Désirée; Mittelwerte aus sechs Resistenztests
(RIP=Ribosomen-inaktivierendes Protein, GLU=Glukanase, CHI=Chitinase).
Sédulen mit * unterscheiden sich signifikant zu Désirée (Wilcoxon-Test, p <
0,05).
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4.2 Antimikrobielle Wirkung des Lysozyms in vitro

4.2.1 Keimschlauchlangentests

Neben transgenen Pflanzen mit den Resistenzproteinen Chitinase, Glukanase und RIP
sollten in dieser Arbeit auch transgene Kartoffelpflanzen, die T4-Lysozym exprimierten, auf
Resistenz gegen phytopathogene Pilze getestet werden. Dazu wurden zunachst in vitro-
Versuche durchgefiihrt, um Erkenntnisse zur Wirkung des Proteins gegen einige wichtige
pilzliche Erreger zu erhalten.

Zur Uberpriifung méglicher wachstumshemmender Effekte verschiedener Proteine in vitro
auf phytopathogene Pilze eignen sich insbesondere Tests mit keimenden Sporen. In dem
hier ausgewahlten Verfahren werden Konidien in Pufferlésungen mit den zu untersuchenden
Stoffen auf Agar getropft, inkubiert und entsprechend den Anforderungen der einzelnen
Erreger fur 7 bis 72 Stunden inkubiert. Durch Langenmessung der von den Sporen
gebildeten Keimschlauche und Bestimmen der Keimraten kdnnen Aussagen uber die
Wirksamkeit der Proteine gemacht werden. Da Zoosporen von P. infestans nicht in den
Ublichen Pufferldésungen keimten, wurde zunachst P. nicotianae als Testorganismus
verwendet.

Das T4-Lysozym (T4-Lys) und die Peptide waren in unterschiedlichen Puffern geldst.
Wahrend das Peptid A4, die Lysozym-Mutante (T4M) und das T4-Lys in PBS-Puffer gelost
waren, mufdte dem hitzedenaturierten Lysozym (T4D) DMSO zugesetzt werden, um das
ausgefallene Protein wieder zu I6sen. Das Peptid A23 konnte in einem Gemisch aus PBS,
DMSO und Triton gelést werden. Die unterschiedlichen Losungsmittel bedingten flir den
Versuchsaufbau die in Abbildung 15 angegebenen, zusatzlichen Kontrollen.

In sechs Einzeluntersuchungen wurde die Wirkung der Substanzen auf das
Keimschlauchlangenwachstum von P. nicotianae Zoosporen untersucht. Bei jeder
Auswertung wurden nach 20 Stunden die Langen von 40 zufallig ausgewahlten Keimhyphen
mikroskopisch gemessen. Abbildung 15 zeigt, da® eine Konzentration von 0,5 ug je ul T4-
Lysozym einen deutlichen Effekt auf das Wachstum der keimenden Zoosporen hatte. Die
gleiche Wirkung war auch bei der Lysozym-Mutante sowie bei den Peptiden A4 und A23 zu
beobachten. Auch das denaturierte Lysozym, das keine Enzymfunktion mehr besal},
bewirkte eine vergleichbar hohe Verringerung der durchschnittlichen Keimschlauchlangen
wie das T4-Lys. Eine eventuelle Enzymwirkung z.B. als Chitinase konnte somit als Ursache

der Wirkung des Lysozyms auf die Zoosporen von P. nicotianae ausgeschlossen werden.
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Abb. 15: Wirkung verschiedener Substanzen auf das Langenwachstum keimender
Zoosporen von Phytophthora nicotianae bei einer Konzentration von 0,5 ug/l;
Auswertung nach 20 Stunden (T4=T4-Lysozym, T4M=T4-Lysozym-Mutante,
T4D=hitzedenaturiertes T4-Lysozym, Ad4=Peptid A4, A23=Peptid A23,
Kontrollen: | = 1xPBS-Puffer (T4-Lys, A4, T4M); Il = PBS+DMSO (T4D); Ill =
PBS/DMSO/Triton (A23)).
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Abb. 16: Wirkung verschiedener Substanzen auf das Langenwachstum keimender
Konidien von Fusarium oxysporum bei einer Konzentration von 0,5 pgl/l;
Auswertung nach 7 Stunden (T4=T4-Lysozym, T4M=T4-Lysozym-Mutante,
T4D=hitzedenaturiertes T4-Lysozym, A4=Peptid A4, A23=Peptid A23,
Kontrollen: | = 1xPBS-Puffer (T4-Lys, A4, T4M); Il = PBS+DMSO (T4D); lll =
PBS/DMSO/Triton (A23)).



58 Ergebnisse

Weitere vergleichende Untersuchungen wurden mit dem Pathogen Fusarium oxysporum
durchgeflihrt. Die in Abbildung 16 dargestellten Ergebnisse entsprechen im wesentlichen
den oben gezeigten Ergebnissen mit P. nicotianae. Alle getesteten Substanzen zeigten bei
einer Konzentration von 0,5 ug je ul eine Wirkung auf die Keimschlauchbildung der Konidien.
Die gebildeten Keimhyphen waren nach 7 Stunden im Mittel um 25 bis 30 % klrzer als in

den entsprechenden Kontrollen.

Mit den dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dall Lysozyme und die im T4-
Lysozym enthaltenen Peptide A4 und A23 eine hemmende Wirkung auf das Keim-
schlauchlangenwachstum von F. oxysporum und P. nicotianae haben. Fir Untersuchungen
mit dem wichtigen Kartoffelpathogen P. infestans muliten die Versuchsbedingungen
geandert werden. Da Zoosporen von P. infestans in den meisten gangigen Puffern nicht
keimten, wurde ein von Woloshuk und Mitarbeitern (1991) speziell fur diesen Pathogen
entwickelter Puffer (hier A1 genannt) verwendet. Zudem keimten die Zoosporen des Pilzes
nur zu einem geringen Prozentsatz auf Wasseragar. Daher erfolgte die Keimung der
Zoosporen in einem Wassertropfen, der auf einem Objekttrager gesetzt wurde. Zur
Inkubation wurde dieser Objekttrager fur 14 Stunden in einer Feuchtebox gelagert.

Neben T4-Lysozym wurden in dieser Testreihe auch Hihnereiweillysozym und als Kontrolle
Rinderserumalbumin (BSA) verwendet. Alle Substanzen waren in A1-Puffer gelost. Ferner
wurden zur Uberpriifung der Wirkung vier Konzentrationen (0,05; 0,1; 0,5 und 1,0 ug / pl) der
Lysozyme getestet.

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung vier unabhangig
voneinander durchgefuhrter Tests. Zu erkennen ist, dal® das als Proteinkontrolle verwendete
BSA bei allen Konzentrationen keinen hemmenden Effekt auf das Keimschlauchwachstum
von P. infestans Zoosporen hatte. Die Langen der gebildeten Keimhyphen lagen bei allen
Konzentrationen zwischen 120 und 140 um. Zudem waren keine Unterschiede zwischen den
Varianten mit BSA und den Pufferkontrollen (nicht dargestellt) zu erkennen.

Fir die Wirkung von T4-Lysozym und HEWL waren deutliche Konzentrationsabhangigkeiten
zu beobachten. Mit steigender Konzentration des Proteins in der Ldsung nahm die
durchschnittliche Lange der gebildeten Keimschlauche immer weiter ab. Bereits eine
Konzentration von 0,05 pg / pl bewirkte eine Hemmung der Hyphenbildung um ca. 30 % bei
T4-Lys und ca. 50 % bei HEWL. Bei Zugabe von 1,0 pyg / pl Protein waren die
Keimschlauche im Vergleich zur BSA-Kontrolle sehr stark verkirzt. Die durchschnittlichen
Langen der Keimhyphen betrugen bei dieser Konzentration im Mittel der vier Versuche 5,6
pm far HEWL, 33,7 um fir T4-Lys und 134,0 ym fur Rinderserumalbumin.
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Abb. 17: EinfluB verschiedener Konzentrationen von HiihnereiweiBlysozym (HEWL), T4-
Lysozym (T4) und Rinderserumalbumin (BSA, Kontrolle) auf das
Keimschlauchwachstum von Zoosporen des Pilzes Phytophthora infestans;
Keimschlauchldngen gemessen nach 14 Stunden.

Mikroskopisch war die Wirkung des Lysozyms auf den Pilz deutlich zu erkennen. Bei einer
Konzentration von 1 ug / yul BSA keimten die enzystierten Zoosporen von P. infestans mit
einem deutlich ausgepragten Keimschlauch (Abb. 18). Die Zugabe der gleichen Menge T4-
Lys hingegen fuhrte zu einem stark verlangsamten Keimungsprozef. Wahrend innerhalb von
funf Stunden normalerweise mehrere Mikrometer lange Keimhyphen gebildet wurden,
befanden sich Zoosporen, die mit Lysozym behandelt wurden, zu diesem Zeitpunkt erst im

Anfangsstadium der Keimung.

Keimschlauchlangentests mit Konidien des Erregers Alternaria solani wurden unter den
gleichen Bedingungen wie mit Zoosporen von P. infestans durchgefihrt. Abbildung 19 zeigt,
dal® auch die dickwandigen Sporen dieses Pilzes nach 20stindiger Inkubation durch die
Zugabe von HEWL und T4-Lys deutliche Veranderungen in ihrem Keimverhalten aufwiesen.
Mit steigender Lysozymkonzentration verringerte sich die mittlere Lange der Keimhyphen.
Wie schon bei P. infestans konnte auch hier kein EinfluR des Kontrollproteins BSA
festgestellt werden. Ferner lag auch in dieser Versuchsreihe die Wirksamkeit des T4-Lys bei

niedrigen Konzentrationen unterhalb der Wirksamkeit des HEWL.
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Abb. 18: Keimende Zoosporen von Phytophthora infestans nach Zugabe von 1 ug je pl
T4-Lysozym (links) bzw. BSA (rechts) nach 5 Stunden.

Ein sehr ahnliches Bild wie P. infestans Zoosporen zeigten F. oxysporum Konidien nach
Behandlung mit BSA, T4-Lys bzw. Peptid A4. In der Abbildung 20 ist zu erkennen, daf}
Mikrokonidien dieses Pilzes in der BSA-Kontrolle (links) nach sieben Stunden mit lang
ausgepragten Hyphen keimten. Eine Konzentration von 1 ug / pl T4-Lys bewirkte eine
vollstandige Keimhemmung bis zu diesem Zeitpunkt. Die Konidien wiesen keine auferlich
sichtbaren Schadigungen auf, begannen jedoch nicht mit dem Keimungsprozef3. Durch die
Zugabe des Peptids A4 verringerte sich die Keimrate der Konidien auf weniger als 10 %.
Zudem wiesen Konidien, die nach sieben Stunden gekeimt waren, deutliche morphologische
Veranderungen der Keimschlduche auf. Die gebildeten Hyphen waren stark verzweigt und

im Vergleich zur BSA-Kontrolle sichtbar verkirzt.
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Abb. 19: EinfluB verschiedener Konzentrationen von HiihnereiweiRlysozym (HEWL), T4-
Lysozym (T4) und Rinderserumalbumin (BSA, Kontrolle) auf das
Keimschlauchwachstum von Konidien des Pilzes Alternaria solanij
Keimschlauchldngen gemessen nach 20 Stunden.

¥ g
' L=ty <

SN
1

Abb. 20: Keimende Mikrokonidien von Fusarium oxysporum nach 7 Stunden in 1 ug / pl
BSA (links), T4-Lys (Mitte) und Peptid A4 (rechts).

Um die Wirkung von Lysozymen auf einen weiteren wichtigen phytopathogenen Pilz zu
Uberprifen, wurden Untersuchungen mit B. cinerea durchgeflhrt. Abbildung 21 zeigt
mikroskopische Aufnahmen keimender Konidien dieses Pilzes in Wasser und Ldsungen mit
1 ug / yl BSA, HEWL bzw. T4-Lys. Dabei zeigte sich, wie bereits in den vorangegangenen
Tests beobachtet wurde, dal das als Proteinkontrolle verwendete BSA im Vergleich zur
Wasserkontrolle keinen Einflul auf die Keimung der Konidien hatte. Sowohl in Wasser als

auch in der BSA-L6sung keimte ein grofler Prozentsatz der Sporen nach 20stindiger
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Inkubation. Dagegen konnte bei Konidien, die mit HEWL bzw. T4-Lys behandelt worden
waren, keine Bildung von Keimhyphen beobachtet werden.

Bei Betrachtung des Versuchs nach ca. 48 Stunden war jedoch zu erkennen, dal auch die
mit Lysozym behandelten Konidien Keimhyphen gebildet hatten. Zu diesem Zeitpunkt waren
keine deutlichen Unterschiede mehr zwischen den vier Versuchsvarianten festzustellen.
Méglicherweise wurden die Proteine von Proteasen, die vom Pilz sekretiert wurden,

abgebaut.

Abb. 21: Keimende Konidien von Botrytis cinerea nach 20 Stunden in demineralisiertem
Wasser (A.d.), 1 pg / pl Rinderserumalbumin (BSA), HiihnereiweiBBlysozym
(HEWL) bzw. T4-Lysozym (T4-Lys).

Auch die Wirkung von HEWL, T4-Lys und A4 auf keimende Ascosporen von Sclerotinia
sclerotiorum wurde Uberprift. Die Zugabe dieser Stoffe bis zu einer Konzentration von 1ug /
I fihrte zu keiner meRbaren Hemmung des Pilzwachstums.

Fir die Pathogene Alternaria solani, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum und Phytophthora
infestans bzw. P. nicotianae konnte somit eine nicht-enzymatische Wirkung von Huhnerei-
weilllysozym, T4-Lysozym und des Peptids A4 auf das Keimschlauchlangenwachstum
festgestellt werden. Fur P. infestans und A. solani wurden Proteinkonzentrationen zwischen
0,05 und 1,0 ug / pl getestet, wobei eine deutliche Abhangigkeit zwischen der Konzentration
der Proteine und dem Wirkungsgrad beobachtet wurde. Unter den getesteten Erregern
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bildete Sclerotinia sclerotiorum eine Ausnahme. Ascosporen dieses Pilzes zeigten kein

verringertes Wachstum nach Behandlung mit den Proteinen.

4.2.2 Sytox-Farbetest

Mit Hilfe einer 3D-Proteinsequenzanalyse konnten Diring und Mitarbeiter (1999) mehrere
amphipathische Helices in der Struktur des T4-Lysozyms identifizieren. Da solche Helices
haufig Interaktionen mit Zellmembranen eingehen kénnen, sollte zur genaueren Aufklarung
der Wirkungsweise von Lysozymen auf Pilze die Aktivitdt der Lysozyme auf pilzliche
Membranen Uberprift werden. Ein Farbetest nach Reed und Mitarbeiter (1997) verwendet
den Fluoreszenzfarbstoff SYTOX, der nicht membranpermeabel ist, zum Nachweis der
Lebensfahigkeit von pilzlichen Zellen. Dieser Test wurde hier zur Uberpriifung der Wirkung
von Lysozymen auf Sporangien von P. infestans verwendet.

Nach dreistundiger Inkubation mit BSA bzw. Wasser und anschlielender Anfarbung zeigten
die Sporangien nur eine geringe Fluoreszenz im Bereich der Sporangienzellwand (Abb. 22).
Deutlich ist zu erkennen, daf’ das Innere der Sporangien ungefarbt blieb. Als Positivkontrolle
wurden Sporangien nach der dreistiindigen Inkubation fir zehn Minuten mit 70prozentigem
Ethanol behandelt und dadurch abgetotet. Abbildung 22 zeigt, dal der Farbstoff in das
Innere der Sporen eindringen konnte und es leuchtend griin-gelb farbte. Besonders deutlich
zu erkennen sind auch die Zellkerne, die durch den Nukleinsaurefarbstoff intensiv gelb
fluoreszieren. Die gleiche helle Farbung im Zellinneren wie bei den abgetdteten Sporangien
war auch bei Sporangien zu sehen, die mit 3 ug / pyl HihnereiweilRlysozym, T4-Lysozym bzw.
dem Peptid A4 inkubiert wurden.

Durch die Anfarbung mit dem Farbstoff SYTOX konnte somit gezeigt werden, daf sowohl die
Lysozyme als auch das Peptid A4 den Aufbau bzw. die Funktion der pilzlichen
Zellmembranen beeintrachtigen. Das Eindringen des Farbstoffs in das Zellinnere war bei
Sporangien mit intakter Membran wie bei den Kontrollen BSA und Wasser nicht moglich.
Nach Behandlung mit HEWL, T4-Lysozym bzw. A4 waren die Zellmembranen jedoch fur den
Nukleinsaurefarbstoff durchlassig, und die Sporangien fluoreszierten leuchtend gelb.

Das Peptid A23 konnte nicht mit in die Untersuchungen einbezogen werden, da es nur durch
Zugabe von Triton und DMSO I8slich war. Beide Stoffe beeinflussen die Permeabilitat von
Zellmembranen, so dald Aussagen Uber die Wirkung des Peptids nicht eindeutig gewesen

waren.
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A.d. BSA Ethanol HEWL T4lys Ad

Abb. 22: Phytophthora infestans Sporangien nach dreistiindiger Inkubation in
demineralisiertem Wasser (A.d.), Rinderserumalbumin (BSA),
Huhnereiweilysozym (HEWL), T4-Lysozym (T4lys) bzw. Peptid A4 und nach
10 miniitiger Inkubation mit Ethanol; Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
nach Farbung mit SYTOX. Sporangien mit geschéadigten Zellmembranen
fluoreszieren leuchtend gelb.

4.3 Antimikrobielle Wirkung des Lysozyms in planta

4.3.1 Lysozym exprimierende Kartoffellinien der Sorte Désirée

Fir Resistenzuntersuchungen an transgenen Lysozym-Kartoffeln wurden Pflanzen aus
Knollen in einem klimatisierten Gewachshaus angezogen. Nach Anbau von jeweils zehn
Pflanzen einer Linie wurden Blattproben vom 4-Blatt-Stadium bis zur Blitenbildung ent-
nommen. Wichtige Voraussetzung bei der Entnahme war, von diesen Pflanzen gleichmalig
entwickeltes Blattmaterial der gleichen Blattetage zu ernten.

Einige der transgenen Linien wiesen phanotypische Veranderungen auf. So konnte die Linie
DL15 nicht mit in die Versuche einbezogen werden, da diese Pflanzen stark verringertes
Wachstum aufwiesen und kaum Knollen bildeten. Pflanzen dieser Linie bildeten zudem nur
sehr kleine Fiederblatter, so dal® nicht ausreichend Blattmaterial flr Blattscheibentests
entnommen werden konnte.

Leicht verandertes Wachstum zeigte auch die Linie DL4. Pflanzen dieser Linie liefen
verzogert auf und wuchsen etwas langsamer. Die Knollenbildung hingegen war mit anderen
Linien vergleichbar. Phanotypische Veranderungen wies auch die Linie DL11 auf. Leicht
gestauchtes Langenwachstum bei gleicher Blattanzahl wie Désirée waren typische
Merkmale dieser Linie. Zusatzlich konnte an Pflanzen der Linie DL11 eine Blutende-

formation, die zu unvollstandig entwickelten Bliten flhrte, beobachtet werden.
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Alle anderen hier verwendeten transgenen Kartoffellinien unterschieden sich in Wachstum,
Bliten- und Knollenbildung nicht von der Sorte Désirée und zeigten ein fur Gewachs-
hausanbau typisches Aussehen.

Fir alle Resistenzuntersuchungen mit transgenen Lysozym-Kartoffeln wurden zwei
Kontrollen verwendet. Einerseits die Ausgangssorte Désirée als nicht-transgene Kontrolle,
die aber ebenfalls aus einer Sterilkultur stammte. Und andererseits die Linie DK1, die nur
das Kanamycinresistenzgen nptll unter Kontrolle des Nopalinsynthase-Promotors expri-
mierte, nicht jedoch das Lysozym.

Alle Resistenztests wurden in Form von Blattscheibentests durchgefihrt. Die Inokulation mit
P. infestans erfolgte mit frischen, von infizierten Blattern geernteten Sporangien, die durch
einen Kaltereiz zum Zoosporenschlupf angeregt waren. Jede Blattscheibe wurde mit einem
20 ul-Tropfen Sporensuspension beimpft, in dem sich ca. 200 Sporangien befanden. Nach
Inkubation bei 17/10 °C wurden Bonituren am flinften und sechsten Tag nach der Inokulation
durchgeflhrt.

Die Ergebnisse von 13 unabhangig voneinander durchgefuhrten Tests sind in Tabelle 9
dargestellt. In den Versuchen Nr. 4 und Nr. 5 konnte die Linie DL4 wegen stark verzogerten
Auflaufens nicht bertcksichtigt werden. Befallsunterschiede wéaren bei Verwendung dieser
Pflanzen im Blattscheibentests wahrscheinlich auf das unterschiedliche Pflanzenalter

zurlckzufuhren gewesen. In Versuch Nr. 13 wurde die Linie DL14 nicht angebaut.

Tab.9: Ubersichtstabelle zu den Versuchsergebnissen der Blattscheibentests mit
Phytophthora infestans an transgenen Lysozym-Kartoffellinien der Sorte
Désirée; Befallsmittelwerte 13 unabhangig durchgefiihrter Blattscheibentests
(Mw.=Mittelwert, relativ=Befall relativ zu Désirée, n.u.=nicht untersucht).

Versuch Nr. Désirée =DK1 DL4 DLS DL10 DL11 DL12 DL13 DL14

1 56,3 50,9 20,0 245 1,7 3,7 6.4 6,0 5,6
2 68,6 59,8 73,8 211 19,2 11,3 36,1 90,5 91,6
3 35,2 33,4 82,5 29,1 20,0 49,5 33,1 13,6 23,0
4 29,0 25,0 n.u. 21,5 2,8 11,6 57 14,5 74
5 26,0 22,8 n.u. 8,5 3,8 7,0 0,2 3,6 25
6 28,1 211 27,7 16,3 7,0 10,8 8.4 5,2 8,4
7 15,4 12,7 28,6 7,6 6,8 4,6 8,2 2,0 7,8
8 32,4 31,4 36,0 27,0 7,9 18,8 3,5 9,6 11,1
9 16,3 23,2 63,0 33,5 7,0 49,3 10,9 23,3 7,2
10 83,2 70,9 59,8 75,0 60,2 44,7 32,1 41,0 64,8
11 14,4 38,0 4,6 27,8 14,1 33,1 19,4 13,4 9,5
12 55,6 30,8 16,9 12,8 26,7 16,6 8.8 3.8 25,6
13 34,5 321 241 20,7 25,0 22,5 27,0 28,9 n.u.
Mw. 38,1 34,8 39,7 25,0 15,5 21,8 15,4 19,7 22,0

relativ 100 91,4 104,4 65,8 40,8 57,3 40,4 51,6 57,9
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Die in Abbildung 23 dargestellten Befallsmittelwerte zeigen, dald keine deutlichen Unter-
schiede zwischen Désirée und der transgenen Kontrolle DK1 im Befall mit P. infestans be-
standen. Die alleinige Anwesenheit des nptll-Gens in Kartoffelpflanzen hatte keine Wirkung
auf den Befall mit dem Erreger. Dies ist eine wichtige Voraussetzung, um Aussagen uber die
Wirkung des Lysozyms in planta machen zu kénnen.

Die Linie DL4 wies keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle auf. Anders als bei allen
anderen Linien ist keine Befallsreduktion, sondern eher eine Tendenz zu hoherer Anfalligkeit
zu erkennen. Diese ist wahrscheinlich auf das veranderte Wachstumsverhalten dieser
Pflanzen und den damit verbundenen physiologischen Altersunterschieden der Blatter zu

den anderen Linien zurtickzufiihren.
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Abb. 23: Relativer Befall transgener Lysozym-Kartoffellinien mit Phytophthora infestans
im Verhéltnis zu Désirée; Mittelwerte aus 14 Resistenztests. Saulen mit *
unterscheiden sich signifikant zu Désirée und DK1 (Wilcoxon-Test, p < 0,05).

Neben der Linie DL4 zeigte auch die Linie DL11 phanotypische Veranderungen. Zwar war
diese Linie im Mittel der Versuche um ca. 43 % weniger stark befallen, es traten aber starke
Schwankungen zwischen den einzelnen Versuchsmittelwerten auf. Bei der statistischen
Verrechnung im Wilcoxon-Test wies DL11 daher, vergleichbar mit der Linie DL4, keine
signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen Désirée und DK1 auf.

Alle anderen Linien waren signifikant verschieden sowohl zu Désirée als auch zur
transgenen Kontrolle. Die Befallsreduktionen der Linien DL5, DL13 und DL14 im Verhaltnis
zu Désirée betrugen 34,2 %, 48,4 % bzw. 42,1 %. Noch héhere Resistenzniveaus wiesen die
Linien DL10 und DL12 auf. Mit jeweils ca. 60 % verringertem Befall im Vergleich zu Désirée

zeigten diese Linien in allen Untersuchungen stark verringerten Befall mit P. infestans.
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Vergleichende Untersuchungen zur Resistenz transgener, Lysozym-exprimierender
Kartoffeln wurden auch mit dem Blattpathogen Alternaria solani durchgefihrt. Die Mittelwerte
von vier unabhangigen Befallsversuchen sind in Tabelle 10 dargestellt. Anhand der
prozentualen Mittelwerte im Verhaltnis zu Désirée (Abbildung 24) ist zu erkennen, dal} einige

der DL-Linien auch verstarkte quantitative Resistenzen gegenliber A. solani aufweisen.

Tab. 10: Ubersichtstabelle zu den Versuchsergebnissen der Blattscheibentests mit
Alternaria solani an transgenen Lysozym-Kartoffellinien der Sorte Désirée;
Befallsmittelwerte vier unabhangig durchgefiihrter Blattscheibentests
(Mw.=Mittelwert, relativ=Befall relativ zu Désirée, n.u.=nicht untersucht).

Désirée DK1 DL4 DL5 DL10 DL11 DL12 DL13 DL14
1 75,4 58,9 100,0 71,1 55,5 53,1 36,0 43,4 45,2
2 5,3 6,5 12,2 3,5 0,8 3,7 0,6 0,8 1.4
3 21,3 2,2 1,3 2,0 0,9 0,5 2,1 3,0 8,1
4 13,2 12,3 24,5 29,8 7,8 13,3 4,8 13,9 n.u.

Mw 28,8 20,0 34,5 26,6 16,3 17,6 10,9 15,3 18,2
relativ 100,0 69,4 119,8 92,3 56,5 61,3 37,8 53,0 63,3
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Abb. 24: Relativer Befall transgener Lysozym-Kartoffellinien mit Alternaria solani im
Verhéltnis zu Désirée; Mittelwerte aus vier Resistenztests.

Die Ergebnisse wiesen deutliche Ahnlichkeiten mit den Phytophthora-Befallstests auf. Der
durchschnittliche Befall der Linie DL4 lag hier ebenfalls hdher als bei der Kontrolle. Zudem
waren auch nach Infektion mit A. solani die Linien DL10, DL12 und DL13 am geringsten
befallen. Wegen eines abweichenden Ergebnisses in Versuch Nr. 3 lag der Befallsmittelwert

der transgenen Kontrolle DK1 deutlich unterhalb des Wertes von Désirée. Aufgrund der
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geringen Wiederholungszahl der Versuche bestanden keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den getesteten Linien und den Kontrollen Désirée und DK1.

Anhand einer Reihe von Resistenzuntersuchungen konnte somit gezeigt werden, dal}
transgene, Lysozym-exprimierende Kartoffellinien deutlich verstarkte quantitative Resistenz
gegenlber den Pathogenen P. infestans und A. solani aufweisen. Mit Befallsreduktionen
zwischen 34,2 und 59,6 % zeigten sieben der neun untersuchten Linien gute bis sehr gute
Resistenzniveaus gegenulber P. infestans. Zwei der transgenen Linien wiesen phanotypische
Veranderungen auf und waren im Mittel der Versuche nicht signifikant verschieden von
Désirée.

In Befallstests mit A. solani waren die getesteten Linien nicht signifikant voneinander
verschieden. Trotz der geringen Zahl der Versuche deuten die Ergebnisse jedoch darauf hin,
dall Lysozym-exprimierende Kartoffeln auch verstarkte Resistenz gegen diesen Erreger
aufweisen. Es bestand eine starke Korrelation von 0,94 zwischen den Befallsversuchen mit

P. infestans und A. solani.

4.3.2 Lysozym exprimierende Kartoffellinien mit Mannopinsynthase-Promotor

Auf ihr Resistenzniveau gegenlber P. infestans wurden nicht nur die DL-Linien Uberprift, die
das Lysozym unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimierten, sondern auch die
ebenfalls aus Désirée hergestellten Linien mit dem Konstrukt pSR 8-41. Bei diesen Linien
stand das T4-Lysozymgen unter der Kontrolle des wund- und hormoninduzierbaren
Mannopinsynthase-Promotors aus A. tumefaciens.

Sechs dieser Linien wurden im Gewachshaus angebaut und in zehn unabhangigen
Befallstests geprift (Tab. 11). Keine der Pflanzen zeigte Veranderungen im aufleren Er-
scheinungsbild oder Abweichung im Pflanzenwuchs bzw. in der Knollenbildung.

Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse der Blattscheibentests nach Inokulation mit P. infestans.
Die sechs transgenen Linien wiesen im Vergleich zu Désirée nur schwach verringerte
Befallswerte auf. Die Befallsreduktionen von drei Linien lagen zwischen ca. 10 und 20 %. Die
Linien 8-41-4 und 8-41-11 zeigten keine Befallsunterschiede im Vergleich zu Désirée. Auch
die statistische Verrechnung der Befallsmittelwerte ergab keine signifikanten Unterschiede

zwischen der Sorte Désirée und den transgenen Linien.



Ergebnidde 69

Tab. 11: Ubersichtstabelle zu
Phytophthora infestans an transgenen Lysozym-Kartoffellinien mit dem
Mannopinsynthase-Promotor;
durchgefiihrter Blattscheibentests (Mw.=Mittelwert, relativ=Befall relativ zu

den

Versuchsergebnissen

Befallsmittelwerte

Befallstests mit

zehn

unabhiangig

Désirée).
Ve';lsr“ch Désirée 8-41-1 8-41-2 8-41-3 8-41-4 8-41-5 8-41-11
1 6,4 13,2 8,6 8,2 12,9 12,0 35,2
2 26,0 17,0 17,1 21,1 15,2 11,8 10,5
3 28,1 27,9 37,5 35,9 41,3 38,9 40,5
4 20,5 21,6 17,4 19,5 18,0 17,2 238
5 27,0 23,3 38,9 18,9 27,3 7,0 19,7
6 15,8 12,5 19,4 20,0 19,4 15,2 13,3
7 19,9 25,8 28,3 27,0 19,4 26,7 27.2
8 7.7 3,6 8,1 3,4 6,3 4,5 5,4
9 69,8 28,6 216 42,2 49,2 38,5 46,1
10 33,0 28,8 26,7 33,8 37,2 327 35,6
Mw. 25,4 20,2 22,4 23,0 24,6 20,4 257
relativ 100,0 79,5 87,9 90,5 96,9 80,4 101,2
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Abb. 25: Relativer

Mittelwerte aus 10 Resistenztests.

4.3.3 Lysozym exprimierende Kartoffellinien der Sorte Secura

Befall mit Phytophthora

infestans an transgenen Lysozym-
Kartoffellinien mit dem Mannopinsynthase-Promotor im Verhaltnis zu Désirée;

Das T4-Lysozym-Gen wurde von During und Mitarbeitern nicht nur in die Kartoffelsorte

Désirée, sondern auch

transformiert. Die beiden Sorten unterscheiden sich

in die Speisesorte Secura und die Wirtschaftssorte Panda

laut Beschreibender Sortenliste
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(Bundessortenamt, 1998) deutlich hinsichtlich ihrer Feldresistenz gegenuber P. infestans.
Wahrend Panda starke Resistenzen gegen den Erreger zeigt, ist Secura deutlich anfalliger
als Désirée. Diese Resistenzunterschiede zwischen den Sorten konnten auch mit Hilfe des
Blattscheibentests reproduziert werden. Abbildung 26 zeigt das Ergebnis eines Phytoph-
thora-Befallstest mit den drei Sorten. Die Befallsunterschiede sind deutlich sichtbar und
unterscheiden sich im Mann-Whitney-Test signifikant. Das Ergebnis spiegelt die in der Bun-

dessortenliste angegebenen Boniturnoten fiir die Anfalligkeit gegeniber Krautfaule wider.
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Abb. 26: Befallswerte der Sorten Secura, Désirée und Panda mit Phytophthora
infestans im Blattscheibentest und Boniturnoten fiir Krautfaule der
Beschreibenden Sortenliste = (BUNDESSORTENAMT, 1998). S&ulen mit
unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (Mann-Whitney-
Test, p < 0,05).

Wie bei einigen transgenen DL-Linien der Sorte Désirée wurde das SP-Lysozym und der
Promotor bei den Linien der Sorte Secura zusatzlich von zwei MAR-Regionen (Matrix
Associated Regions) aus Sojabohne flankiert (BREYNE et al., 1992; PORSCH et al., 1998).

Drei der zur Verfligung stehenden transgenen Secura-Linien wurden auf ihre Resistenz
gegenuber P. infestans in funf Blattscheibentests untersucht (Tabelle 12). Da die Anfalligkeit
dieser Kartoffelsorte hoher war als die der Sorte Désirée, wurden die Bonituren bereits am

vierten und finften Tag nach der Inokulation durchgeflihrt.
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Tab. 12: Ubersichtstabelle zu den Versuchsergebnissen der Befallstests mit
Phytophthora infestans an transgenen Lysozym-Kartoffellinien der Sorte
Secura; Befallsmittelwerte fiinf unabhangig durchgefiihrter Blattscheibentests
(Mw.=Mittelwert, relativ=Befall relativ zu Secura).

Versuch Nr. Secura 201/5 202/11 208/5
1 14,6 5,0 11,6 7,2

2 40,5 9,7 7,5 12,7
3 22,2 12,3 14,5 8,5

4 16,7 31,1 14,4 12,4

5 26,9 18,2 22,3 10,8

Mw. 24,2 15,3 14,1 10,3
relativ 100,0 63,1 58,2 42,7

Ahnlich wie bei den Désirée-Linien ergaben die Phytophthora-Befallstests mit den
transgenen Secura-Linien deutlich verringerte Befallswerte im Vergleich zur nicht-transgenen
Kontrolle Secura (Abb. 27).

Die Linie 201/5 zeigte eine Befallsreduktion von ca. 37 % im Verhaltnis zu Secura. Aufgrund
eines abweichenden Mittelwertes in Versuch Nr. 4 war der Unterschied zur Kontrolle jedoch
nicht signifikant. Mit Befallswerten, die im Vergleich zu Secura um 41,8 bzw. 57,3 %
reduziert waren, wiesen die Linien 202/11 und 208/5 signifikante Unterschiede auf
(Wilcoxon-Test p < 0,05).
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Abb. 27: Relativer Befall transgener Lysozym-Kartoffellinien mit Phytophthora infestans
im Verhaltnis zu Secura; Mittelwerte aus fiinf Blattscheibentests. Sdulen mit *
unterscheiden sich signifikant von Secura (Wilcoxon-Test, p < 0,05).
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Auch in der wirtschaftlich wichtigeren Kartoffelsorte Secura vermittelte das T4-Lysozym-Gen
somit deutlich verbesserte quantitative Resistenz gegen P. infestans. Die Hohe der
Befallsreduktionen dieser drei Linien im Vergleich zur Kontrolle war mit den Ergebnissen der

DL-Linien vergleichbar.

4.3.4 Lysozym exprimierende Kartoffellinien der Sorte Panda

Transgene Panda-Linien wurden mit dem gleichen Konstrukt wie die Désirée-Linien
hergestellt und exprimierten das Lysozym konstitutiv unter der Kontrolle des 35S-Promotors.
Zur Bestimmung des Resistenzniveaus drei transgener Panda-Linien im Vergleich zur nicht-
transgenen Kontrolle wurden vier Versuche durchgeflihrt. Die Inokulation und die Inkubation
mit P. infestans erfolgte wie bei den bereits beschriebenen Untersuchungen mit Désirée- und
Secura-Linien. Die Bonitur wurde aufgrund der im Vergleich zu Désirée geringeren
Anfalligkeit der Sorte Panda am sechsten und am siebten Tag nach der Inokulation
durchgefiihrt. Tabelle 12 und Abbildung 28 zeigen die in den unabhangig durchgefiihrten

Versuchen ermittelten Befallsergebnisse.

Tab. 12: Ubersichtstabelle zu den Versuchsergebnissen der Blattscheibentests mit
Phytophthora infestans an transgenen Lysozym-Kartoffellinien der Sorte
Panda; Befallsmittelwerte vier unabhangig durchgefiihrter Blattscheibentests
(Mw.=Mittelwert, relativ=Befall relativ zu Panda).

1.1.11
Versuch Nr. Pan DL1 DL2 DL3
da

1 231 13,4 26,4 26,5

2 3,4 22 04 3,0

3 13,5 8,8 3,9 2,9

4 33,3 19,3 15,1 15,2

Mw. 18,3 10,9 11,4 11,9

relativ 100,0 59,6 62,4 65,1
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Abb. 28: Relativer Befall transgener Lysozym-Kartoffellinien mit Phytophthora infestans
im Verhaltnis zu Panda; Mittelwerte aus vier Blattscheibentests.

Aufgrund der hohen natlrlichen Resistenz gegen Phytophthora-Befall waren bei allen
Versuchen die Befallswerte auch sieben Tage nach der Inokulation verhaltnismaRig niedrig.
Im Mittel der Versuche zeigten die drei transgenen Linien DL1, DL2 und DL3 verbesserte
Resistenz gegen den Erreger. Der Befall mit P. infestans lag im Verhaltnis zu Panda (100 %)
bei den T4-Lysozym-exprimierenden Linien zwischen 60 und 65 %. In Abbildung 28 sind die
prozentualen Befallswerte veranschaulicht. Eine statistische Verrechnung der Daten wurde
aufgrund der geringen Wiederholungszahl der Versuche nicht durchgefihrt.

Wie bereits fir transgene Linien der Sorten Désirée und Secura gezeigt werden konnte,
vermittelte das Lysozymgen unter Kontrolle des 35S-Promotors Resistenz gegen P.
infestans. Die durchgeflihrten Resistenztests deuten darauf hin, dal diese Wirkung auch in
transgenen Linien der Sorte Panda vorhanden ist. Durch die konstitutive Expression des T4-

Lysozyms konnte damit die Anfalligkeit der Kartoffelsorte Panda gegen Phytophthora-Befall
weiter verringert werden.
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5 Diskussion

Das Einkreuzen von Resistenzen aus Wildpflanzen in wirtschaftlich wichtige Sorten
spielt in der klassischen Pflanzenziichtung eine bedeutende Rolle. So wird z.B. bereits
seit den 30er Jahren die Kulturkartoffel mit der verwandten Wildart Solanum demissum
gekreuzt, um interessante Resistenzgene in Kultursorten zu (bertragen (SCHOBER-
BUTIN, 1998). Daraus resultierten Sorten, die vollstandig resistent gegen Befall mit
P. infestans waren. Da diese Resistenzen jedoch rassenspezifisch und monogen
waren, kam es nach einigen Jahren zum ,Zusammenbruch® der Resistenz. Grund
dafir sind Mutationen des Pathogens, der einen sehr viel schnelleren
Generationszyklus aufweist als die Kulturpflanze. Insbesondere bei der Kartoffel, die
wegen ihrer vegetativen Vermehrung eine hohe genetische Einheitlichkeit besitzt,
kénnen wirtsspezifische Resistenzen von Pathogenen schnell Gberwunden werden
(DESTEFANO-BELTRAN et al., 1991). Damit ist es der Pflanzenzichtung bisher immer
nur flr einen begrenzten Zeitraum gelungen, Kultursorten mit hoher Resistenz gegen
die jeweils wichtigen Pilzkrankheiten einer Kulturart fir die Landwirtschaft
bereitzustellen.

In der klassischen Pflanzenzichtung halten biotechnologische Verfahren immer mehr
Einzug. Gewebekulturen, Herbizidresistenzen, mannliche Pollensterilitdit und
Protoplastenfusionen zum Einbringen von Genen aus nicht-kreuzungsfahigen Pflanzen
sind einige Beispiele flr die Bedeutung moderner Technologien in der
Pflanzenziichtung (CALDIZ, 1994; DESTEFANO-BELTRAN et al., 1991). Durch die
Transformation von Pflanzen besteht seit einigen Jahren die Médglichkeit, gezielt
interessante Abwehrgene in O6konomisch bedeutende Sorten einzubauen. Dabei
kénnen die zur Verfligung stehenden Proteine zielgerichtet und auf den Pathogen
abgestimmt ausgewahlt werden. Eine Verbesserung der Basisresistenz und der
horizontalen Resistenz ist auf diesem Weg mdoglich. Auch Einkreuzungen
unerwlnschter Merkmale, wie sie bei Kreuzungen von Kulturpflanzen mit Wildarten
entstehen, werden hiermit verhindert. Langwierige Ruckkreuzungen sind somit nicht
mehr noétig, und die Entwicklungszeit fur neue Sorten kann deutlich verkurzt werden.
Besonders geeignet fur die Verbesserung der unspezifischen Resistenz mit Hilfe der
Gentechnik sind zunachst einfache Abwehrreaktionen, die durch einzelne Proteine
vermittelt werden. Erste Arbeiten auf diesem Gebiet wurden daher auch mit den
hydrolytischen Enzymen Glukanase und Chitinase, deren Wirkungsweise in der
Abwehr von pilzlichen Pathogenen leicht nachvollziehbar ist, durchgeflihrt (KAUFFMANN
et al., 1987; SALMERON & VERNOOLIJ, 1998; SELA-BUURLAGE et al., 1993).
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Auch die Klonierung sogenannter R-Gene in Kulturpflanzen ist seit einigen Jahren
etabliert. Dabei kdnnen zwar identifizierte Resistenzgene (R-Gene) in Pflanzen
transformiert werden, erfolgreich ist dieses Verfahren jedoch nur bei verwandten
Pflanzenarten (BENT & YU, 1999).

Abwehrreaktionen, die auf komplexeren chemischen Reaktionen und damit auf
mehreren Genen beruhen, sind bis heute schwer zu realisieren. Eine Reihe von
Arbeiten konzentrieren sich daher vielmehr auf den Einbau mehrerer unterschiedlicher
Abwehrproteine in Kulturpflanzen, um das Resistenzniveau dieser Pflanzen deutlich zu
erhdhen und gleichzeitig das Risiko sich schnell entwickelnder neuer Pathogenrassen,
die diese Resistenzen "Uberwinden", zu verringern (JACH et al.,1995; JONGEDIJK et al.,
1995; ZHU et al., 1994).

5.1 Methodik der quantitativen Resistenzpriifung

Forschungsarbeiten zur Verbesserung der Krankheitsresistenz von Kulturpflanzen
bedingen immer auch eine Uberprifung des bearbeiteten Pflanzenmaterials
hinsichtlich ihrer Widerstandskraft gegen wichtige Krankheitserreger. Freilandversuche
mit gentechnisch veranderten Pflanzen, die Aussagen zum Resistenzverhalten im Feld
geben koénnten, sind in Deutschland wegen umfangreicher gesetzlicher Auflagen sehr
aufwendig und lohnen sich erst, wenn gesicherte Hinweise auf verbesserte Resistenz
aus Laborversuchen vorliegen.

Als Grundlage fiir Resistenzuntersuchungen an transgenen Pflanzen wurde in dieser
Arbeit ein von Gieffers (GIEFFERS et al., 1989; GIEFFERS & FLADUNG 1999) entwickeltes
Verfahren zur routinemafigen Bestimmung der quantitativen Resistenz von Pflanzen
verwendet und weiterentwickelt. Mit Hilfe einer speziell angefertigten Blattstanze
wurden 2,0 oder 2,5 cm grolie Blattscheiben hergestellt und nach Inokulation mit
einem Erreger in einer lichtdurchlassigen Kunststoffdose inkubiert. Die einfache aber
effektive und gleichmaRige Wasserversorgung der auf Filterpapier liegenden
Pflanzenteile konnte durch einen Polyacrylfaden, der in ein Wasserreservoir unterhalb
des Filterpapiers reicht, gewahrleistet werden. Im Vergleich zu anderen Verfahren, die
Feuchteboxen verwenden, konnte durch die regulierte Wasserfuhrung sowohl ein
Uberangebot an Wasser und damit ein frilhzeitiges Faulen der Pflanzenteile sowie ein
Wasserdefizit verhindert werden. Die Verwendung von Blattscheiben ermdglichte die
Testung einer grolien Pflanzenzahl bei gleichzeitig platzsparendem Versuchsaufbau im

Labor. Zudem wurden die Bonituren, anders als bei der Verwendung ganzer Blattchen
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(TROGNITZ, 1998), durch die einheitliche Groe der Blattscheiben sehr exakt und
zusatzlich erheblich vereinfacht.

Fir die Inokulation der Blattscheiben mit den verschiedenen Erregern erwiesen sich
das Aufpipettieren einer definierten Menge Sporensuspension und das Aufsetzen von
Myzel als geeignete Methoden. Insbesondere die Tropfeninokulation simuliert
natirliche Infektionsbedingungen wie sie im Feld bei der Ansammlung von Pilzsporen
in Tau- oder Regentropfen auf dem Blatt stattfinden. Die Inkubation der Versuche
erfolgte in Kuhlbrutschranken, die eine auf die Wirt-Pathogen-Interaktion abgestimmte
Tag-Nacht-Simulation durch individuell regelbare Licht- und Temperatureinstellungen
erzeugten. Unter diesen einheitlichen Bedingungen blieben z.B. Blattscheiben von
Kartoffeln, je nach Alter des Materials und den gewahlten Temperaturbedingungen, bis
zu 14 Tage photosynthetisch aktiv, ohne Veranderungen an Blattfarbe und -struktur
aufzuweisen. Erst danach setzte mit der Vergilbung des Gewebes ein langsamer
Alterungsprozel} ein.

Ein bedeutender Vorteil der Bewasserungsboxen-Methode ist die Moglichkeit der
Testung von gentechnisch verdnderten Pflanzen aus dem Gewéachshaus. Dabei
werden die Testpflanzen nicht durch den Versuch zerstort, wie es bei der verbreiteten
Sprihinokulation ganzer Pflanzen im Gewachshaus oder in Klimakammern der Fall ist
(VLEESHOUWERS et al., 1999). Aus diesem Grund kénnen Samen oder Knollen der
Pflanzen, die in dieser Phase haufig nur in geringen Mengen vorhanden sind, geerntet
werden. Ferner ist ein mehrmaliges Testen derselben Pflanzen oder das gleichzeitige
Testen einer Linie mit zwei verschiedenen Pathogenen maoglich. Darlber hinaus
kénnen dieselben Pflanzen zu unterschiedlichen Entwicklungsstadien getestet werden,
wodurch die Wirksamkeit der Resistenzproteine an unterschiedlich alten Pflanzen
Uberprift werden kann. Sogar eine Untersuchung von Sterilkulturpflanzen wie z.B.
Tabak, der ausreichend groRRe Blatter bildet, wird mit dieser Methode mdglich.

Das Verfahren liefert zutreffende Aussagen zur Resistenz von Pflanzen, die unter
Gewachshausbedingungen kultiviert wurden. Gieffers (pers. Mitteilungen) konnte
dariber hinaus nachweisen, daB} fir wichtige landwirtschaftliche Kulturen eine hohe
korrelative Ubereinstimmung der Befallsergebnisse von Blattscheibentests mit dem
Feldbefall gegeben ist.

Eine besonders wichtige Voraussetzung fir aussagekraftige Ergebnisse bei
vergleichenden Resistenztests ist die Verwendung einheitlichen Pflanzenmaterials.
Hierfur missen die Pflanzen unter optimalen Wachstumsbedingungen und frei von
Pflanzenkrankheiten und -schadlingen im Gewachshaus angezogen werden. Fir die
Herstellung der Blattscheiben durfen nur Blatter von gleicher Gré3e und aus gleichen

Blattetagen entnommen werden. Wird uneinheitliches Blattmaterial verwendet, werden
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Resistenzunterschiede zwischen den getesteten Linien verwischt bzw. vorgetauscht. In
solchen Fallen ist es schwierig, Befallsergebnisse in nachfolgenden Tests zu
reproduzieren.

Ein weiterer wesentlicher Vorteil dieser Prifmethodik ist die besondere Genauigkeit der
Bonitur. Mit Hilfe des iterativen Boniturverfahrens und des daraus abgeleiteten
Boniturschemas (Abb. 9, Seite 44) wird der Befall der inkubierten Blattscheiben
prozentual bewertet. Anders als bei anderen Boniturverfahren, die den Durchmesser
der Befallsflache an ganzen Blattchen messen (UMAERUS & LIHNELL, 1976), kann hier
durch die einheitliche Grée der Blattscheiben eine exaktere Bewertung erfolgen. Eine
hohe Anzahl von Einzelwerten, die durch die Verwendung einer Vielzahl von
Blattscheiben erzielt wird, ermdglicht darliiber hinaus eine einfache statistische
Verrechnung der Ergebnisse.

Die Eignung dieses Testverfahrens zur Bewertung des Resistenzniveaus lield sich
anhand von Sortenversuchen bestatigen. So wurden die in Feldversuchen ermittelten
und in der Bundessortenliste (BUNDESSORTENAMT, 1998) beschriebenen Phytophthora-
Boniturwerte der Sorten Désirée, Secura und Panda mit dem Blattscheibentest
reproduziert. Die Unterschiede der Boniturnoten von Désirée (5), Secura (6) und
Panda (3) spiegeln sich in den Befallswerten dieses Versuchs (Désirée ca. 60 %,
Secura ca. 80 % und Panda ca. 20 %) deutlich wider. Der Blattscheibentest mit
Inkubation in Bewasserungsboxen ist somit gut geeignet bei vergleichenden Tests,
Resistenzunterschiede zwischen verschiedenen Sorten bzw. Linien einer Pflanzenart

zu ermitteln.

5.2 Transgene Pflanzen mit den Abwehrproteinen Glukanase, Chitinase und RIP

Chitinasen und Glukanasen Ubernehmen im Abwehrmechanismus von Pflanzen eine
eindeutige Rolle. Als hydrolytische Enzyme spalten sie Chitine bzw. Glukane. Beide
Stoffe sind wichtige Bestandteile pilzlicher Zellwande. Die Wirkung dieser Enzyme
gegenlber Pilzen in vitro wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen (JI &
Kuc, 1996; MAUCH et al., 1988b; SCHLUMBAUM et al., 1986; SELA-BUURLAGE et al.,
1993). Bereits Ende der achtziger Jahre begann auch die Transformation von Pflanzen
mit diesen Proteinen. Ziel dieser Arbeiten war die Verbesserung der Abwehrfunktionen
von Pflanzen gegen pilzliche Pathogene. Verwendet wurden dazu Chitinasen aus
Pflanzen, Pilzen oder Bakterien (BROGLIE et al., 1991; JACH et al., 1995; NEUHAUS et
al., 1991; SusLow et al., 1988; TERAKAWA et al., 1997).
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Broglie und Mitarbeiter (1991) beschrieben zudem synergistische Effekte bei
gleichzeitiger Anwendung zweier Proteine in vitro. Auch die resistenzvermittelnde
Wirkung dieser Proteine in verschiedenen Pflanzenarten wurde bereits haufig
beschrieben (BORKOWSKA et al., 1998; JONGEDIJK et al., 1995; YOSHIKAWA et al., 1993;
ZHU, et al., 1994). So konnten beispielsweise Jach und Mitarbeiter (1995) an
Tabakpflanzen, die ein Ribosomen-inaktivierendes Protein (RIP) und Chitinase bzw.
Glukanase und Chitinase koexprimierten, synergistisch verringerten Befall mit dem
Bodenpathogen Rhizoctonia solani nachweisen.

Das Einbringen mehrerer Abwehrproteine in Kulturpflanzen ist aus verschiedenen
Grinden besonders wichtig. Einerseits ware bei einem Feldanbau von Pflanzen, die
nur ein einziges Protein exprimieren, die Gefahr der Uberwindung der Resistenz durch
bestimmte Erreger vergleichbar hoch wie bei eingekreuzten Resistenzgenen aus
anderen Kulturarten. Andererseits vermitteln die bisher untersuchten Proteine nur eine
Teilresistenz, die in der Regel nur unter Gewachshausbedingungen getestet wurde. Ob
diese Wirkung in gleichem MafRe auch in der konventionellen Landwirtschaft zu
erkennen sein wird, mull erst durch Feldversuche bestatigt werden. Mit der
gleichzeitigen Expression mehrerer Proteine konnte das Resistenzniveau von
Kulturpflanzen gegen bestimmte Pathogene moglicherweise stark erhoht werden
(BENT & Yu, 1999), wobei jedoch eine vollstandige Resistenz wahrscheinlich nicht zu
realisieren ist. Aus diesem Grund scheint die gleichzeitige Transformation mehrerer
Abwehrproteine in Kulturpflanzen besonders sinnvoll. In dieser Arbeit wurden daher
sowohl Kartoffel- und Tabakpflanzen, die nur ein Abwehrprotein exprimierten, als auch
Pflanzen mit Doppelkonstrukten auf ihr Resistenzniveau gegeniber verschiedenen

pilzlichen Erregern Uberprift und anschliellend miteinander verglichen.

Tabak

In den hier durchgefiihrten Resistenzprifungen wurden transgene Tabakpflanzen
verwendet, die ein Ribosomen-inaktivierendes Protein aus Gerstensamen bzw. eine
Chitinase aus dem Bodenbakterium Serratia marcescens (LUND et al., 1989;
ORDENTLICH et al., 1988) exprimierten. Eine weitere Tabaklinie koexprimierte das RIP-
und das Chitinasegen.

Die erste Charakterisierung und Aufreinigung eines 30 kDa grofien, Ribosomen-
inaktivierenden Proteins vom Typ 1 aus Gerstenkdrnern erfolgte von Leah und
Mitarbeitern (1991). Die Wirkung des Proteins liegt in der Hemmung der
Proteinsynthese durch spezifische Veranderung der 28S rRNA (ENDO et al., 1988;
STIRPE & BARBIERI, 1986). Interessanterweise werden pflanzeneigene Ribosomen
durch das RIP nicht inaktiviert (ROBERTS & SELITRENNIKOFF, 1986; STIRPE & HUGHES,
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1989). Diese besondere Eigenschaft, a3t eine Beteiligung solcher Proteine am
Abwehrprozeld von Pflanzen vermuten. Durch das RIP kénnte der Stoffwechsel von
Pathogenen gehemmt und damit die Ausbreitung im Wirt moéglicherweise verringert
werden.

RIPs, wie z.B. das Ricin aus Ricinus communis, waren wegen ihrer Giftigkeit bereits im
vergangenen Jahrhundert bekannt. Genauere Angaben zur Toxizitdt des Ribosomen-
inaktivierenden Proteins aus Gerste liegen noch nicht vor (STIRPE et al., 1992).
Aufgrund des Vorkommens in flir Saugetiere ungiftigen Gerstensamen kann jedoch
von einer relativ geringen Humantoxizitat des RIPs ausgegangen werden.

Die Wirkung aufgereinigter Gersten RIPs in vitro wurden von Leah und Mitarbeitern
(1991) untersucht. Am Beispiel von Fusarium sporotrichoides und Trichoderma reesei
wurde die hemmende Wirkung des Proteins auf das Myzelwachstum von Pilzen
Uberprift. Dabei flihrten Konzentrationen zwischen 0,0037 und 0,01 ug / ul zu einer
relativen Hemmung von nur 10 bis 20 %. Erst in Kombination mit einem hydrolytischen
Enzym wie Glukanase oder Chitinase kam es zu einer synergistisch gesteigerten
Hemmung des Pilzwachstums.

Die hier untersuchten transgenen Tabakpflanzen der Linie 28-6.11, die durch
Transformation des Genotyps SR1 erhalten wurden, exprimierten das RIP-Gen
gekoppelt mit dem oa-Amylase-Signalpeptid aus Gerste unter der Kontrolle des
35S-Promotors. Der Proteinanteil des RIP am Gesamtprotein lag bei 2,1 % der
interzellularen Waschflussigkeit (IWF), wodurch eine Anreicherung in den Interzellular-
raumen von Tabakblattern bestatigt wurde (JACH et al., 1995). In einem Resistenztest
mit dem bodenblrtigen Erreger Rhizoctonia solani zeigten die Autoren eine Reduktion
des Jungpflanzenbefalls von ca. 50 % im Vergleich zur nicht-transgenen Tabaklinie
SR1. Phanotypische Veranderungen, die von Goérschen und Mitarbeitern (1997) flr
transgene Tabakpflanzen, die das Ribosomen-inaktivierende Protein JIP60 ex-
primierten, beschrieben werden, wurden an den hier untersuchten Pflanzenlinien nicht
beobachtet.

In Blattscheibentests mit dem Erreger B. cinerea wiesen RIP- Pflanzen im Vergleich zu
SR1 nur einen um ca. 20 % verringerten Befall auf. Die Wirkung des RIP gegen diesen
Erreger in planta war somit nachweisbar und statistisch signifikant. Dennoch ist die
durch das Protein vermittelte Resistenz allein wahrscheinlich nicht ausreichend, um im
Feldanbau Ertragseinbulen durch Befall mit pilzlichen Erregern deutlich zu
vermindern. Entsprechend den Untersuchungen zur in vitro-Wirkung des RIP von Leah
und Mitarbeitern (1991) kénnte jedoch eine Kombination mit einem weiteren

Abwehrprotein zu einer starken Erhdhung der Befallsreduzierung flhren.
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In dieser Arbeit untersuchte Tabakpflanzen, die eine Exochitinase (CHI-A) aus dem
Bodenbakterium Serratia marcescens unter der Kontrolle des 35S-Promotors
exprimierten, zeigten in planta eine hdhere Resistenz gegen B. cinerea als
RIP-Pflanzen. Der Anteil der nekrotisierten Blattscheibenflache lag bei dieser Linie
(34-3.1) im Mittel der Versuche um ca. 30 % niedriger als bei der nicht-transgenen
Kontrolle. Die Wirkung der Chitinase auf das Wachstum von B. cinerea bei Befall von
Tabakblattern war somit sehr deutlich zu erkennen. Wie aufgrund der in vitro Versuche
von Benhamou und Mitarbeitern (1993) angenommen werden kann, ist die Aktivitat der
Chitinase wahrscheinlich auf den Abbau pilzlicher Zellwande im Bereich der
Hyphenspitzen zurlickzuflihren. Durch diese Schadigung der Pilzstrukturen kommt es
zu einer Verlangsamung des Wachstums, nicht jedoch zwangslaufig zur volligen
Abtdtung des Pilzes.

Tabakpflanzen, die sowohl das Ribosomen-inaktivierende Protein aus Gerste als auch
die Chitinase aus S. marcescens exprimierten, zeigten nach Inokulation mit B. cinerea
eine mittlere Befallsreduktion von 37 % im Vergleich zur nicht-transgenen Kontrolle.
Damit konnte das Resistenzniveau von Tabak durch die Koexpression der beiden
Abwehrproteine nur geringflugig gesteigert werden. Von Jach und Mitarbeitern (1995)
sowie Zhu und Mitarbeitern (1994) konnte bereits synergistisch gesteigerte
Basisresistenz gegen verschiedene Erreger bei Koexpression von Glukanase und
Chitinase gezeigt werden. Transgener Tabak wies deutlich verstarkte Resistenz gegen
Rhizoctonia solani (JACH et al., 1995) bzw. gegen Cercospora nicotianae (ZHU et al.,
1994) auf.

Befallspriifungen an den transgenen Tabakpflanzen mit dem bodenburtigen Pathogen
Phytophthora nicotianae fiihrten zu Ergebnissen, die hohe Ubereinstimmung zu den
Versuchen mit B. cinerea aufwiesen. Die Expression des Gersten-RIP in Tabak
vermittelte einen im Durchschnitt um 23,5 % verringerten Blattbefall. Die hemmende
Wirkung des RIPs auf das Myzelwachstum von Pilzen im Blattgewebe war somit fir die
Pathogene P. nicotianae und B. cinerea vergleichbar.

Uberraschenderweise zeigten Chitinase-exprimierende Tabakpflanzen eine Befallsre-
duktion von 55 % nach Inokulation mit P. nicotianae. Fir B. cinerea konnte die Wirkung
der Chitinase durch den Abbau von Zellwandbestandteilen im Bereich der Hyphen-
spitzen (BENHAMOU et al., 1993; COLLINGE et al., 1993; ORDENTLICH, 1988) erklart
werden.

Fur den verlangsamten Befall der Blattscheiben mit P. nicotianae missen andere
Mechanismen verantwortlich sein. Da dieser Pilz als Oomycet kein Chitin als Baustein
der Zellwande enthalt, kann die enzymatische Funktion der Chitinase als Wirkmecha-

nismus ausgeschlossen werden. Zur Aufklarung der in planta-Wirkung von Chitinasen
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gegen P. nicotianae mussen daher weiterfUhrende Untersuchungen vorgenommen
werden. Moglicherweise flihrt die Anwesenheit von Chitinase in den Pflanzenzellen zu
einer Induktion anderer PR-Proteine. Dies kann permanent der Fall sein, so dal}
bereits bei der Infektion des Pilzes eine erhdhte Abwehrbereitschaft der Pflanze
besteht.

Wie bei den Resistenztests mit B. cinerea flihrte auch die Koexpression von RIP und
Chitinase in Tabakpflanzen nur zu einer geringfligig gesteigerten Resistenz gegen
P. nicotianae. Das Resistenzniveau der Linie 34-3.1x28-6.9 war zwar signifikant hoher
als das der Kontrolle, die quantitative Resistenz dieser Linien war jedoch im Vergleich
zur Linie 34-3.1, die nur die Chitinase enthielt, nur leicht erhoht.

Fur transgene Tabakpflanzen, die das Ribosomen-inaktivierende Protein aus Gerste
oder die Exochitinase aus Serratia marcescens exprimierten, konnte somit gesteigerte
Resistenz gegen die Pathogene B. cinerea und P. nicotianae nachgewiesen werden.
Dabei lag das Resistenzniveau der Chitinase-Pflanzen héher als das der RIP-Pflanzen.
Die Koexpression von RIP und CHI-A in Tabakpflanzen erbrachte nicht die
gewunschten starken additiven oder synergistischen Effekte, die aufgrund der in vitro-
Versuche von Leah und Mitarbeitern (1991) erwartet worden waren.

Im Vergleich zu den Ergebnissen von Jach und Mitarbeitern (1995), die 50 bis 60 %
verringerten Befall von Rhizoctonia solani an diesen Doppelkonstruktlinien und damit
deutlich verbesserte Resistenzwerte als bei Einzelkonstruktpflanzen beschreiben,
konnten in dieser Arbeit Unterschiede in vergleichbarer Hohe bei Verwendung von
B. cinerea bzw. P. nicotianae als Testorganismen nicht festgestellt werden.

Wahrend die Resistenz gegen den Bodenerreger R. solani in Jungpflanzentests
untersucht wurden, erfolgten die Resistenzuntersuchungen mit den Pathogenen
B. cinerea und P. nicotianae mit Hilfe von Blattscheibentests. Méglicherweise sind die
abweichenden Versuchsergebnisse auf die unterschiedlichen Testsysteme zurlickzu-
fuhren. Die Verwendung des Jungpflanzentests zur Ermittlung der Resistenz gegen
P. nicotianae kdnnte in weiterflilhrenden Untersuchungen zu einer héheren Uberein-

stimmung mit den Testergebnissen von R. solani (JACH et al., 1995) fihren.

Die Wirkung von Chitinasen liegt eindeutig im Abbau pilzlicher Zellwande. Damit
verbunden sind u.a. Wachstumsstorungen im Bereich der Hyphenspitzen und
wahrscheinlich ein erleichterter Angriff anderer Stoffe, die am Abwehrprozel} beteiligt
sind. Anders als Chitinasen mussen Ribosomen-inaktivierende Proteine zur Entfaltung
ihrer toxischen Wirkung zunachst in die Hyphen gelangen. Die Aufnahme des Proteins
in die Zellen des Pilzes erfolgt wahrscheinlich unspezifisch durch Endozytose. Da das

RIP erfolgreich in den Pflanzen exprimiert wurde, wobei durch das Signalpeptid die
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Sekretion in den Interzellularraum erfolgte, ist moglicherweise dieser ungerichtete
Importmechanismus fiir die begrenzte Wirkung des Proteins verantwortlich.

Durch die Fusion des RIP mit einer Chitin-Bindedomane (Lectin) aus der Brennessel
(Urtica dioica) (RAIKHEL et al., 1993) sollte eine Anreicherung des Proteins im
Zellwandbereich des Pilzes erreicht werden. Die Aufnahme des RIP in die Pilzzellen
konnte durch diese Akkumulation gesteigert und die Wirkung des Proteins so erhéht
werden.

Befallsversuche mit B. cinerea an Blattscheiben von drei transgenen Tabaklinien, die
das Lectin-RIP-Gen unter der Kontrolle des 35S-Promotors in unterschiedlich starken
Konzentrationen exprimierten, wurden durchgefiihrt. Die Tabaklinie 202-2, fir die im
Western Blot keine Expression des Proteins nachweisbar war, zeigte wie erwartet im
Befallstest keine deutlichen Unterschiede zur Kontrolle. Die Linie 202-3 mit starker
Expression und die Linie 202-7 mit mittelstarker Expression des Lectin-RIPs zeigten im
Vergleich zur Kontrolle 13 bzw. 18 % verringerten relativen Befall. Die resistenz-
vermittelnde Wirkung des Proteins war bei diesen Pflanzen somit nicht héher als bei
der Tabaklinie 28-6.11, die keine Chitin-Bindedomane enthielt und fir die eine
Befallsreduktion von 23,5 % ermittelt wurde. Durch die Fusion des RIP mit der Chitin-
Bindedomane konnte die Wirksamkeit des Ribosomen-inaktivierenden Proteins in
Tabak gegen B. cinerea also nicht verbessert werden. Moglicherweise kommt es durch
die Fusion des RIP-Gens mit der neuen Proteindomane zu einer Aktivitadtsverringerung
des Proteins und damit zu einer geringeren Resistenzwirkung als bei Konstrukten, die
das RIP ohne Lectin exprimierten. Ferner koénnte die Bindedoméne eine stabile
Anlagerung des Fusionsproteins an das Chitin pilzlicher Zellwéande bewirken. Hierdurch
kommt es dann méglicherweise zu einer Immobilisierung des RIP und damit zu einer
verlangsamten Aufnahme in die Zellen des Pathogens.

Nicht nur fir das RIP aus Gerste ist eine pilzhemmende Wirkung bekannt. Broekaert
und Mitarbeiter (1989) konnten auch flir das Lectin der Brennessel in vitro eine
schwach inhibierende Wirkung auf chitinhaltige Pilze nachweisen. Bei dem hier
verwendeten Fusionsprotein konnte jedoch keine gesteigerte Resistenzwirkung in
planta nachgewiesen werden, die auf die Lectin-Bindedomane zurlickzuflihren ist. Zur
Aufklarung des Aktivitatsverlusts des Lectin-RIPs im Vergleich zum RIP sind
weiterfiihrende Expressionsstudien und in vitro-Versuche notwendig.

Bei einem Vergleich der Expressionsstarken der drei transgenen Linien ist auffallig,
dal} die mittel und die stark exprimierende Linie vergleichbar hohe Resistenzniveaus
aufweisen. Anders als bei den Ergebnissen von Jach et al. (1995) ist hier jedoch keine
deutliche Abhangigkeit zwischen der Starke der Proteinexpression und der

Wirksamkeit gegen pilzliche Pathogene in planta zu erkennen.
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Gegen Befall mit P. nicotianae waren dieselben Pflanzen im Blattscheibentest deutlich
resistenter als gegen Befall mit B. cinerea. Die Linien 202-3 und 202-7 waren zu
42 bzw. 28 % geringer befallen als die Kontrolle SR1. Wodurch die im Vergleich zur
Linie 28-6.11 verbesserte Resistenz dieser transgenen Pflanzen begriindet ist, ist
zunéchst nicht erkennbar. Da P. nicotianae als Oomycet kein Chitin in den Zellwanden
enthalt, kann die verbesserte Wirkung des RIP einerseits nicht auf die Chitin-
Bindedomane zurlickgeflihrt werden. Andererseits kann damit eine stabile Bindung des
Fusionsproteins an die Zellwand des Pathogens, wie sie flr B. cinerea angenommen
wurde, ausgeschlossen werden. Geht man dartber hinaus noch von einer direkten
Wirkung der Chitinase aus, beruht die verbesserte Resistenzwirkung im Vergleich zur
Linie 28 moglicherweise allein auf einer unterschiedliche Proteinexpression. Auch eine
direkte Wirkung der Lectin-Bindedomane auf P. nicotianae kann nicht ausgeschlossen
werden. Um die den Wirkmechanismus des Lectin-RIP abschlieRend aufzuklaren sind

weiterfiihrende Untersuchungen notwendig.

Kartoffeln

In dieser Arbeit wurden insgesamt 22 transgene Kartoffellinien der Ausgangssorte
Désirée aus der Arbeitsgruppe von Dr. G. Jach (MPI fiir Zichtungsforschung, Kéln) auf
mdgliche Resistenzen gegen Phytophthora infestans untersucht. Die Linien
exprimierten das Ribosomen-inaktivierende Protein aus Gerste oder eines von drei
Doppelkonstrukten  (GLU/CHI-A, RIP/CHI-A, GLU/RIP) unter Kontrolle des
35S-Promotors. Dreizehn der untersuchten Linien zeigten in den Blattscheibentests
keine oder nur geringe Befallsunterschiede zur nicht-transgenen Kontrolle. Weitere
acht Linien wiesen mit Befallsreduktionen zwischen 40 und 50 % im Vergleich zu
Désirée deutlich verbesserte Resistenz gegen P. infestans auf.

Kartoffelpflanzen, die RIP exprimierten, wiesen deutlich héhere Resistenz gegen
pilzliche Erreger auf als RIP-Tabak. Anders als erwartet ging das Resistenzniveau der
Doppelkonstrukt-Linien GLU/RIP und CHI-A/RIP jedoch nicht Uber das der Linie
2104/1, die nur das RIP exprimierte, hinaus. Durch die Koexpression eines der beiden
hydrolytischen Enzyme Glukanase bzw. Chitinase mit dem Ribosomen-inaktivierenden
Protein konnte hier somit keine verbesserte Resistenz von Kartoffelpflanzen gegen
P. infestans im Vergleich zu Einzelkonstrukten mit RIP erzielt werden.

Insgesamt zeigen die Versuche jedoch Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
Jach und Mitarbeitern (1995), die die Resistenz von GLU/CHI-A und RIP/CHI-A
transformierten Tabakpflanzen gegeniber Rhizoctonia solani untersuchten. Je drei

Tabaklinien dieser Doppelkonstrukte zeigten Befallsreduktionen zwischen 25 und 60 %
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in einem Jungpflanzentest und damit vergleichbare Werte wie die hier untersuchten
transgenen Kartoffellinien in den Phytophthora-Befallstests.

Durch die konstitutive Expression der Abwehrproteine Glukanase, Chitinase und RIP
konnten somit deutlich verbesserte Resistenzen in den Kulturpflanzen Tabak und
Kartoffel erzeugt werden. Einige transgene Pflanzenlinien mit diesen neu integrierten
Proteinen wiesen im Vergleich zu nicht-transgenen Pflanzen Befallsreduktionen
zwischen 40 und 60 % auf. Dabei kann die gute Wirksamkeit der Proteine gegen
phytopathogene Pilze in planta auf die direkte Wirkung als hydrolytische Enzyme bzw.
als inhibierendes Protein (RIP) zurickgefiihrt werden. Die hier vorgestellten
Ergebnisse belegen, dal} die verwendeten resistenzvermittelnden Proteine fir die
Resistenzzichtung sehr gut geeignet sind. Dabei sind zumindest das Ribosomen-
inaktivierende Protein und die Glukanase wegen ihrer Herkunft aus Gerste
wahrscheinlich nicht gesundheitsgefahrdend und damit fir die Verwendung in
Nahrungsmittel- und Futterpflanzen geeignet.

Fur die Kombination mehrerer Resistenzproteine wurde eine deutlich verbesserte
quantitative Resistenz in Kulturpflanzen erwartet. Die hier untersuchten Pflanzenlinien,
die zwei Fremdgene gleichzeitig exprimierten, wiesen jedoch keine Resistenzen auf,
die signifikant Gber dem Mal} von Einzelkonstruktpflanzen lagen.

In Tabelle 13 (Seite 96) sind die Ergebnisse aller Resistenztests zusammengestellt.

5.3 In vitro-Wirkung von Lysozymen gegen phytopathogene Pilze

Bislang wurde angenommen, daf die antibakterielle Wirkung von Lysozymen auf der
Funktion des Proteins als Muramidase beruht (SCHLEGEL & SCHMIDT, 1992). Durch den
Abbau des Mureins, das Bestandteil der Bakterienzellwand ist, kommt es zur
Auflosung der Bakterienzellwand. Fir Lysozyme ist aber auch bekannt, dal sie bei
niedrigen pH-Werten Chitinase-Funktion Gbernehmen kénnen (DURING et al., 1999).

Die Untersuchungen von Diring und Mitarbeitern (1999) zeigen, dafl3 T4-Lysozym und
ein synthetisch hergestelltes Peptid aus dem C-Terminus des T4-Lysozyms eine
deutliche antibakterielle Wirkung aufweisen. Zur Uberprifung einer méglichen hem-
menden Wirkung des T4-Lysozyms auf pilzliche Pathogene wurden in dieser Arbeit in
vitro-Tests zur Wirkung dieses Proteins auf keimende Pilzsporen durchgefuhrt. Dabei
wurden zunachst die beiden Schaderreger Phytophthora nicotianae und Fusarium
oxysporum fur die Untersuchungen verwendet. Die folgenden Proteine bzw. Peptide
wurden hinsichtlich ihrer hemmenden Wirkung auf Pilzhyphen getestet: T4-Lysozym,

T4-Lysozym-Mutante MG6K, denaturiertes T4-Lysozym sowie die synthetisch
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hergestellten Peptide A4 und A23. Die Mutante M6K zeichnet sich durch einen
Austausch des hydrophoben Methionins durch das positiv geladene Lysin an Position 6
aus und wurde auch zur Transformation von Kartoffelpflanzen verwendet. Die Peptide
A4 und A23 wurden aufgrund von Proteinsequenz-Computeranalysen des T4-Lys
identifiziert (DURING et al., 1999). Dabei wurden mehrere Regionen in der Struktur des
Proteins nachgewiesen, die typische Charakteristika amphipathischer Helices
aufweisen. Das hier verwendete synthetische Peptid A23 entspricht dabei den Helices
a2 und a3 (Aminosauren 126-141), wahrend das Peptid A4 der Helix a4 (Aminosauren
143 bis 155) entspricht. Eine bakterizide Wirkung konnte nur fir A4 von Diring und
Mitarbeitern (1999) nachgewiesen werden. Da jedoch beide Peptide amphipathisch
sind, wurden sie hier auf ihre Wirkung gegen phytopathogene Pilze untersucht.

Die Versuchsergebnisse zeigen, dald alle fur die in vitro-Tests verwendeten
Substanzen bei einer Konzentration von 0,5 pg/ul eine deutlich hemmende Wirkung
sowohl auf keimende Konidien von F. oxysporum als auch auf keimende Zoosporen
von P. nicotianae haben. Die Wirkung der T4-Lys-Mutante M6K und des durch Hitze
denaturierten T4-Lys ist vergleichbar hoch wie die Wirkung des unbehandelten T4-
Lysozyms. Auch die Peptide A4 und A23, die im T4-Lysozym amphipathische Helices
bilden, bewirkten in den Keimschlauchlangentests eine Verringerung des Myzel-
wachstums von P. nicotianae und F. oxysporum.

Das Peptid A4 besitzt somit genau wie das T4-Lys sowohl eine antibakterielle (DURING
et al., 1999) als auch eine fungistatische Wirkung. Fur das Peptid A23 konnte lediglich
eine hemmende Wirkung auf keimende Pilzsporen nachgewiesen werden. Da beide
Peptide im T4-Lysozym amphipathische Helices bilden, kann der Unterschied in der
Wirkungsbreite von A4 und A23 mdglicherweise auf die unterschiedliche Membran-
zusammensetzung von Bakterien und Pilzen zuriickgefihrt werden.

Um eine Uberprifung der Wirkung der Lysozyme und Peptide auf den in den
Pflanzentests verwendeten Erreger P. infestans zu ermdglichen, wurde ein Test, bei
dem die Zoosporen des Pilzes in Wassertropfen keimen, entwickelt. Dabei wurden vier
Konzentrationen zwischen 0,05 und 1,0 pg / ul von Hihnereiweilslysozym (HEWL), T4-
Lysozym und Rinderserumalbumin (BSA) verwendet. BSA wurde als Proteinkontrolle
eingesetzt und hatte keinen erkennbaren EinfluR auf das Wachstum keimender
Zoosporen. Die Zugabe von HEWL und T4-Lys hingegen fuhrte zu einer starken
Hemmung des Myzelwachstums. Dabei war eine deutliche Konzentrationsabhangigkeit
zu erkennen. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung verlief jedoch nicht linear, sondern in
Form einer Sattigungskurve, d.h. mit der zehnfachen Konzentration an Lysozym

verringerte sich die mittlere Keimschlauchlange nicht in gleichem Male.
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Ebenfalls zu erkennen war, dal die Wirkung des HEWL insbesondere bei hdheren
Konzentrationen starker war als die Inhibition, die durch die gleiche Menge T4-Lys
hervorgerufen wurde.

Anhand der Versuchsergebnisse konnte eine deutliche Wirkung von Lysozymen auf
das Wachstum keimender Pilzsporen von P. infestans, P. nicotianae und F. oxysporum
nachgewiesen werden. Weiterflihrende Untersuchungen zeigten, dall auch das
Keimhyphenwachstum von Bofrytis cinerea und Alternaria solani durch Lysozyme
gehemmt wird. Der Effekt von hitzedenaturiertem T4-Lys ist auch hier vergleichbar
hoch wie die Wirkung des unbehandelten T4-Lysozyms.

Aus diesem Grund kann die Enzymfunktion der Lysozyme als Ursache fir die
hemmende Wirkung auf keimende Sporen ausgeschlossen werden. Auch eine evtl.
Funktion der Proteine als Chitinasen scheidet als Ursache aus, da Chitinase-Aktivitat
nur bei sauren pH-Werten auftritt (DURING et al., 1999), bei diesen Untersuchungen
jedoch mit Puffern im neutralen Bereich gearbeitet wurde. Insbesondere bei den
Oomyceten P. infestans und P. nicotianae, die keine Chitine in den Zellwanden
enthalten, kann diese Wirkung auch aus diesem Grund ausgeschlossen werden.

Die Beobachtung, dal denaturiertes und dadurch enzymatisch inaktives T4-Lysozym
antimikrobielle Wirkung zeigt, wurde bereits von Diring und Mitarbeiter (1999) fur
Bakterien beschrieben. Auch Pellegrini und Mitarbeiter (1992) und Ibrahim und
Mitarbeiter (1996a, 1996b, 1997) wiesen anhand verschiedener Untersuchungen nach,
dal} die Wirkung des HEWL nicht allein auf einer enzymatischen Funktion beruht.
Pellegrini und Mitarbeiter (1997) beschrieben zudem eine durch HEWL hervor-
gerufene, elektronenmikroskopisch sichtbare Zerstérung bakterieller Membranen.

Die Keimschlauchlangentests mit verschiedenen Pilzen zeigten, dall die Peptide A4
und A23 fungistatische Wirkung auf keimende Pilzsporen besitzen. Der anti-
mikrobiellen Wirkung des T4-Lys kann somit nicht nur eine enzymatische Wirkung
zugrunde liegen. Die Aktivitat des Proteins gegen Bakterien, aber insbesondere gegen
Pilze kann vielmehr durch die amphipathischen Regionen des Molekiils erklart werden.
Fir andere Peptide, deren Molekilstrukturen amphipathische Helices aufweisen,
wurden antibakterielle Wirkungsweisen bereits nachgewiesen. Cecropin beispielsweise
besitzt hemmende Wirkung auf verschiedene Pilze (u.a. Phytophthora) und Bakterien
(ARCE et al., 1999; CAVALLERIN et al., 1998). Andere wichtige antimikrobielle Peptide
sind Lactoferricin, das in Tabak Resistenz gegen Ralstonia solanacearum vermittelt
(HWANG et al., 1998; ZHANG, 1998) sowie Sarcotoxin, das Resistenz gegen Bakterien
in Tabak vermittelt (OHSHIMA et al., 1999) und mdglicherweise bereits in einigen Jahren
in der Medizin zur Behandlung von Krebs Anwendung finden wird (OKAMOTO et al.,
1998).
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Da bekannt ist, dall amphipathische Helices Zellmembranen schadigen, wurden
Untersuchungen zum Wirkmechanismus der fungiziden Aktivitdt von T4-Lysozym,
HEWL und A4 gegen phytopathogene Pilze durchgeflihrt. Nach dreistlindiger
Inkubation mit Lysozymen wurden Sporangien von P. infestans mit dem nicht
membranpermeablen Fluoreszenzfarbstoff SYTOX angefarbt (REED et al., 1997).
Wahrend bei der Wasserkontrolle und bei Inkubation mit der Proteinkontrolle BSA nur
eine geringe Farbung im Zellwandbereich zu erkennen war, fluoreszierten mit Ethanol
abgetodtete Sporangien leuchtend gelb (Abb. 22, Seite 64). Diese deutliche Fluoreszenz
wiesen auch Sporangien auf, die mit T4-Lys, HEWL bzw. A4 inkubiert worden waren.
Die Zugabe dieser Stoffe fihrte offenbar dazu, daR die Zellmembranen der Sporen
beschadigt wurden und so der Farbstoff in das Zellinnere gelangen konnte. Mit diesem
Test konnte somit die membranschadigende Wirkung von Lysozymen und des Peptids
A4, die wahrscheinlich auf den Eigenschaften der amphipathischen Helices beruht,

bewiesen und damit die antimikrobielle Wirkung gegen Pilze erklart werden.

Bereits Trudel und Mitarbeiter (1995) wiesen die inhibierende Wirkung eines
extrazelluldren Extrakts von transgenen HEWL-exprimierenden Tabakpflanzen auf
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici nach. Den hemmenden Effekt auf den
pilzlichen Erreger fihren die Autoren dabei auf die Wirkung des HEWL als Chitinase
zurtick. Untersuchungen zur Resistenz des transgenen Tabaks gegen Pathogene
wurden nicht beschrieben.

Auch Nakajiama und Mitarbeiter (1997), die Humanlysozym in transgenen
Tabakpflanzen exprimierten und eine verringerte Anfalligkeit dieser Pflanzen fur
Mehltau (Erysiphe chicoracearum) nachweisen konnten, gehen von einer
chitinolytischen Wirkung des Proteins gegen diesen pilzlichen Pathogen aus. Hinweise

auf die in vitro-Wirkung des Humanlysozyms auf den Erreger fehlen jedoch.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Wirkung von Lysozymen auf
phytopathogene Pilze sowohl in vitro als auch in planta untersucht. Mit Hilfe von
Keimschlauchlangentests wurde eine deutlich hemmende Wirkung von T4-Lys und
HEWL auf das Myzelwachstum verschiedener Pilze ermittelt. Darliber hinaus zeigte
auch eine T4-Lys-Mutante und hitzedenaturiertes T4-Lysozym wachstumshemmende
Effekte. Da die fungistatische Wirkung der Lysozyme nicht auf Enzymfunktion
zurlckzufuhren ist, mussen andere Wirkmechanismen von Bedeutung sein.

Die Proteinstruktur des T4-Lys weist einige Regionen mit amphipathischen Helices auf
(DURING et al., 1999). Solche Proteinregionen konnen bekanntermaflen Wechsel-

wirkungen mit Zellmembranen eingehen. Anhand von Farbetests mit Sporangien von
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P. infestans, aber auch mit Bakterienzellen von E. coli (DURING et al., 1999) wurde
gezeigt, dal T4-Lysozym tatsachlich Schadigungen an Zellmembranen von Pilzen und
Bakterien verursacht, die zu einer deutlichen Verringerung des Pilzwachstums bzw.
zum Abtéten von Bakterienzellen fuhrten. Diese membranzerstérende Wirkung zeigten
das T4-Lysozym und das Peptid A4 auch an Kartoffelprotoplasten, nicht jedoch im
Hamolyse-Test mit Saugetierblut (DURING et al., 1999), was einen ersten positiven

Hinweis zur biologischen Sicherheit gibt.

5.4 Resistenzwirkung von Lysozymen in transgenen Kartoffelpflanzen

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kartoffelpflanzen stammten aus der
Arbeitsgruppe von Dr. K. Diring und exprimierten das T4-Lysozymgen unter der
Kontrolle des konstitutiven CaMV 35S-Promotors. Dieser Promotor bewirkt eine
konstitutive Expression und somit eine permanente Bildung des Proteins in allen
Pflanzengeweben (ODELL et al., 1985). Durch die Kombination des Gens mit dem
a-Amylase-Signalpeptid (SP) aus Gerste wird das Lysozym in die Interzellularrdume
der Pflanzen sekretiert (HIPPE et al., 1989) und ist im Falle eines Pathogenbefalls
bereits am Infektionsort vorhanden. Die Expressionsstarke erfolgreich transformierter
Kartoffellinien war mit ca. 0,0005 Prozent des l6slichen Gesamtproteins verhaltnis-
mafig gering (A. MAHN, personliche Mitteilung).

Phytopathologische Untersuchungen des Pflanzenmaterials auf Resistenz gegen
Erwinia carotovora hatten gezeigt, dal} Knollen Lysozym-exprimierender Linien, die mit
Erwinia carotovora atroseptica (E.c.a.) infiziert wurden, verbesserte Auflaufraten
aufwiesen (DURING, 1994). Zudem fihrt die Expression des T4-Lysozyms zu
verringerter Matzeration des Knollengewebes nach Inokulation mit E.c.a. (DURING et
al., 1993). Auch die Expression von HEWL in Kartoffelpflanzen fuhrte zu erhéhter
Resistenz gegen E.c.a. (SERRANO et al., 2000).

Aufgrund der starken inhibierenden Wirkung des T4-Lysozyms auf verschiedene
phytopathogene Pilze in vitro wurden die vorhandenen transgenen T4-Lysozym-
exprimierenden Kartoffellinien auch phytopathologisch auf Pilzresistenz untersucht.
Dabei stellte sich insbesondere die Frage, ob Lysozyme geeignet sind, in
Kulturpflanzen Resistenz gegen phytopathogene Pilze zu vermitteln.

Insgesamt sieben transgene T4-Lysozym-Kartoffellinien der Ausgangssorte Désirée
(DL-Linien) wurden hinsichtlich ihrer Resistenzeigenschaften gegentiber P. infestans in
dieser Arbeit untersucht. Als Kontrollen fiir alle Versuche dienten Désirée-Pflanzen, die

ebenfalls eine Sterilkulturphase durchlaufen hatten, und die transgene Kontrollinie



Diskussion 89

DK1, die nur das nptll-Gen enthalt. Die Ergebnisse aller Resistenztests sind in Tabelle
13 (Seite 96) zusammengestellt.

Drei der untersuchten Lysozym-Kartoffellinien wiesen phanotypische Veranderungen
auf. Die Linie DL15 konnte wegen des sehr geringen Wachstums und der nur etwa
Daumennagel groen Blatter nicht mit in die Untersuchungen einbezogen werden. Ein
leicht verringertes Wachstum im Vergleich zu den anderen Linien, insbesondere aber
ein verzogertes Auflaufen der Knollen zeichnete die Linie DL4 aus. Die Linie DL11 wies
ein gestauchtes Wachstum durch verkirzte Internodien und deformierte Bliten auf.
Der Grund dieser phanotypischen Veranderungen ist wahrscheinlich auf somaklonale
Variationen oder Positionseffekte zurlickzuflihren. Die Expression des Lysozyms allein
ist sehr wahrscheinlich nicht flr die Anomalien verantwortlich, da die anderen hier
verwendeten transgenen Linien im Vergleich zu nicht-transgenen Pflanzen keine
Unterschiede in Wachstum, Blite und Abreife zeigten. Die im Gewachshaus
erzielbaren Knollenertrage waren fir alle Linien vergleichbar. Veranderungen oder
Deformationen an den Knollen wurden nicht festgestellt.

Interessanterweise zeigten die beiden Linien mit phanotypischen Veranderungen (DL4
und DL11) nach Inokulation mit P. infestans im Vergleich zu den Kontrollen keine
statistisch absicherbaren Befallsunterschiede. Blatter der Linie DL4 waren im Mittel der
Versuche vergleichbar anfallig fur Phytophthora-Befall wie die Kontrolle Désiree.
Wahrscheinlich ist dies auf das verzogerte Auflaufen der Pflanzen und damit auf
unterschiedlich entwickeltes Blattmaterial zurickzufuhren.

Anders als bei der Linie DL4 entwickelten sich die Pflanzen der Linie DL11 zunachst in
gleicher Weise wie die Kontrollen. Durch die Verkirzung der Internodien waren die
Pflanzen jedoch etwas gestaucht. In den Befallstests wiesen Pflanzen dieser Linie eine
durchschnittliche Befallsreduktion von ca. 40 % auf. Eine Uberprifung der Einzel-
ergebnisse zeigt jedoch, dal® bei drei der 13 Versuche der Phytophthora-Befall héher
war als bei der Kontrolle. Damit waren die Daten mit dem Wilcoxon-Test statistisch
nicht absicherbar.

Die Anwendung des Blattscheibentests zur Uberpriifung der Anfélligkeit von Pflanzen
fur  Krankheitserreger erlaubt es, Pflanzen mehrmals in verschiedenen
Entwicklungsstadien zu untersuchen. Daher wurden die zu testenden Kartoffellinien in
klimatisierten Gewachshausabteilen angebaut und zwei- bis dreimal zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten geprift. Ein Vergleich der Versuchsergebnisse zeigt, dal®
zwar geringe Unterschiede in der Befallsentwicklung zwischen Blattern von jungeren
und alteren Pflanzen erkennbar waren, eine Verschiebung der Unterschiede zwischen

den verschiedenen Pflanzenlinien im Laufe der Entwicklungsstadien jedoch nicht
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auftrat. Die durch das Lysozym vermittelte quantitative Resistenz war demnach sowohl
an Jungpflanzen als auch an blihenden Pflanzen gleichermal3en ausgepragt.
Insgesamt wiesen funf der sieben untersuchten transgenen Kartoffellinien (DL5, DL10,
DL12, DL13 und DL14) im Vergleich zu den Kontrollen deutlich verbesserte
Resistenzniveaus auf. Die Befallsmittelwerte dieser Linien lagen zwischen 35 und 60 %
niedriger als bei Désirée und DK1 und waren somit signifikant verschieden. Da die
Befallsmittelwerte von Désirée und der Kontrolle DK1, die nur das nptll-Gen enthalt,
vergleichbar waren, kann die verringerte Anfalligkeit der transgenen Lysozym-Linien
auf die Expression des T4-Lysozyms zurlickgeflihrt werden. Trotz der verhaltnismaRig
geringen Konzentration des Proteins in den Pflanzen fihrte das T4-Lysozym somit zu
einer verbesserten Abwehrreaktion der ausgewahlten Pflanzen bei Infektion mit
P. infestans.

Die Daten zur Resistenz wurden aus Mittelwerten 13 unabhangiger Versuche
berechnet. Jeder Mittelwert errechnet sich dabei aus den Befallswerten von 28
inokulierten Blattscheiben. Die Mehrzahl der inokulierten Blattscheiben aller Linien
wurde von dem Pathogen infiziert. Nach zwei bis drei Tagen waren typische
Befallssymptome sichtbar. Die Befallsstarke zum Zeitpunkt der Befallseinschatzung (5
und 6 dpi.) war bei den transgenen Linien jedoch deutlich geringer als bei den
Kontrollpflanzen. Mit Hilfe der Bonitur in Prozent nekrotisierter Blattscheibenflache
konnten diese Unterschiede eindeutig ermittelt werden. Zu einem spateren
Boniturzeitpunkt, z.B. nach 10 Tagen, waren alle Blattscheiben, die Anfangsbefall
zeigten, zu 100 % befallen. Unter natirlichen Bedingungen im Feldanbau kdnnte diese
Verzdgerung jedoch ausreichend sein, um den Befall, der je nach Witterungsbe-
dingungen unterschiedlich schnell voranschreitet, deutlich zu verlangsamen und damit
in durchschnittlichen Befallsjahren den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln zu
verringern.

Die Auswertung der Blattscheibentests zeigte weiterhin, daf’ trotz der gleichmafigen
Inokulation mit Sporangien von P. infestans die Anzahl der nicht befallenen
Blattscheiben bei den transgenen Linien im Mittel etwas hdher lag als bei den
Kontrollen. Damit blieb bei Blattscheiben transgener Linien der Infektionsprozefld von
P. infestans haufiger erfolglos als bei Blattscheiben von Désirée. Dieses Ergebnis
wurde durch eine starke negative Korrelation (r=-0,95) zwischen der Befallsstarke und

der Zahl nicht befallener Blattscheiben bestatigt.

Neben P. infestans zahlt Alternaria solani zu den wichtigsten Blattpathogenen im
Kartoffelanbau. Daher wurden auch Versuche zur Ermittlung der Alternaria-Anfalligkeit

transgener Lysozym-Kartoffeln durchgefuhrt. In der aus Zeitgrinden auf vier Tests
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begrenzten Versuchsreihe wiesen die Linien DL10, DL11, DL12, DL13 und DL14 nach
Infektion mit A. solani um 40 bis 60 % verbesserte Resistenzniveaus auf. Obwohl die
Ergebnisse der Untersuchungsreihe wegen der geringen Versuchszahl statistisch nicht
absicherbar waren, zeigten die Boniturwerte, dal3 das T4-Lysozym Resistenz gegen
A. solani vermittelt. Aufgrund eines abweichenden Wertes in einem der Versuche, lag
der Befallsmittelwert der transgenen Kontrolle DK1 ebenfalls unterhalb der Sorte
Désirée.

Ein Vergleich mit den Mittelwerten der Phytophthora-Befallstests ergab eine Korrelation
von r=0,94. Die Ergebnisse beider Versuchsreihen zeigten somit groRe Ubereinstim-
mung. Transgene Linien mit verbesserter quantitativer Resistenz gegen P. infestans
wiesen ebenfalls geringere Anfalligkeit fir Infektionen mit A. solani auf. Wie anhand der
in vitro-Versuche erwartet werden konnte, ist die Wirksamkeit des T4-Lysozyms nicht

allein auf Oomyceten beschrankt.

Die meisten Abwehrproteine von Pflanzen werden erst durch Pathogenbefall oder
abiotische Streffaktoren induziert. Dabei wird die Synthese dieser Proteine in der
Regel durch Elicitoren induziert und die Produktion am Infektionsort eingeleitet. Die
Verwendung induzierbarer Promotoren fiir die Expression von Resistenzproteinen ist
vorteilhaft, da die Synthese des Proteins zeitlich begrenzt bleibt und somit die Gefahr
der Resistenzbildung verringert wird.

In die phytopathologischen Untersuchungen wurden Kartoffelpflanzen einbezogen, die
das T4-Lysozymgen unter Kontrolle des Mannopinsynthase-Promotors (mas-Promotor)
exprimierten. Dieser Promotor stammt aus Agrobacterium tumefaciens und ist wund-
und hormoninduzierbar (FELTKAMP et al., 1995; LANGRIDGE et al., 1989; SANGER et al.,
1990). Durch die Wundinduktion kann die Expression des Lysozyms auf den
Infektionsort fokussiert werden. Zusatzlich wurde die SP-Lysozym-Promotor-Sequenz
zur Verringerung von Positionseffekten von zwei MAR-Regionen (matrix-associated-
region) flankiert (BREYNE et al., 1992; PORSCH et al., 1998).

In dieser Arbeit wurden sechs transgene Linien mit diesem Konstrukt untersucht. Keine
der Linien zeigte phanotypische Veranderungen. In den Befallstests mit P. infestans
zeigten nur einige der transgenen Linien leichte Befallsreduktionen von bis zu 20 % im
Vergleich zu Désirée. Die Unterschiede zwischen den transgenen Linien und der
Kontrolle waren nicht signifikant.

Durch die Kombination des T4-Lysozymgens mit dem mas-Promotor konnten somit
keine befriedigenden Ergebnisse hinsichtlich der Resistenz transformierter
Kartoffelpflanzen gegenliber P. infestans erzielt werden. Grund fir diese geringe

Wirkung des Konstrukts gegen den angreifenden Pathogen ist sehr wahrscheinlich
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eine zu spat oder gar nicht eingeleitete Proteinsynthese, die den Erreger nach
erfolgreicher Infektion nicht mehr wirkungsvoll abwehren kann. Ebenso ist die
Proteinmenge, die nach der Induktion durch die Verwundung gebildet wird,
mdglicherweise nicht ausreichend, das Wachstum penetrierender Hyphen so stark zu

hemmen, daR eine signifikante Befallsverminderung erkennbar ware.

Neben transgenen Lysozym-Pflanzen der Sorte Désirée wurden auch Lysozym-
Pflanzen der Sorten Secura und Panda auf ihre Resistenz gegenilber P. infestans
untersucht. Hintergrund dieser Versuche war die Frage nach der Wirksamkeit des
Lysozyms in Sorten mit geringer bzw. hoher Resistenz gegen P. infestans.
Insbesondere interessierte die Frage, ob die Bildung des Proteins in Kartoffelsorten mit
hoher bzw. geringer Anfalligkeit flir den Erreger zu einer vergleichbaren Erhéhung des
Resistenzniveaus fuhren kdnnte wie bei der Sorte Désirée.

Dazu wurden zunachst nicht-transformierte Pflanzen der Sorten Désirée, Secura und
Panda in einem Phytophthora-Befallstest miteinander verglichen. Entsprechend den in
der Beschreibenden Sortenliste = (BUNDESSORTENAMT, 1998) angegebenen
Anfalligkeitsnoten flr Phytophthora-Krautfaule zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen den Sorten. Wahrend die Sorte Secura deutlich anfalliger war als die Sorte
Désirée, zeigte die Sorte Panda eine gute Resistenz gegen P. infestans. Das Ergebnis
dieses Tests spiegelt die Angaben der Beschreibenden  Sortenliste
(BUNDESSORTENAMT, 1998) zur Anfélligkeit der Sorten in der Feldprifung zutreffend
wider.

Fir die Untersuchungen zur resistenzvermittelnden Wirkung des Lysozyms in
transgenen Secura-Linien wurden drei Linien eingesetzt, die das von MAR-Sequenzen
flankierte SP-Lys unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimierten. Eine transgene
Kontrolle, die nur das nptll-Gen exprimierte, stand leider nicht zur Verfliigung.

Die Ergebnisse der Blattscheibentests zeigten deutlich, dall die relativen
Befallsmittelwerte in gleicher Weise wie bei den DL-Linien reduziert waren. Im Mittel
der finf durchgefiihrten Tests wiesen die drei transgenen Linien Befallsreduktionen
von ca. 40 bis 60 % im Vergleich zu Secura auf. Damit zeigte sich, dal3 sowohl in
transgenen Linien der mittelstark fiir Phytophthora anfalligen Sorte Désirée als auch in
Linien der stark anfalligen Sorte Secura durch die konstitutive Expression des T4-
Lysozyms deutlich verbesserte quantitative Resistenzen gegen den Erreger erzielt
werden konnten. Die relative Erhéhung der Resistenzniveaus von transgenen Linien
der Sorten Désirée und Secura waren somit vergleichbar.

Auch transgene Linien der Sorte Panda, die das T4-Lysozymgen unter Kontrolle des

35S-Promotors exprimierten, wurden auf ihre Resistenz gegenlber P. infestans
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untersucht. Aus Zeitgrinden konnten nur vier Befallstests mit drei transgenen Linien
durchgeflhrt werden. Eine transgene Kontrollinie, die nur das nptll-Gen, nicht aber das
T4-Lysozymgen enthalt, stand fir Panda leider ebenfalls nicht zur Verfiigung.

Die Boniturwerte der Blattscheibentests lagen wegen der hohen Resistenz der Sorte
auch am siebten Tag nach der Inokulation deutlich niedriger als bei den Versuchen mit
transgenen Linien der Sorte Désirée. Trotzdem war eine verbesserte Resistenz dieser
Linien gegen P. infestans zu beobachten. Die untersuchten Linien wiesen im
Durchschnitt einen um 35 bis 40 % verringerten Befall im Vergleich zu Panda auf.
Aufgrund des ohnehin verhéltnismaRig hohen Resistenzniveaus von Panda
(BUNDESSORTENAMT, 1998) durften transgene Linien dieser Kartoffelsorte im
Feldanbau besonders widerstandsfahig gegen Befall mit phytopathogenen Pilzen sein.
Durch die Transformation und phytopathologische Untersuchung verschiedener
Kartoffelsorten konnte gezeigt werden, dal® T4-Lysozym unabhangig von der
natlrlichen Basisresistenz einer Sorte verbesserten Schutz gegen pilzliche Pathogene
vermittelt. Mit Hilfe der Gentechnik kann folglich nicht nur die quantitative Resistenz
von Sorten mit hoher Krankheitsanfalligkeit, sondern auch die Resistenz gering

anfalliger Sorten weiter verbessert werden.

Die Expression von T4-Lysozym in Kartoffelpflanzen flhrt zu einem verringerten
Wachstum von phytopathogenen Pilzen nach Infektion von Blattscheiben. Die dabei
gemessenen Befallsreduktionen von bis zu 60 % machen Lysozyme zu einer
interessanten Proteingruppe flr die molekulare Resistenzziichtung, insbesondere im
Hinblick auf die Doppelwirkung dieser Proteine gegen Bakterien und Pilze (Dlring et
al.,, 1999). Zudem sind Lysozyme wahrscheinlich als Resistenzproteine fir
Nahrungsmittelpflanzen geeignet, da sehr viele tierische und pflanzliche Nahrungs-
mittel natlrlicherweise Lysozyme enthalten. So enthalt z.B. Hihnereiweill ca. 3,2
mg/ml (CONNER, 1993) und Blumenkohl ca. 27,6 pg/ml (PROCTOR et al., 1988)
Lysozym. Wie hier gezeigt werden konnte, lie3 auch Huhnereiweilllysozym in
unbehandelter wie in denaturierter Form antimikrobielle Wirkung erkennen. Da das T4-
Lysozym den gleichen Wirkmechanismus aufweist, ist auch die Aufnahme von
T4-Lysozym Uber Nahrungsmittel wahrscheinlich unbedenklich.

Die Untersuchung von Lysozym exprimierenden Kartoffellinien ergab, dall Wurzeln
dieser Pflanzen Lysozym sekretieren und das ausgeschiedene Protein antimikrobielle
Wirkung gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien aufweist (DE VRIES et al.,
1999). Zudem konnte nachgewiesen werden, daR die Uberlebensrate von Bacillus
subtilis Bakterien an Haarwurzeln von Lysozym-Pflanzen deutlich geringer war als an
Kontrollpflanzen (AHRENHOLTZ et al., 2000). Andererseits haben umfangreiche Unter-
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suchungen, die im Rahmen der biologischen Begleitforschung von Freisetzungsver-
suchen mit Lysozym-Kartoffeln durchgefiihrt wurden, keine nachhaltige Veranderung
der in der Phyllosphare angesiedelten Bakteriengemeinschaften ergeben (HEUER &
SMALLA, 1999; LOTTMAN et al., 1999). Grund daflr ist mdglicherweise die auf einen
sehr engen Raum um die Haarwurzeln begrenzte Wirkung des Lysozyms, die auf
einen schnellen Abbau durch von Bodenmikroorganismen ausgeschiedenen Proteasen
bzw. eine Bindung an Bodenpartikel begriindet ist und damit die Anreicherung von

Lysozym im Boden verhindert.
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Tab. 13: Zusammenfassung der Resistenzuntersuchungen mit transgenen Tabak-
und Kartoffellinien. Die Versuchsmittelwerte sind als relativer Befall in %
im Vergleich zu den nicht-transgenen Kontrollen SR1 bzw. Désirée,
Secura und Panda (100 %) angegeben (p35S = CaMV 35S-Promotor,
pmas = Mannopinsynthase-Promotor, RIP = Ribosomen-inaktivierendes
Protein, CHI-A = Chitinase-A, GLU = Glukanase, T4-Lys = T4-Lysozym).

Tabak B. cinerea P. nicotianae
SR1 100,0 100,0
28-6.11 (p35S-RIP) 77,1 76,5
34-3.1 (p35S-CHI-A) 68,4 45,0
34-3.1 x 28-6.9 (p35S-CHI-A x RIP) 62,6 42,4
202-2 (p35S-Lectin RIP (-)) 94,4 69,1
202-3 (p35S-Lectin RIP (++)) 87,0 57,6
202-7 (p35S-Lectin RIP (+)) 82,1 71,4
Kartoffel P. infestans A. solani
Désirée 100,0 100,0
2104/1 (p35S-RIP) 53,4

3102/4 (p35S-GLU/CHI-A) 52,6

3402/2 (p35S-GLU/CHI-A) 47,5

3402/3 (p35S-GLU/CHI-A) 58,3

3602/3 (p35S-GLU/CHI-A) 57,7

4301/2 (p35S-RIP/CHI-A) 54,2

4301/4 (p35S-RIP/CHI-A) 56,0

5102/3 (p35S-GLU/RIP) 69,0

5114/1 (p35S-GLU/RIP) 52,3

DL4 (p35S-T4-Lys) 104,4 119,8
DL5 (p35S-T4-Lys) 65,8 92,3
DL10 (p35S-T4-Lys) 40,8 56,5
DL11 (p35S-T4-Lys) 57,3 61,3
DL12 (p35S-T4-Lys) 40,4 37,8
DL13 (p35S-T4-Lys) 51,6 53,0
DL14 (p35S-T4-Lys) 57,9 63,3
8-41-1 (pmas-T4-Lys) 79,5

8-41-2 (pmas-T4-Lys) 87,9

8-41-3 (pmas-T4-Lys) 90,5

8-41-4 (pmas-T4-Lys) 96,9

8-41-5 (pmas-T4-Lys) 80,4

8-41-11 (pmas-T4-Lys) 101,2

Secura 100,0

201/5 (p35S-T4-Lys, Secura) 63,1

202/11 (p35S-T4-Lys, Secura) 58,2

208/5 (p35S-T4-Lys, Secura) 42,7

Panda 100,0

DL1 (p35-S-T4-Lys, Panda) 59,6

DL2 (p35-S-T4-Lys, Panda) 62,4

DL3 (p35-S-T4-Lys, Panda) 65,1
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung verschiedener Lysozyme auf mehrere
phytopathogene Pilze in vitro untersucht. Darlber hinaus wurde die Resistenzwirkung
der Abwehrproteine Glukanase, Chitinase, T4-Lysozym und eines Ribosomen-
inaktivierenden Proteins (RIP) in transgenen Tabak- bzw. Kartoffelpflanzen gegen
pilzliche Pathogene uUberprift. Hierzu wurden Befallstests mit Blattscheiben von

Gewachshauspflanzen, die in einer Bewasserungsbox inkubiert wurden, verwendet.

1. Transgene Tabakpflanzen, die ein Ribosomen-inaktivierendes Protein aus Gersten-
kérnern exprimierten, zeigten nach Inokulation mit Botrytis cinerea einen um 22 %
reduzierten Befall. Die Expression einer Exochitinase aus dem Bodenbakterium
Serratia marcescens fihrte im Vergleich zur nicht-transgenen Kontrolle zu einer
Verringerung des Blattscheibenbefalls mit B. cinerea um durchschnittlich 31 %.
Wurden das RIP und die Chitinase in Tabak koexprimiert, so wiesen Pflanzen
dieser Linie durchschnittich 37 % weniger Befall auf. Damit konnte das
Resistenzniveau von Tabak durch die Expression beider Proteine im Vergleich zu

den Einzelkonstrukten nur leicht gesteigert werden.

2. Nach Inokulation von Blattscheiben mit Phytophthora nicotianae zeigten RIP
exprimierende Tabakpflanzen 33 % und Chitinase exprimierende Pflanzen 55 %
weniger Befall als Kontrollpflanzen. Die Koexpression der Proteine fuhrte bei Befall
mit P. nicotianae zu einer Befallsreduktion von 57 % und damit nicht zu einer

deutlich verbesserten Resistenz.

3. Neben Tabak wurden auch transgene Kartoffellinien, die verschiedene
Kombinationen von Abwehrproteinen exprimierten, getestet. Diese Pflanzen mit
den Doppelkonstrukten Glukanase/Chitinase, Glukanase/RIP bzw. RIP/Chitinase
wurden im Blattscheibentest auf ihre Anfalligkeit fur Phytophthora infestans
untersucht. Acht der insgesamt 22 getesteten Linien wiesen Befallsreduktionen von

40 bis 50 % im Vergleich zur Ausgangssorte Désirée auf.

4. Die Wirkung von T4-Lysozym, der T4-Lysozym-Mutante M6K, Huhnereiweil3-
lysozym sowie der T4-Lysozym-Peptide A4 und A23 auf Sporen verschiedener
pilzlicher Pathogene wurde anhand von Keimschlauchlangentests ermittelt. Dabei
konnte nachgewiesen werden, dal®3 diese Proteine und Peptide einen stark
hemmenden Effekt auf das Wachstum keimender Konidien von Fusarium
oxysporum sowie Zoosporen von P. nicotianae und P. infestans besitzen. Darlber

hinaus konnte gezeigt werden, dal® auch durch Hitze denaturiertes Lysozym, daf}
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keine Enzymfunktion mehr besitzt, diese wachstumshemmende Wirkung aufweist.
Damit konnte die Enzymfunktion des Lysozyms (Muramidase) als Ursache fir die

pilzhemmde Wirkung ausgeschlossen werden.

5. Anhand eines Farbetests mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYTOX wurde erstmals
mikroskopisch gezeigt, dall Lysozyme und davon abgeleitete Peptide die
Membranstruktur von P. infestans-Sporangien beeinflussen. Die inhibierende
Wirkung von Lysozymen kann daher auf diese membranschadigende Wirkung
zurtckgefiihrt werden. Verantwortlich fir diese Funktion sind wahrscheinlich
amphipathische Helices in der Struktur des T4-Lysozyms. Die isolierten Peptide A4
und A23 entsprechen Regionen des Molekils mit dieser charakteristischen
Struktur.

6. In Blattscheibentests wiesen Kartoffelpflanzen, die das T4-Lysozymgen unter der
Kontrolle des 35S-Promotors exprimierten, signifikant verringerten Befall mit
Phytophthora infestans und Alternaria solani auf. Die Befallswerte von finf ge-

testeten Linien lagen dabei um 40 bis 60 % niedriger als bei den Kontrollpflanzen.

7. Bei den Kartoffelsorten Secura und Panda, die eine sehr hohe bzw. sehr geringe
naturliche Anfalligkeit fur Phytophthora-Befall aufweisen, fuhrte die Expression des
T4-Lysozyms ebenfalls zu einer Erhdhung des Resistenzniveaus. Drei transgene
Linien dieser Sorte Secura wiesen nach Infektion mit P. infestans Befalls-
reduktionen zwischen 37 und 57 % auf. Der Befall an transgenen Linien der Sorte

Panda lag bis zu 40 % niedriger als bei den Kontrollpflanzen.

8. Unter Kontrolle des wund- und hormoninduzierbaren Mannopinsynthase-Promotors
vermittelte das T4-Lysozymgen in transgenen Kartoffeln jedoch keine signifikant
erhohte Resistenz gegen P. infestans. Pflanzen mit diesem Konstrukt wiesen nur

bis zu 20 % verringerten Befall auf.

Die hier untersuchten Abwehrproteine (Glukanase, Chitinase, RIP und T4-Lysozym)
vermitteln in Kulturpflanzen erhéhte quantitative Resistenz gegen verschiedene
phytopathogene Pilze. Sie stellen damit besonders geeignete Resistenzfaktoren fiir die
molekulare Pflanzenziichtung dar. Insbesondere T4-Lysozym, das in planta eine
resistenzvermittelnde Wirkung sowohl gegen Pilze als auch gegen Bakterien zeigt und
dessen nicht-enzymatischer Wirkmechanismus mit dieser Arbeit weiter aufgeklart
wurde, bietet fir die Zukunft vielfaltige Moglichkeiten flr die Resistenzziichtung von

Kartoffel, Tabak und anderen Kulturpflanzen.
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