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. Einleitung

I. Einleitung

1. Potentielle globale Klimaveriinderungen und jhre Ursachen

Das kontinuierliche Wachstum der Weltbevolkerung resultiert in verstarkter
Emission  von  Abgasen  aus  Landwirtschaft, Industrie  und
Verbrennungsprozessen fossiler Energietrager. Dies fihrt zu Verdnderungen in
der chemischen Zusammensetzung der Atmosphire. ErhShte Konzentrationen
individueller Gase bzw. Strahlung wie UV-B haben entweder direkte biologische
Effekie zur Folge oder sie beeinflussen in ihrer Gesamtheit das globale Klima,
indem sie z.B. durch Riickstrahlung von Sonnenenergie zur Enwdrmung der
Atmosphire und Erhthungen der globalen Temperatur (sog. ,,Treibhauseftekt”),
verinderten Niederschlagsmustern und verldngerten Vegetationszeiten fithren
kénnen (Kley und Klockow, 1989).

1.1, Zunahme von O3 und CQ; in der Troposphiire

Verdnderungen der Konzentrationen von troposphérischem O3 und CO; sind
Bestandteil der Diskussion iiber eine globale Klimaverinderung (Watson et al,,
1990). Zur Abschitzung der globalen Entwicklung gibt es verschiedene
numerische Klimamodelle (s. Enquete-Kommission, 1991). Die Konzentration
von CO, ist seit Beginn des Industriezeitalters von 280 ull auf 350 uli
angestiegen (Bazzaz, 1990). Ebenfalls anthropogen bedingt ist die wihrend der
letzten 100 Jahre im globalen Jahresdurchschnitt von ca. 10-20 nl/l auf 30-40 nl/|
signifikant angestiegene Konzentration von troposphirischem O; (Kley und
Volz-Thomas, 1990). Dieses ensteht aus Vorliufersubstanzen wic
Stickstoffoxiden und  Kohlenwasserstoffen  (z.B.  Terpenen) unter
Lichteinwirkung (Photooxidation) und ist Hauptbestandteil des sog.
LSommersmogs”,

1.2. Abnahme von stratosphiirischem O;

O; entsteht in der Stratosphére aus Sauerstoffmolekiilen (O,) unter Einwirkung
der Sonncnstrahlung (Wellenldnge < 240 am):

O; +hv > 20
O+ 02 - 03

Im Gleichgewicht mit der stratosphirischen Ozonbildung findet jedoch dort auch
ein stindiger photolytischer Ozonabbau durch Absorption von UV-Strahlung
{Wellenlinge < 320 nm) statt. Durch besonders in den letzten drei Jahrzehnten in
die Stratosphire gelangende Fluorchlorkohlenwasserstoffe (FCKW) (z.B. aus
Kilte- oder Losemitteln) wird jedoch dieses Gleichgewichl zwischen
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(zonbildung und -abbau verschoben. Dadurch findet ein verstirkter, sehr
komplexer, heterogen-katalytischer AbbauprozeS von Ozon durch Chloratome
statt, die durch energiereiche UV-Strahlung aus den FCKW freigesetzt werden.
Dieser durch FCKW ausgeldste stratospharische Ozonabbau ist Ursache fiir das
.Ozonloeh®, das zuerst iber der Antarktis beobachtet wurde und dort in den
letzten Jahren immer groBere AusmaBe annimmt (Enquete Kommission, 1994).
Auch auBerhalb des ,,Ozonloches™ wurde z.B. am HohenpeiBienberg in den 70er
und 80er Jahren eine Ozon-Abnahme in der Stratosph4re und eine Ozon-
Zunahme in der Troposphire beobachtet (s. Abb. 1). Am HohenpeiBenberg
gemessene Ozon-Trends sind in Abb. 1 fir den Zeitraum von 1967 bis 1990
dargestellt. Der Ozonriickgang in der Stratosphire im Hohenbereich um etwa 22
km betrug im vergangenen Jahrzehnt ca. 0.5 % pro Jahr (Enquete Kommission,
1994). Zu beriicksichtigen ist, daB der tropospharische Ozon-Anstieg (s. 1.1.)
seit Ende der 80er Jahre abflacht (s. Abb. 1) bzw. seit Beginn der 90er Jahre an
vielen Stationen kein weiterer Anstieg mehr zu beobachten ist (s. Abb. 2 fir
Neuherberg bei Miinchen).

160 =
150 4
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130 4

120 -
0,/{nbar)

'I'I‘I'I‘I'l'l‘l‘I’l'l‘l
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Abb. 1:

. Einleitung

Ozon-Trends in verschiedenen Héhen der Stratosphire (a)

und der Troposphire (b) fiir den Zeitraum von 1967 bis 1990,
Meteorologisches Observatorium HohenpeiBenberg (aus Enquete
Kommission, 1994; Wege und Vandersee, 1991)

[}

Abb. 2

Abb. 2:

Tagliche Ozonmaxima (30 min) der Jahre 1990-1955 in Neuherberg
bei Miinchen (freundlicherweise von Hermn Strube, EPOKA, zur
Verfiigung gestellt)

1.3. Zunahme der troposphiirischen UV-B Einstrahlung

Als ultraviolette Strahlung bezeichnet man den Wellenldngenbereich zwischen
200 und 400 nm. Dieser wird weiter unterteilt in die Bereiche UV-C (200-280
om), UV-B (280-315 (320) nm) und UV-A (315 (320) - 400 nm) (Tevini, 1993).
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Frither wurde fiir den Ubergangsbereich von UV-B zu UV-A vorwiegend 320
nim, heute wird eher 315 nm angegeben (Tevini, 1993). Durch die Abnahme der
schiitzenden stratosphirischen Ozonschicht (s. 1.2.) nimmt die Menge an UV-B
Strahlung, die die Erdoberfliche erreicht, zu (Teramura, 1990; Kemr und
McElroy, 1993). Das Spektrum der Sonnenstrahlung verindert sich durch
Verschiebung der UV-Absorptionskante hin zu kiirzeren Wellenldngen (5. Abb.
3). Die Schnittpunkte der Spektren bei 10! mW m™ nm"' Bestrahlungsstirke
werden nach Dohring et al. (1996) als ,,cut-off-Wellenléngen bezeichnet.

108 |

Spektrale Bestrahlungsstérke
mwWmZnam
=)
T

10-1 . 1 . 1 " L
300 350

Wellenlange [nm]

Abb. 3: Verschiebung der Absorptionskanten der terrestrischen Sonnen-
strahlung (nach Kéfferlein et al,, 1995); Berechnung fiir unter-
schiedliche Ozonschichtdicken von 240, 280 und 320 DU
(60° Sonnenhéhe); 1 DU (Dobson Unit} = 2.69 x 10 2° Molekiile
O3 m™ bei 1.013 hPa und 0°C (Madronich, 1993)

in der Antarktis und den umliegenden Gebieten ist seit einigen Jahren wihrend
! der jahrlichen Abnahmephase des stratosphirischen Ozons eine Zunahme der
terrestrischen UV-B-Strahlung zu beobachten. Aber auch in Europa wurde in
-4-
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l. Einleitung

alpinen Gebieten eine erhShte UV-B-Intensitit gemessen (Blumthaler und
Ambach, 1990}. In Ballungsriumen und Industriegebieten dagegen 148t sich eine
derartige UV-B-Zunahme gegenwirtig nicht feststellen, da sie durch eine
verstirkte UV-Absorption infolge des Anstiegs von troposphirischem Ozon
sowie anderer Luftschadstoffe abgeschwécht bzw. kompensiert wird (Seckmeyer
und Mc Kenzie, 1992). Unter Beriicksichtigung von anlaufenden MaBnahmen zur
Reduktion der Luftverschmutzung (z.B. Kfz-Katalysator) wird sich eine
Erhéhung an UV-B Strahlung jedoch langfristig gesehen auch hier bemerkbar
machen. Das AusmaB der zu erwartenden Anderungen der UV-B Intensitat 146t
sich zur Zeit nw mit Hilfe von Modellrechnungen abschitzen (Enquete
Kommission, 1992). Diesen zufolge hat die Intensitdt der UV-B Strahlung in den
mittleren Breiten beider Hemisphiren zwischen 1979 und 1989 um 4 bis 12 %
zugenommen (Madronich, 1992). Dabei ist zu bericksichtigen, daB regionale
UV-Strahlungsdosen  betrdchtliche tigliche, monatliche wund jahrliche
Schwankungsbreiten aufweisen, die z.B. auf verschiedene Bewdlkungsgrade
zurlickzufiihren sind (Frederick und Erlick, 1995). Insgesamt wird die Vegetation
- auch bei einem baldigen Ausstieg aus der FCKW-Produktion - noch einige
Jahrzehnte mit einer Zunahme solarer UV-B Strahlung konfrontiert sein (Tevini,
1995).

2, Reaktionen von Pflanzen auf migliche Parameter
globaler Klimaverfinderungen

2.1, Effekte von erhéhten O, - und CO; - Konzentrationen

Eine Beeintrdchtigung der Leistungsfihigkeit von Kulturpflanzen durch
bodennahes Ozon ist in vielen Regionen der Erde zu beobachten. In den USA
werden die jihrlichen Emteverluste durch Qzon auf zwei Milliarden Dollar
geschitzt (Heck et al., 1988). Ozon bewirkt eine Reduktion von Photosynthese,
Wachstum und Ertrag und kann bei einigen Arten zu vorzeitigen
Seneszenzerscheinungen fithren (Pell und Dann, 1991). Damit assoziiert ist u.a.
ein schneller Abbau der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase (Rubisco) auf
Proteinebene (Pell, 1994).

Wenn O; tber die Stomata ins Blattinnere vorgedrungen ist, reagiert es mit
Komponenten der Zellwand und des Flasmalemmas unter Bildung wvon
reduzierten  Sauerstoffspezies wie zB.  Superoxidradikalen  (O;),
Hydroxylradikalen (OH)} und Wasserstoffperoxid (H;0,)} (Heath, 1987,
Kangasjirvi et al., 1994). Die verstirkte Produktion wvon reaktiven
Sauerstoffspezies gilt allgemein als Kennzeichen pflanzlicher StreBsituationen
(Foyer, 1994). Diese Folgeprodukte von O, kénnen zu Autoxidationen fithren
(Salter und Hewitt, 1992). Davon konnen z.B. Proteine, Nukleinsduren und
vielfach ungesattigte Fettsduren betroffen sein (Mustafa, 1990).

-5-



I. Einleitung

Auf Proteinebene konante eine Induktion der Aktivitit von antioxidativen
Enzymen gezeigt werden, wie z.B. von Ascorbat-Peroxidase (Mehlhom, 1990).
Ferner wurden Enzyme des Phenylpropanoid-Stoffwechsels wie z.B. PAL
(Phenylalanin-Annnoniak—Lyase) als Ozon-induziert erkannt (Rosemann et al,,
1991). Trotz vieler Ansatzpunkte sind die prizisen Mechanismen des
Schidigungsprozesses und der pflanztichen Abwehr gegeniber Ozon-Angriffen
aoch nicht bekannt. Ebenso sind mégliche pradisponierende Effekte im Hinblick
auf Pilanzenkrankheiten erst unzureichend untersucht (Manning und Tiedemann,
1995).
Bezii)glich erhshter CO,-Konzentrationen wird in der Literatur haufig eine
Steigerung der Photosyntheserate pflanzlicher Individuen genannt (Bazzaz, 1990;
Baker und Allen, 1994). Gleichzeitig steigt die Effizienz der Wassernutzung und
damit kommt es zu einer Wachstumssteigerung und Kohlenstoff-Akkumulation in
der Phytomasse (Amthor, 1995). Diese kann sich z.B. in einer verstdrkten
unterirdischen  Biomasseproduktion #uBern (Mauney et al, 1992)
Modellierungen des AusmaBes einer Zunahme des globalen terrestrischen
Pflanzenwachstums als Antwort auf ansteigende atmosphdrische CO; -
Konzentrationen zeigen eine groBe Variationsbreite. Zu beriicksichtigen ist die
Fihigkeit der Pflanzen, sich bis zu einem bestimmten Grad an verinderte CO,-
Konzentrationen anzupassen {(Amthor, 1995). Die pflanzlichen Antworten reichen
von raschen Verinderungen (s. Photosynthese) zu langsameren Reaktionen, wie
zB. Modifikationen der Rubisco-Aktivitit (Besford et al, 1990) sowie
! Veranderungen der Stomata-Dichte (Woodward, 1987). Hinsichtlich der Effekte
auf die Stomata-Dichte werden verschiedene Ansichten vertreten. Es wurden
Abnahmen (O’Leary und Knecht, 1981), Zunahmen (Woodward und Bazzaz,
1988) und keine Reaktion der Stomata-Dichte (Kémer, 1988) beschrieben. Die
' verschiedenen Ergebnisse werden auf artspezifische Unterschiede sowie auf
Einfliisse verschiedener Lichtqualititen wihrend der Versuche zuriickgefiihrt
(Gay und Hauck, 1994). Wenig bekannt ist allerdings bis jetzt iber die
! Auswirkungen erhthter CO,-Konzentrationen auf Pflanzenkrankheiten und
mobgliche Verinderungen der pflanzlichen Pridisposition. Denn kombiniert mit
einer verstirkten Biomasseproduktion ist ein Anstieg der mikroklimatischen
| Feuchtigkeit zu erwarten, der wahrscheinlich Pflanzenkrankheiten (wie z.B.
Mehltau-Befall) beginstigen wird. AuBerdem muB bericksichtigi werden, daB
eine verstirkte Biomasseproduktion auch mit einem vergréBerten Inokulum-
\ Potential fiir nekrotrophe Organismen einhergeht (Manning und Tiedemann,
1995). In Bezug auf Pflanzengemeinschaften wurde eine Beeinflussung
kompetitiver Interaktionen durch erhdhtes CO, aufgrund unterschiedlicher
| Reaktionen verschiedener Spezies postuliert (Bazzaz, 1990). Der Autor folgert,
dafB es dadurch zu einer verdnderten Struktur von Pflanzengemeinschaften mit
potentiellen langfristigen Skologischen Verschiebungen kommen kann. Derzeit
fehlen Langzeit-Studien an Pflanzengemeinschaften im Freiland unter natiirlich
' erhdhten CO,-Bedingungen (Amthor, 1995).

-6-
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[. Einleitung

2.2. Effekte von erhohter UV-B Strahlung

Generell ist zu beachten, daB die spektralen Verhaltmisse der natiirlichen
Globalstrahlung zwischen 280 nm und 800 nm unter Vermeidung von UV-C-
Strahlung unterhalb von 280 nm mdglichst genau simuliert werden miissen, um
aus Pflanzenexperimenten in Expositionskammern Riickschliisse auf die
okologischen Verhélimisse in der Natur ziehen zu konnen (Fiscus und Booker,
1995). Insbesondere der hohe solare WeiBlichtanteil im Freiland ist in Kammer-
und Gewachshausexperimenten unbedingt nachzuahmen, da andemnfalls u.a. eine
Hemmung des Photolyase-Enzyms (Langer und Welimann, 1990; Pang und
Hays, 1991) eintritt, was zu unrealistisch hohen Effekten fiihrt. ,,Reparatur”-
Enzyme wie die Photolyase sind in der Lage, Cyclobutylpyrimidin-Dimere, die
als Folge von UV-B Strahlung aus benachbarten Pyrimidinen in pflanzlicher
DNA gebildet werden kénnen, zu monomerisieren (Sutherland, 1981b).

Unter diesen Gesichtspunkten sind auch die im folgenden genannten UV-B -
Effekte zu sehen.

Als biochemischer Marker fir UV-B StreB bei Pflanzen gilt die vermehrie
Produktion von Schutzpigmenten, vor allem von Flavonoiden (Hahlbrock und
Scheel, 1989) sowie von Anthocyanen (Takahashi et al., 1991). Experimentell
beobachtet wurden als Folgen erhthter UV-B Strahlung u.a. ein verringertes
Blatt- und SproBwachstum, eine Schidigung des Photosyntheseapparates (PS II)
und eine Reduktion der Blitenbildung (Tevini, 1992). Rau et al. (1988) stellten
fest, daB bei zusaizlicher UV-B Bestrahlung im Langtag z.B. die Langtagpflanze
Hyoscyamus niger L. rosettig bleibt und keine Bliite bildet. In vitro wurde eine
geringere Pollenkeimungsrate bei simulierter solarer UV-B Strahtung beobachtet
(Flint und Caldwell, 1984). In kologischer Hinsicht wird eine verringerte
Biomasse-Produktion erwartet (Tevini et al., 1981; Sullivan und Teramura,
198R). Als phytochemische Reaktionen auf UV-B Einwirkung zeigten Knzek et
al. (1993) bei Cucumis sativus L. eine drastische Zunahme der PAL
G’henylalanin-Ammoniak—Lyae)—Aktivitﬁt, eine erhdhte Konzentration an freien
und konjugierten Polyaminen sowie veranderte Aktivitdten von SOD
(Superoxiddismutase) und Katalase. Bomman und Teramura (1993) steliten als
wichtige Angriffspunkte fir UV-B Nukleinsduren, Membranlipide und Proteine
heraus. Durch erhéhte UV-B Strahlung nahm z.B. die Aktivitdt der Rubisco
(Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase) ab (Strid et al., 1990). Die Reprimierung
weiterer Proteine, wie z.B. des Chloroplasten-kodierten D1 Proteins und des
Zellkern-kodierten  Chlorophyll a/b  bindenden  Proteins, wurde aufl
Transkriptniveau gezeigt (Jordan et al., 1991). Induziert wurde z.B. das
,Reparatur*-Enzym Photolyase (Sutherland 1981b; Langer und Wellmann, 1990;
Pang und Hays, 1991). Eine detaillierte Darstellung  derartiger UV-
Reparaturmechanismen in Pflanzen ist z.B. Stapleton (1992) zu entnehmen.
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l. Einleitung

Potentielle Konsequenzen einer durch Ozonabnahme in der Stratosphire
bedingten Zunahme der solaren UV-B Strahlung in der Troposphire sind in Abb.

4 fiir hohere Pflanzen dargestellt.
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Abb. 4: Mdgliche Konsequenzen einer durch Ozonabnahme in der
Stratosphire bedingten Zunahme der solaren UV-B Srahlung fiir
héhere Pflanzen (aus Tevini, 1993). Gestrichelte Linien wurden
fiir experimentell bis jetzt noch nicht bewiesene Interaktionen
verwendet.

Wie in Abb. 4 gezeigt, wirkt sich eine Erhdhung der solaren UV-B Strahlung u.a.
auf der Ebene des Photosystems II aus, wodurch Schidigungen im Bereich der
Photosynthese und damit verbunden Wachstumsreduktionen zu erwarten sind.

} Interaktionen von erhéhtem UV-B auf DNA-Ebene konnten zu pgenetischen
Verinderungen (z.B. Tumorentwicklung) und einer verinderten Reproduktions-
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L. Einleitung

biologie (z.B. durch Thymin-Dimere) fiihren. Moglicherweise bewirkt ein Aunstieg
von solarem UV-B auch iiber Wechselwirkungen mit potentiellen UV-B -~ bzw.
DNA-Rezeptoren morphologische Verdnderungen bzw. Verinderungen im
Sekundarstoffwechsel von Pflanzen (Shikimat Weg, Phenole). Da zB.
Flavonoide und Phenole UV-B Filtereigenschaften besitzen, diirfien sich daraus
negative Riickkopplungsmdoglichkeiten ergeben (s. Abb. 4). Andererseits sind als
potentielle Konsequenzen davon in Okologischer Hinsicht vor allem
Verénderungen in der zwischenartlichen , Wettbewerbs®“- bzw. , Konkurrenz®-
Situation im Hinblick auf Mineralstoff- und Wasserversorgung sowie Anfilligkeil
gegeniber Pflanzenkrankheiten zu erwarten (Abb. 4).

2.3, Interaktionen von O; und UV-B

Evolutionsgeschichtlich betrachtet stellen Ozon und UV-B Strahlung sehr
wichtige Merkmale der Umwelt dar, in der sich pflanzliche Arten iiber einen
langen Zeitraum hinweg entwickelt haben. Ungiinstige Auswirkungen beider
Faktoren Rir die Vegetation sind in Experimenten unter kontrollierten
Bedingungen bei Uberschreitung bestimmter Schwellenwerte beobachtet worden
(Runeckles und Krupa, 1994). Andererseits sind sowohl konstitutive als auch
induzierbare  Antioxidantien bzw. UV-B  absorbierende  sekundire
Stoffwechselprodukte bei Pflanzen bekannt (Tevini, 1993; Sandermann et al.,
1994). Bestimmte Vorgiinge sind UV-B spezifisch (Jungblut, 1995). Andere werden
als Antwort auf Ozon und UV-B induziert (Willekens et al., 1994a). So konnte auf
mRNA-Ebene auf Os;- bzw. UV-B-Behandlung hin eine erstaunliche
Ubereinstimmung des Verhaltens antioxidativer Abwehrgene beobachtet werden.
Willekens et al. (1994a) zeigten, daB eine Katalase-Isoform (Cat 2) sowie
Glutathion-Peroxidase auf beide StreBfaktoren mit einer &hnlich raschen Zunahme
reagieren. Ferner erhoht sich durch O; ebenso wie durch UV-B die Menge an
aktivierten Sauerstoffspezies und die Lipidperoxidation in Pflanzen (Foyer et al.,
1994). Bei O;- und UV-B behandelten Pflanzen agieren deshalb méglicherweise -
wie bei Pflanzen-Pathogen Studien postuliert (Dixon et al,, 1994) - aktivierte
Sauerstoffspezies als Signalmolekiile fiir Abwehr- oder Schadeffekte.

Uber Interaktionen von Oy und UV-B ist nur sehr wenig bekannt, Runeckles und
Krupa (1994) sehen die Schwierigkeiten bei kombinierten Experimenten mit
simultaner O3 und UV-B Exposition vor allem in der Simulation méglichst
realistischer Konzentrationen. Sie fordern aufgrund der UV-B absorbierenden
Eigenschaft von troposphirischem O; exakte Messungen der UV-B Konzentration
wiihrend der Oy-Behandlung. Derartige Informationen fehlen z.B. bei Versuchen in
Open-Top Kammemn im Freiland mit Sojaboknen (Glycine max L.) von Booker el
al. (1992a und 1992b). Booker et al. {1992a) konnten keine UV-B/O;-Interaktionen
feststellen, Erhéhtes UV-B forderte weder die O,-Effekte noch bot es einen Schutz
davor. Probleme bei der Beurteilung der Effekte ergeben sich auch durch zu
niedrige WeiBlichtanteile bei Kammerexperimenten (s. 2.2.). Dies war z.B. bei
Untersuchungen von Agrawal et al. (1991) der Fall. In dieser Studie wurden
Phaseolus vulgaris L. -Pflanzen zunéchst mit erhhtem UV-B und anschlieBend mit
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| einer akuten Oy-Dosis behandelt. Nur die O-Behandlung fithrte zu einer
signifikanten Reduktion der Photosynthese und der stomatdren Leitfahigkeit, Die
Autoren betonen jedoch, daB durch die verwendete geringe photosynthetische
Photonen-Flubrate (PPFR) von 300 umol m? s' keine Riickschlisse auf
Freilandeffekte maglich sind. Feder und Shrier (1990) kamen bei der Untersuchung
des Pollenschlauch-Wachstums von Tabak und Petunien zu dem Ergebnis, daB eine
Kombination von UV-B- und nachfolgender O;-Behandlung stiirker reprimierend
wirkt als einer dieser StreB-Faktoren allein. Sie stellen die DNA als
Hauptangriffspunkt fir UV-B heraus im Vergleich zu zelluliren Membranen, die
vorwiegend durch O beeinfluBt werden. Insgesamt gesehen besteht beziiglich
kombinjerter Effekte von O; und UV-B noch crheblicher Forschungsbedarf
(Runeckles und Krupa, 1954).

3. Pflanzliche Untersuchungssysteme

3.1. Reaktionen im Kompartiment Apoplast/Zellwand

Fiir eine Analyse friher Effekte ist auf zellulirem Niveau der Apoplast von
besonderem Interesse. Unter dem Apoplasten (gr. apo = weg, getrennt von,
plastos = geformt, gebildet) versteht man die Gesamtheit der auBerhalb des
Cytoplasmas liegenden Riume eines vielzelligen pflanzlichen Organismus
einschlieBlich der Zellwinde und der Aussparungen zwischen den Zellen
(Interzellularen). Der Besitz einer vom Cytoplasma ausgeschiedenen, starren
suBeren Hille (Saccoderm, Zellwand) zeichnet die pflanzliche Zelle (im
Vergleich zur tierischen Zelle) aus (Strasburger, 1991). Sie ist vorhanden, ,,weil
die Pflanzenzellen mit thren meist stark entwickelten Yakuolen einen erheblichen
osmotischen Binnendruck entwickeln kénnen, so daB der aufgeblihte Protoplast
ein Widerlager bendtigt® (Strasburger, 1991). Als Bausteine pflanzlicher
Zellwinde dienen Pektine (in Form des Protopektins), Hemicellulosen, Cellulose
und Lignin. AuBerdem enthalten die Zellwande Struktur-Proteine (ca. 10 %),
z.B. Hydroxyprolin-reiche Glykoproteine, Prolin-reiche Proteine und Glycin-
reiche Proteine (Schneiderbauer et al., 1995). Diese Proteine konnen neben
Zellwand-architektonischen Funktionen auch zusitzliche Aufgaben erfillen.
Bradley et al. (1992) beobachteten auf Elicitor-Behandlung von Bohnen
(Phaseolus vulgaris L.) - oder Sojabohnen (Glycine max L.) - Zellsuspensions-
kulturen eine StreBantwort, bei der eine Verstirkung der Zellwand durch
oxidatives ,,Cross-linking“ von (Hydroxy-)Prolinreichen Strukturproteinen
emreicht wird. Die Autoren sehen darin einen Schutzmechanismus der Pilanze
z.B. gegeniiber Pathogenen und anderen StreBfaktoren der Umwelt. Auf mRNA-
Ebene konnte durch Ozonbehandlung eine Induktion des Hydroxyprolin-reichen
Zellwand-Glykoproteins Extensin in den Blattern von Buche (Fagus sylvatica L.}
und in den Nadeln von Kiefer (Pinus sylvestris L.) und Fichte (Picea abies (L.)
KARST.) festgesteilt werden (Schneiderbauer et al., 1995).
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I. Emnleitung

Gasférmige Substanzen treffen nach der Stomata-Passage zundchst auf den
Fliissigkeitsfilm um die Mesophyllzellen, die Apoplastenfliissipkeit. Ozon z.B.
wird dort praktisch vollstandig abgebaut. Chameides (1989) schlieBt nicht aus,
daB Antioxidantien wie z.B. Ascorbat und sekundire Pflanzensioffe wie z.B.
Cumarine und Phenole zum Abfangen von O; beitragen kénnen. Langebartels et
al. (1991) zeigten, daB in der IWF von Tabakpflanzen auflerdem Polyamin-
Konjugate, wie z.B. Caffeoyl-Putrescin vorkommen, die als effektive
Sauerstoffradikalfinger bekannt sind (Bors et al., 198%). Im Apoplasten wurden
sehr unterschiedliche Enzyme, wie z.B. Peroxidasen, Diaminoxidasen, Thionine,
a-Amylasen, B-Glucosidasen, B-1,3-Glucanasen, Chitinasen etc. gefunden (s.
Tab. 1). Die beiden letzteren Gruppen kodnnen direkt mit dem biotischen
Streffaktor reagieren, indem sie mikrobielle Zellwinde abbauen, oder sie
besitzen Signalcharakter fiir die Aktivierung weiterer Abwehrreaktionen (s. 4.
Pathogenesis-related (PR)-Proteine). Von Kemer (1990) wurde in der
interzelluliren Waschfliissigkeit von Tabakblittern (Nicotiana tabacum L. cv.
Bel B) ein noch nicht naher charakterisiertes Kultivar-spezifisches Protein von 21
kDa beschrieben.

Tab. 1: Beispiele filr apoplastische bzw. Zellwand-assoziierte Proteine
Bezeichnung des Proteins __Vorkommen Autoren
Peroxidase Tabak (Nicotiona tabacum) Rathmell und
Sequeira (1974)

Ascorbat-Peroxidase
Diaminoxidase
a-Amylasen
B-1,3-Glucanase,

Chitinase

B-D-Glucosidase,

Flachs (Linum usitatissimum)
Weille Fetthenne (Sedunr album)

Erbse (Pisum sativum)

Tabak (Nicotiana tabacum)
Hafer (4vena sativa)
Gurke (Cucumis sativus)
Tabak (Nicotiana tabacun)

Gerste (Hordeum vulgare),

McDougall (1992)
Castillo und Greppin {1986)

Federico und Angelini (1980)
Peters et al {1989)

Heitz et al. (1991)
Fink et al. (1988)
Boller und Métraux (1938)
Thalmair et al. {1996)

Liet al. (1989)

Malatdehydrogenase, Hafer (Avena safiva)
Arylesterase
Coniferylalkoholoxidase Kiefer (Pinus strobus), Tanne Savidge und Udagama-
(Abies balsamea)), Lirche (Larix Randeniya (1992)
laricina), Fichte (Picea rubens)
Thionin Gerste (Hordeum vulgare) Andresen et al, (1992)
-11-
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3.2, Modellsystem sortenabhiingiger Os-Toleranz:
Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3 und Bel B

Als pflanzliches Modellsystem fiir Untersuchungen zur Ozontoleranz wurden seit
mehr als 30 Jahren die beiden Nicotiana tabacum L. Kultivare Bel W3 und Bel B
verwendet, Sie resultierten aus Bemithungen der amerikanisch-kanadischen
‘Tabakindustrie Ende der 50er Jahre, Krankheits- und insbesondere Os-resistente
Sorten zu zichten (Heggestad, 1991). Bel W3 reagiert duBerst empfindlich und
selektiv gegenitber O; mit der Entwicklung von braunen fleckenférmigen
Nekrosen auf der Blattober- und -unterseite, wihrend cv. Bel B gegeniiber
derzeitigen Ozonwerten tolerant ist. Menser et al. (1963a) stellten fest, dal Bel
W3 Pflanzen bei zweistindiger Bebandlung mit 100 nll O; sichtbare
Blattschiiden zeigten. Dagegen bedurfte es einer zweistiindigen Behandlung mit
220 nl/l Oy, um die Blatter von Pflanzen des Kultivars Bel B zu schidigen.

Die Ursache des deutlichen Unterschiedes beider Kultivare in ihrer O;-Toleranz
ist bis heute nicht eindeutig geklirt. Rhoads und Brennan (1978) vermuteten, dafl
der Resistenzfaktor im Blatt zu suchen sei. Sie fanden heraus, daB die Blétter des
Kultivars Bel B gréBere Wasseraustausch-Kapazititen (H;O-Influx und -Efflux}
besitzen als solche von cv. Bel W3 und damit besser in der Lage sind,
Blattgewebe-Verletzungen zu verhindern. Kemer (1990) konnte jedoch keine
Unterschiede im Volumen der Interzellularriume beider Kultivare feststellen.
Qy-induzierte Blattschaden werden auch deutlich von klimatischen Faktoren, wie
z.B. Licht, Temperatur und Luftfeuchte beeinfluBt (Heck, 1968; Guderian, 1985).
Um quantitative Korrelationen zwischen ambienten O;-Konzentrationen und Bel
W3-Blattschiden vomehmen zu kdnnen, ist eine nihere Charakterisierung der
Blattantwort auf zeitlicher und raumlicher Basis mit simultanen Messungen der
0;-Werte sowie anderer Umweltfaktoren (wie z.B. Lufttemperatur, -feuchtigkeit,
-druck) erforderlich (Krupa et al., 1993). Derartige Bioindikation unter Einsatz
von cv. Bel W3 Pflanzen im Freiland wurde z.B. von Griinhage et al. (1993)
durchgefiihrt, Diese Autoren entwickelten ein 6kotoxikologisches Modell, das
das Ozonrisiko-Potential fir Pflanzen aus vertikalen StofffluBdichten in der
Atmosphére ableitet. Dabei wurden die Austauscheigenschaften der bodennahen
Atmosphire und die Senkeneigenschaften der Pflanze am Beispiel Nicotiana
tabacum L. cv. Bel W3 mit Hilfe von iiblichen meteorologischen MeBdaten wie
Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Windgeschwindigkeit etc. beriicksichtigt. Die
Ergebnisse von Tonneijck und Bugter (1991), die feststellten, dal moderate O;-
Konzentrationen gréBere Blattschiden bei cv. Bel W3 Pflanzen verursachten als
sehr hohe Konzentrationen, sind ebenfalls nur aus ,pflanzlicher Sicht™
(Griinhage et al., 1993) zu erkliren. Sehr hohe O;-Werte treten ndmlich im
allgemeinen zusammen mit Klimafaktoren auf, die einen Stomataschlub
verursachen, wie zB. hohe Strahlungsintensitdt sowie niedrige Luft- und
Bodenfeuchte,
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Um aufgrund von Tabaknekrosen Riickschlisse auf die Gefihrdung der
einheimischen Vegetation ziehen zu konnen, wurde in einem Berliner
Bioindikationsprogramm (Comnelius et al., 1985) die relative O;-Empfindlichkeit
von 53 Wildpflanzenarten des Berliner Stadtgebietes gegeniiber dem Tabak (cv.
Bel W3) in Freilandbehandlungskabinen getestet, die bei Faensen-Thiebes (1983)
beschrieben sind. Dabei wiesen ca. 20 % der untersuchten Wildpflanzen (vor
allem Leguminosenarten) hohere oder gleich hohe O;-bedingte Blattschiden auf
als der standardisierte Bioindikator. Demmnach reagierte die Tabakvarietat Bel W3
im Vergleich zur einheimischen Vegetation nicht iberempfindlich und kann
durchaus zur Abschatzung der Gefihrdung der Flora durch Ozonimmissionen
herangezogen werden.

Neben der akuten O;-Schidigung in Form von sichtbaren Blattnekrosen gibt es
bei cv. Bel W3 jedoch auch latente O;-Wirkungen, z.B. bei niedrigen
Konzentrationen, die iiber einen l4ngeren Zeitraum hinweg wiederholt auftreten.
Steinberger und Naveh (1982) beobachteten neben wachstumsreduzierenden
Effekten eine erhdhte Empfindlichkeit von cv. Bel W3 Pflanzen, die mit
niedrigen Os-Konzentrationen (30 nlA, 3x4 h) vorbehandelt worden waren,
gegenilber nachfolgenden Expositionsereignissen (mit 80 bzw. 100 nl/l O3). Das
bedeutet, daB O; in der Lage ist, allein durch physiologische Schiadigung die
Prédisposition von Pflanzen zu verandemn.

4. Pathogenesis-related (PR) - Proteine von Pflanzen

4.1. Uberblick

Pflanzen haben eine Vielzahl von Abwehrmechanismen entwickelt, die durch
externe Faktoren ausgelost werden kénnen. Zu diesem generellen Abwehrsystem
gehort die Induktion von StreBproteinen, insbesondere von pathogenesis-related
(PR)-Proteinen. Dies sind kleine, s#urestabile Proteine mit einem
Molekulargewicht von 6-43 kDa (Gattung Nicefiana L.). Sie kénnen definiert
werden als ,pflanzliche Proteine, die in pathologischen oder verwandten
Situationen induziert werden® (van Loon et al., 1994). Daraus ergibt sich, daB sie
nicht nur durch biotische Faktoren, wie z.B. auf Pathogen-Infektion hin (Van
Loon und Van Kammen, 1970; Bol et al., 1990) auftreten, sondern auch durch
eine Vielzahl von abiotischen Stimuli, wie beispielsweise durch Salicylsaure
(Ward et al, 1991) induziert werden kénnen. Sie lassen sich aufgrund von
Aminosturesequenz- bzw. serologischen Ahnlichkeiten in Gruppen (sog. PR-
Protein-Familien) einteilen, wobei bisher in der Literatur unterschiedliche
Nomenklaturen existierten. Um eine Vereinheitlichung der Benennung von PR-
Proteinen zu emreichen, haben van Loon et al. (1994) entsprechende
Empfehlungen verdffentlicht, die in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigt
wurden. Haufig konnen in ciner Familie saure und basische Mitglieder aufgrund
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des isoelektrischen Punktes (IEP) unterschieden werden, wobei die sauren
Formen vorwiegend extrazellulr im Apoplasten, die basischen Formen dagegen
intrazellulir in der Vakuole lokalisiert sind (Meins et al., 1992). Vereinzelt
wurden jedoch auch basische extrazellulire PR-Proteine beschrieben, z.B. filr die
Kartoffel (Kombrinck et al., 1988). Die funktionelle Analyse von PR-Proteinen
hat gezeigt, daB sie hauptsichlich B-1,3-Glucanase (PR-2) und Chitinase (PR-3,-
8 und -11) -Aktivitaten besitzen, aber auch Thaumatin-ihnliche Proteine (PR-5),
Proteinase-Inhibitoren (PR-6) und Peroxidasen (PR-9) sind in dieser Gruppe
enthalten (van Loon et al., 1994).

Tab. 2 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber PR-Proteine aus Nicotiana
tabacum L. und anderen Nicotiana L. Arten (nach Van Loon et al., 1994),

Tab. 2: Pathogenesis-related Proteine bei Tabak (Nicotiana tabacum L.
und andere Nicotiana L. Arten) (nach van Loon et al., 1994).
[EP, Isoelektrischer Punkt; Referenzen: 1, Van Loon und Van
Kammen, 1970; 2, Gianinazzi et al., 1970, 3, Ahl et al.,, 1982; 4,
Van Loon, 1982; 5, Pierpoint, 1983, 6, Parent und Asselin, 1984;
Pierpoint, 1986; 8, Comelissen et al., 1987; 9, Hogue und Asselin,
1987; 10, Kauffmann et al., 1987; 11, Legrand et al,, 1987; 12,
Fritig et al., 1989; 13: Van den Bulcke et al., 1989; 14, Kauffmann
et al., 1990; 15, Geoffroy et al., 1990; 16, Stintzi et al., 1991; 17,
Woloshuk et al., 1991; 18, Lawton et al., 1992; 19, Heitz et al.,
1993; 20, Stintzi et al., 1993; 21, Melchers et al,, 1994; 22, Ponstein
et al., 1994
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Familie Mitglied Molekular- IEP  Biochemische Auch bekannt
gewicht [kDa] Eigenschaften als
PR-| a 15 40  unbekannt v, b7
b 15 44 ur', u,°
c 15 45 Ir', b’
d 15 by”?
e 15 bo’
f 14 b’
g 17 10.7 basisches PR-1°
PR-2  a(lD) 31 41  B-1,3-Glucanase  [' b’
b (1) kK| 46 N, bet
¢ (I 35 4.7 0, baw’”, Q7
a(m 35 5.3 Q7 PR-35"
e (I} 33 >7 basische Glucanase
PR-3 a (I 27 45  Chitinase P! b’
b (I} 28 48 Q", baw’”
c(I) 34 >7 basische Chitinase A'', chi
34"
d () 32 57 by, basische Chitinase B"',
chi 32
e(l) 28 57 chi 287
PR-4 g 15 6.0  Ahnlich zu RY, R®, boe’, 1™
g3 13 Kertoffel-win R, R* b’ "
b 15 6.5 Proteinen 8"
b; 13 51“
c 20 >7 CBP20"
PR-5 a 24 5.0  Thaumatin-ghnlich  §*, R?, be,*®, R"
b 24 5.2 g
[V 26 >7 Osmotin'®, AP24"7
d 26 57 n-Osmotin®™
PR-6 a 6 8.7  Proteinase-Inhibitor Subtilisin-
Inhibitor™"?, TIMPa™
b 6 8.7 TIMPLY
PR-8 a(lllD 28 4.4  Chitinase/ 0", be®, saure Klasse II1
Lysozym Chitinase'®, lys28a™
b (LI 28 83 lysb1%®
c (1IN 28 83 lysh2*
PR9 a 39 Peroxidase P39a%
40 P40a™
PR-11  &(V) 41 »7  Chitinase 45 K'**, Typ V Chitinase™
b (V) 43 7 Typ V Chitinase®
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" 4.2. Charakterisierung von B-1,3-Glucanasen (PR-2} und Chitinasen (PR-3)

Unter den PR-Proteinen dominieren die (Endo-) Hydrolasen (Boller, 1985;
Kombrinck et al., 1988). Die meisten Hydrolasen wurden als B-1,3-Glucanasen
[EC 3.2.1.39] (Kauffmann et al., 1987) und Chitinasen [EC 3.2.1.14] (Legrand et
al., 1987) identifiziert. Dabei handelt es sich um monomere Polypeptide mit
Molekulargewichten im Bereich von 20 bis 40 kDa (Meins et al., 1992). B-1,3-
Glucanasen spalten vorwiegend B-1,3-verkniipfte Polyglukane, Chitinasen
zerlegen das N-Acetylglucosamin-Polymer Chitin in  kleinere Fragmente
(Chitooligosaccharide) (Boller, 1988). Chitin kommt bei Pflanzen nicht vor, ist
aber ein Hauptbestandteil pilzlicher Zellwinde (Bol et al., 1990). B-1,3- / B-1,6-
i Glukane sind ebenfalls Hauptkomponenien mikrobieller Zellwénde, B-1,3-
Glukane sind aber auch endogen in Pflanzen zu finden (z.B. in den
Prim4rwinden wachsender Zellen, in Pollenschlduchen oder als Kallose in den
Siebplatten des Phloems etc.) (Boller, 1988).
Die Funktion wvon B-1,3-Glucanasen und Chitinasen ist intensiv bei
verschiedenen Pflanzenarten untersucht worden. Hauptsichlich spielen sie woh!
aufgrund ihres fungiziden Potentials bei der pflanzlichen Abwehr gegeniiber
phytopathogenen Pilzen eine Rolle (Mauch et al., 1988). lhre Funktion besteht
aber auch darin, bei Pathogenbefall Oligosacchande (Elicitoren) aus der
pilzlichen (oder der pflanzlichen) Zellwand freizusetzen, die weitere Abwehr-
bezogene Reaktionen ausldsen (Simmons, 1994). Bei bakteriellen Infektionen
(z.B. mit Pseudomonas tabaci) wurde ebenfalls eine Induktion von Chitinase und
B8-1,3-Glucanase pezeigt (Meins und Ahl, 1989), Bei vielen Pflanzen werden B-
1,3-Glucanasen und Chitinasen koordiniert exprimiert (Vageli et al., 1988). Dies
beinhaltet eine Proteinneusynthese, die durch eine Pathogen-induzierte
Aktivierung der entsprechenden Gene hervorgerufen wird. Fiir zusatzliche, nicht-
defensive Funktionen spricht die Existenz pewebespezifischer bzw.
entwicklungsbedingt auftretender Hydrolasen (z.B. in Wurzeln, #lteren Blattemn
und Bliiten), die hiufig einer hormonellen Regulation unterliegen (Linthorst,
1991).
Bei Tabak finden sich basische und saure Isoformen beider Enzyme. Die sauren
Isoformen sind extrazelluldr (Apoplast) lokalisiert, wihrend die basischen
Isoformen intrazellulir (Vakuole) vorkommen (Keefe et al., 1990). Bei einer
Speicherung in der Vakuole werden die Enzyme erst bei einer
Dekompartimentierung der Zelle unspezifisch frei, z.B. wenn eine Pilzhyphe den
Tonoplast der Vakuole auflést (Mauch und Staehelin, 1989). Es wurde
festgestellt, dall der Bestimmungsort der vakuoliren (basischen) Hydrolasen
durch eine Tonoplast-typische Aminosiuresequenz bestimmt wird. Van den
Bulcke et al. (1989) fanden bei basischen B-1,3-Glukanasen eine Verlangerung
am C-Terminus (Carboxylendstindiger Rest), die den savren Glukanasen fehlt.
Diese C-terminale Verlangerung wurde auch bei vakuoldren Chitinasen entdeckt
(Neuhaus et al.,, 1991a). Die einzelnen Isoformen unterscheiden sich in ihrer
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Induzierbarkeit durch verschiedene StreBfaktoren (Linthorst, 1991). Die sauren
[soformen sind 2.B. durch Infektion induzierbar, wihrend die basischen
Isoformen zusétzlich z.B. auf Verwundung und Ethylenbehandlung ansprechen
(Linthorst, 1991). Durch exogenes Ethylen kénnen viele Abwehrreaktionen der
Pflanze ausgeldst werden, wie z.B. die Induktion von basischen Isoformen der
B-1,3-Glucanase und Chitinase bei Tabak (Keefe et al., 1990). Die Rolle endogen
gebildeten Ethylens ist dagegen weniger klar, obwohl sein Aufireten in vielen
StreBsituationen, wie z.B. bei Pathogenbefall (Boller, 1988) oder Ozonexposition
(Langebartels et al., 1991) beobachtet wurde.

4.2.1. Reaktionen von B-1,3-Glucanasen und Chitinasen auf Q;, UV-B und CO,

Die Resistenz von Pflanzen gegeniiber Krankheiten 4uBert sich oft in Form einer
Restriktion des Wachstums und der Ausbreitung eines Pathogens auf eine kleine
Zone rund um den Infektionsort. Damit verbunden ist in vielen Fallen ein
lokalisierter Zelltod des Pflanzengewebes, was zum Aufireten von nekrotischen
Lésionen filhrt. Pathogen-Restriktion und Nekrosenbildung charakterisieren die
hypersensitive Antwort (HR, hypersensitive response) (Matthews, 1991). Oft isl
mit dieser lokalen Antwort innerhalb einer Periode von mehreren Tagen bis zu
einer Woche die Entwicklung einer verstirkten Resistenz gegenilber einer
sekundiren Infektion durch das gleiche oder ein anderes Pathogen verbunden.
Diese verstirkte Resistenz kann sich iber die ganze Pflanze hinweg
manifestieren und wird dann als systemisch erworbene Resistenz (SAR, systemic
acquired resistance) bezeichnet (Ross, 1961; Ryals, 1992). Die Mechanismen der
HR und SAR sind bis heute noch nicht vollsiindig verstanden. Zahlreiche
physiologische, molekulare und biochemische Verdnderungen konnten jedoch
gleichzeitig beobachtet werden, wie z.B. die Expression von Genen, die fir
hydrolytische PR-Proteine wie B-1,3-Glucanasen (PR-2) und Chitinasen (PR-3)
kodieren. Tab. 3 gibt einen Uberblick iiber Reaktionen und Regulations-
méglichkeiten der Familien PR-2 (8-1,3-Glucanasen) und PR-3 (Chitinasen) am
Beispiel der Gattung Nicotiana L. .

Tab. 3: Regulation von 8-1,3-Glucanasen und Chitinasen (in der Gattung
Nicotiana L.); IEP, isoelektrischer Punkt; TMV, Tabakmosaikvirus;
HR, hypersensitive response (hypersensitive Antwort);

SAR, systemic acquired resistance (systemisch erworbene
Resistenz); +, vorhanden; —, nicht vorhanden; T, Induktion;

1, Hemmung; ?, Reaktion bis jetzt unbekannt; Referenzen: 1,
Meins et al.,1992; 2, Felix und Meins, 1986; 3, Neale et al., 1990;
4, Felix und Meins, 1986; 5, Shinshi et al., 1987; 6, Felix und
Meins, 1987, 7, Keefe et al., 1990; 8, Kauffmann et al., 1987; 9,
Legrand et al., 1987; 10, Brederode et al., 1991; 11, Ward et al.,
1991; 12, Schraudner et al., 1992; 13, Emst et al., 1992
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Eine entwicklungsbedingte Regulation wurde nur bei basischen Isoformen der -
1,3-Glucanase und Chitinase beobachtet (Felix und Meins, 1986; Neale et al,,
1990). Ebenfalls nur die basischen Isoformen der beiden PR-Proteinfamilien
unterliegen einer hormonellen Regulation (s. Tab. 3). Dabei fithren Auxin und
Cytokinin zu einer Reprimierung dieser Enzyme (Felix und Meins, 1986; Shinshi
et al., 1987), wahrend Ethylen eine Induktion bewirkt (Felix und Meins, 1987:
Keefe et al., 1990). StreB-bedingt wurden z.B. auf Pathogenbefall (TMV) die
basischen und sauren Isoformen assoziiert mit der hypersensitiven Antwort (HR)
lokal induziert (Kauffmann et al., 1987, Legrand et al., 1987). Bei systemisch
erworbener Resistenz (SAR) konnte nur eine Induktion der sauren Isoformen
beider PR-Proteinfamilien beobachtet werden (Brederode et al., 1991).
Salicylsdure-Behandlung induzierte ebenfalls nur die sauren Isoformen (Ward et
al., 1991), wihrend Verwundung zu einer Akkumulation der basischen
Isoformen fiihrte (Brederode et al., 1991). Abiotische StreBfakioren kénnen
ebenfalls Induktionen dieser PR-Proteinfamilien auslisen (s. Tab. 3). Eine
Behandlung von Tabakpflanzen mit O erhthte die Transkriptmengen von B8-1,3-
Glucanase (basische Isoformen), von Chitinase (basische und saure Isoformen)
und von PR-1b in dieser zeitlichen Abfolge (Emst et al., 1992). Durch O, -, nichl
jedoch durch SO, - oder NO; -Behandlung wurden die Enzymaktivitdten der 8-
1,3-Glucanase und Chitinase induziert (Schraudner et al. 1992, 1994). Die
Akkumulation von PR-Proteinen als Reaktion auf abiotische Stimuli kann mit
anschlieBender verstiirkter Resistenz gegeniiber biotischen Faktoren gekoppelt
sein. Beispielsweise fihrte UV-C (254 nm) -Behandlung von Tabakpflanzen zu
verstérkter Expression von PR-Genen und nachfolgender TMV-Resistenz
(Brederode et al., 1991; Yalpani et al., 1994). Effekte von erhéhter UV-B
Strahlung (280-315 nm) auf B-1,3-Glucanasen und Chitinasen sind bisher
unbekannt.

5 Themenstellung

Bis jetzt ist nur wenig bekannt iiber frithe biochemische Antworten von Pflanzen
auf potentielle ,Global Change*-Faktoren wie Os, CO; und UV-B in Bezug auf
Schadmechanismen und Abwehrreaktionen bei Pflanzen.

Da abiotische und biotische StreBfaktoren oft &hnliche pflanzliche
Abwehrreaktionen auszultsen vermégen, sollten die Wirkungen von 0, CO,
und UV-B auf pathopenesis-related (PR)- Proteine, Komponenten des
pllanzlichen Abwehrsystems, die durch Pathogen-Befall induziert werden,
untersucht werden. Dazu sollten immunologische Methoden zur Quantifizierung
der Antworten sowie Proteinsequenzierungstechniken zur ldentifizierung von
Proteinen eingesetzt werden. Als Modellsystem wurden die unterschiedlich
ozonsensitiven Tabakkultivare Bel W3 und Bel B verwendet.
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Ein noch relativ wenig untersuchtes Kompartiment der Zelle ist der Apoplast. Fiir
die Analyse von Effekten, insbesondere der Aktivierung von Schutzreaktionen,
die zB. durch O; ausgeldst werden, ist der Apoplast besonders interessant.
Deshalb sollten apoplastische Proteine von Tabak (cv. Bel W3 und Bel B) nach
0;- und UV-B-Behandlung aufgetrennt und die Proteinmuster mit unbehandelten
Kontrollen verglichen werden. Es solite versucht werden, Anderungen im
Proteinmuster zu erfassen und induzierte sowie reprimierte Proteine zu
charakterisieren und identifizieren. Als Beitrag zu der Aufklirung der
unterschiedlichen Ozontoleranz der beiden Tabakkultivare sollte ein Bel B
spezifisches apoplastisches Protein von 21 kDa naher charakterisiert werden.

Die Untersuchung der Reaktionen von Proteinen auf UV-B Strahlung sollte unter
realistisch simulierten Strahlungsbedingungen erfolgen. Dabei sollte eine
Variation der spekiralen Bestrahlungsstirke im UV-B Bereich durch Einsatz von
verschiedenen Kantenfiltern AufschluB iiber die Existenz von Schwellenwerten
fiir einen UV-B EinfluB auf das Proteinmuster von Tabakpflanzen geben.

Die Ozoninduktion von biochemischen Antworten in Tabak war bisher nur in
Klimakammem ermittelt worden und sollte in dieser Arbeit erstmals im Freiland
Oberpriift werden, Dazu war die Exposition von Tabakpflanzen des Kultivars Bel
W3 in einer Freiland-MeBstation {iber eine gesamte Vegetationsperiode geplant.
Die biochemischen Verinderungen sollten mit den jeweiligen Ozonwerten sowie
verschiedenen Klimaparametern korreliert werden.
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1I. Material und Methoden

1. Material
1.1. Gerdte
Biometer Modell 501 Solar light, USA
ELISA-Mikrotiterplatten- MWG, Biotech, Ebersberg
Lesegerit Thermop,,
Fluoreszenz Spektrometer F-3000 Hitachi, Miinchen
Geltrockner Bachhofer, Reutlingen
IEF Einheit (fiir R6hrchengele) Modell 175 Biorad, Miinchen
LKB Horizontalelektrophorese Pharmacia, Freiburg
Universalkammer Multiphor II
Netzgerit Macrodrive 5
Mini-Gel-Elektrophorese-Einheit Pharmacia, Freiburg
Milli Q-Anlage Millipore, Eschborn
Netzgerit Modell 200/2.0 Biorad, Miinchen
Ozonanalysator CSI 3100 Columbia Scientific Instruments, USA
Ozongenerator 500 Fischer, Meckenheim
Protein-Sequenzierer 470 A Applied Biosystems, Weiterstadt
Scanner OmniMedia 6 CX XRS, USA
Thermoblock Liebisch, Freiburg
Elektrophoretische Transfer Zelle Biorad, Miinchen
Trans Blot SD Semi-dry
UV-B Fluoreszenz-Lampen TL 12 Philips, Eindhoven
Vertikale Elektrophorese-Kammer Protean 11 xi Biorad, Miinchen

1.2. Chemikalien

Es wurden Chemikalien der Firmen Aldrich, Biorad, Boehringer, Calbiochem,
Fluka, Roth, Serva und Sigma  eingesetzt. Die  N,N’-Bis-
methylenacrylamidlosung (Protogel: Acrylamid 30% (w/v), Bis 0.8% (wiv))
wurde von National Diagnostics (Stuttgart) bezogen.
Zur Herstellung von Agarose-Gelen fiir die Immunelektrophorese wurde Biorad
Agarose (Elektrophorese-Reinheitsgrad) verwendet.

1.3. Verbrauchsmaterialien

Einheitserde Typ T Industrie-Erde Werk,
' Lauterbach Wallenrod
Fujichrome Dia 400 ASA Fuji, Japan
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) Mikrotiterplatten Biorad, Miinchen
Costar 96 Well Flat Bottom EIA Plates

Perlite Dimmstoff GmbH und Co, Dortmund

Pflanzschalen Emanuel, Miinchen

TeKu-Pflanzcontainer Emanuel, Miinchen

Transfer Membran Immobilon-P (PVDF, 0.45 ym)  Millipore, Eschbom
Transfer Membran (supported Nitrocellulose, 0.45um) Biorad, Miinchen

1.4, Pflanzenmaterial

Die Samen von Nicotiana tabacum L. ¢v. Bel W3 wurden von

Dr. G.HM, Krause (Landesanstalt fiir Immissionsschutz, Essen),

die von Nicotiana tabacum L. cv, Bel B von Prof, T.A. Mansfield (Lancaster,
GB) zur Verfiigung gestellt.

2. Anzucht der Tabakpflanzen

Tabaksamen wurden in einer 2:1 (v/v) Mischung aus Fruhstorfer Einheitserde
und Perlite ausgesat, gewtissert und mit Frischhaltefolie abgedeckt. Die Keimung
von Bel B bzw. von Bel W3 erfolgte nach sieben bzw. zehn Tagen. Vier Wochen
spiter wurden die Pflanzen in Plastiktopfe (TeKu Container, Durchmesser 14
cm, schwarz) pikiert, und jeweils zunichst acht, nach zwei Wochen zur
Vermeidung gegenseitiger Beschattung nur mehr sechs Topfe in eine
Pflanzschale gestellt. Die Pflanzen wurden taglich dber diese Pflanzschalen mit
deionisiertem Wasser gegossen und zweimal wichentlich mit Blumendiinger (2,5
ml Substral pro Liter deionisiertem Wasser; 100 ml pro Pflanze) gedingt. Die
Anzucht erfolgte bei 25/20 + 1°C (Tag/Nacht), einer relativen Luftfeuchte von

70 + 5 % und einem zwélfstindigen Tag-Nachtzyklus (6°°-18°° Uhr Licht von
60 umol m? s' , Sylvania FR 96T12/215 W cool white Lampen) in einer
klimatisierten Phytokammer, die an das Reinlufisystem angeschlossen ist
(Langebartels et al., 1991). Acht bis zehn Wochen nach Aussaat wurden die
Pflanzen bei einer Hohe von 20 bis 25 cm fiir Versuche eingesetzt.

3. Schadpasbehandlung von Tabakpflanzen

3.1. Ozonerzengung und -analyse

Die Erzeugung von Ozon erfolgte mit Hilfe eines Ozongenerators {Modell 500,
Fischer, Meckenheim) durch elekirische Entladung aus reinem Sauerstoff
(Langebartels et al.,, 1991). Die Bestimmung der Ozonkonzentration wurde UV-
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photometrisch mit einem Ozonanalysator (CSI 3100, Columbia Scientific
Instruments, USA) durchgefiihrt, und der aktuelle Wert computergesteuert an den
Jeweiligen Sollwert angeglichen. Im Abstand von 30 s wurden die MeBwerte von
einem Schreiber (Lamman Servokass 600) aufgezeichnet.

3.2. Expositionskiivetten

In einer mit der Anzuchtskammer vergleichbaren Klimakammer (Raab und
Thiele) standen vier Plexiglaskilvetten (70 x 110 x 110 cm) zur Verfiigung, die
einzeln mit gefilterter Frischluft versorgt wurden, und in die per Zulufistrom Ozon
zudosiert werden konnte, Uber Teflonschlauche war eine Verbindung der
Kilvettenluft mit dem Ozonanalysator gegeben und somit eine kontinuierliche
Ozonkonzentrationsbestimmung gewdhrleistet. Die klimatischen sowie die
Lichtbedingungen wurden in Ubereinstimmung mit den Jeweiligen Anzuchts-
bedingungen gewahlt.

3.3, Bebandlung von Tabakpflanzen mit O,

Alle in Expositionsversuchen eingesetzten Tabakpflanzen wurden in Reinluft
angezogen (s. 2.), wie von Langebartels et al, (1991) beschrieben.

Im Alter von acht bis zehn Wochen wurden die Pflanzen (cv. Bel W3 und Bel B)
einer fiinfstiindigen Standard-Behandlung mit 150 ol Ozon bzw. Reinluft in den
Expositionskilvetten unterzogen. Die Behandlung erfolgte jeweils zwischen 9.00
und 14.00 Ubr. In allen Versuchen wurden gleichzeitig Kontrolipflanzen in
Reinluft gehalten, die stets parallel mit den ozonbehandelten Pflanzen geerntet
wurden, um eine optimale Vergleichbarkeit zu gewihrleisten.

3.4. Bonitur von Blattschiden

Die Blétter wurden von oben nach unten durchnumeriert. Als Blatt 1 wurde das
erste Blatt ausgehend vom Vegetationspunkt der Pflanze, das grofer als 8 cm
war, bezeichnet, Die Einstufung der Blattschiden erfolgte nach Langebartels et
al. (1991) prozentual zur Gesamtblattfl4che.

3.5. Behandlung von Tabakpflanzen mit O; und NO; bzw. mit Ethylen

Die simultane Behandlung mit Ozon und NO; bzw. die Ethylenbehandlung

erfolgten nach Graf (1993). Die neun Wochen alten Pflanzen (cv. Bel B) wurden
an drei aufeinanderfolgenden Tagen (S k / Tag) mit je 120+ 20 ni/) behandelt,

-23-




II. Material und Methoden

3.6. Behandlung von Tabakpflanzen mit CO,

Zwei Monate alte Pflanzen (cv. Bel W3 und Bel B) wurden in die
Expositionskammern des GSF-Phytotrons (Payer et al., 1994) transferiert

und sechs Tage in schadstofffreier Luft an hohere Lichtintensitaten adaptiert.

Die Klimabedingungen beinhalteten einen 12 Stunden Licht (6.00-18.00;
PPFRY00-700 am 1100 + 50 umol m? 5™, 25+1°C) / 12 Stunden Nacht -Zyklus und
relative Luftfeuchtigkeiten zwischen 60 und 70%. Die Windgeschwindigkeit lag
bei ca. 0.6 m/s. Die photosynthetisch aktive Strahlung (PPFR) stieg von 6.00 bis
7.00 Uhr an und fiel zwischen 17.00 und 18.00 Uhr wieder ab. Die Pflanzen
wurden 7 h bzw. 24 h kontinuierlich mit erhthtem CO; (1820 + 5 pl/1) behandelt.
Kontrollpflanzen wurden parallel dazu in Reinluft (370 + 2 pl/l CO,) gehalten.

3.7. Behandlung von Tabakpflanzen mit Q5 und/oder Bofrytis cinerea

Sieben Wochen alte Pflanzen (cv. Bel W3) wurden an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen jeweils fiinf Stunden (10.00-15.00) mit den
Ozonkonzentrationen 85 nl/l, 165 nl1 und 250 nl1 behandelt. Entsprechende
Kontrollpflanzen wurden in Reinluft gehalten. Jeweils die Hilfte der mit Ozon
vorbehandelten bzw. nicht vorbehandelten Pflanzen wurde mit
Hyphensuspension aus einer Botrytis cinerea-Flisssigkultur beimpft (s. Anegg,
1995). Alle Versuchspflanzen wurden simultan 75 h nach Behandlungsbeginn
geerntet.

4. Behandlung von Tabakpflanzen mit UV-B und/oder O;

Fir Experimente mit kombinierter Ozon- und UV-B -Behandlung wurde die
GSF-Phytotronanlage  genutzt. Sie  besteht aus vier begehbaren
Expositionskammern (Nutzravro: 3.3 m x 2.8 m x 2.5 m) und einem
Sonnensimulator mit kleinerem Nutzraum (Mafle: 1.2 m x 1.2 m x 0.25 m). Das
Bauprinzip der Phytotronanlage sowie detaillierte Beschreibungen sind in der
Literatur zu finden (Seckmeyer und Payer, 1993; Déhring et al., 1994; Payer et
al., 1994; Thiel et al., 1996).

An zwei aufeinanderfolgenden Tagen wurden neun Wochen alte Tabakpflanzen
{cv. Bel W3 und Bel B) jeweils 5 h lang mit UV-B, mit Ozon oder mit

UV-B und Ozon behandelt (V 62, s. 111.4.). Vor Beginn der Exposition

wurden die Pflanzen sechs Tage an die hoheren Lichtintensititen (PPFR. ca.

1100 pmol m™ s) adaptiert. Zu den Klima-Bedingungen gehérte ein Zyklus mit
14 h Licht (6.00-20.00 h) und 10 b Dunkelheit.. Die photosynthetisch aktive
Strahlung stieg von 6.00 bis 7.00 Uhr an und nahm zwischen 19.00 und 20.00
Uhr wieder ab. Alle anderen Parameter waren identisch mit denjenigen bei CO;.
Behandlung (vgl. 3.6.). Die Ozon- bzw. UV-Dosen sind den entsprechenden
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Expositionsprofilen (s. IL[4., Abb. 30) zu entnehmen. Bei kombinierter
Behandlung mit UV-B und Ozon stimmten die Konzentrationen der einzelnen
Parameter mit den Konzentrationen bei Behandlung mit nur jeweils einem
Parameter Gberein. Maximale Ozonkonzentrationen waren 160+10 nl/.

UV-B Strahlung wurde zwischen 9.00 und 14.00 Uhr durch UV-B Fluoreszenz-
lampen (TL 12; Philips, Eindhoven, Niederlande) erzeugt. UV-C wurde durch
Verwendung von zwei Borsilikat-Glas-Schichten (5 mm Tempax, 6.5 mm Pyran;
Schott, Mainz, Deutschland) ausgeschlossen. Die Spektren im UV-Bereich
wurden mit Hilfe eines Bentham Doppel-Monochromator Spektroradiometers
(Thiel et al., 1996) gemessen. Die UV-B Strahlung wurde in MED-Einheiten
(MED=Minimale Erythem-wirksame Dosis) ausgedriickt und war ca. 0.67
MED/M oder 7.5 MED als Gesamtdosis. Sie wurde durch kontinuierliches
Monitoring mit Hilfe eines Robertson-Berger Meters (Biometer Modell 501,
Solar Light, USA) erfaBt.

Bei Versuchen im Sonnensimulator (s. I1I.3.) wurde der Versuchsraum in vier
Quadranten aufgeteilt, wodurch gleichzeitig vier verschiedene Glasfilter-
Kombinationen eingesetzt werden konnten, némlich (1) Sanalux+Plexiglas, (2)
Sanalux+Sanalux, (3) Sanalux+Pyran, (4) Sanalux+Fensterglas.

Die entsprechenden cut-off Wellenlingen waren 277 nm (1), 287 nm (2), 293 nm
(3) und 312 nm (4), die als Schnittpunkte der Strahlungs-Spektren bei

10" mW m™® nm’* Bestrahlungsstarke (vgl. II1.3.) mit der Abszisse (Wellenlinge)
zu verstehen sind (Déhring et al., 1996).

Sechs Wochen alte Tabakpflanzen (cv. Be! W3 und Bel B) wurden in den
Sonnensimulator (Seckmeyer und Payer, 1993) transferiert, der folgende Klima-
und Lichtbedingungen aufwies: 70+5 % rel. Lufifeuchte, 25720 +2°C
(Tag/Nacht), 14 h Lichtperiode (6.00-20,00 h). Dabei wurden zwei
WeiBlichtkreise (VIS C1+C2) genutzt, wobei C1 bzw. C2 um 6.00 bzw. 7.00
Uhr an- und um 20.00 bzw. 19.00 ausgeschaltet wurde. Die verschiedenen
Lampentypen der Lichtkreise sind Dohring et al, (1994) zu entnehmen. Die
photosynthetisch aktive Strahlung (PPFR) betrug ca. 400 umol m™s™. Bevor die
UV-Behandlung gestartet wurde, wurden die Pflanzen vier Tage an hohere
Lichtintensititen adaptiert. Dann wurden sie fir 3x5 h (jeweils von 9.00 bis
14.00 b) an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit UV-Licht behandelt. Das
Anschalten der drei UV-B-Lampenkreise, die aus 96 UV-B Fluoreszenzlampen
(TL 12; Philips, Eindhoven, Niederlande) bestehen, verursachte auch eine
Zunahme in der UV-A Strahlung (320-400 nm) von 20 auf 26 W m2.

Die Spektren im UV-Bereich (s. III.3.) wurden mit Hilfe eines Bentham Doppel-
Monochromator Spekiroradiometers (Thiel et al., 1996) gemessen. Die
biologisch effektive UV-B Strahlung (UV-Bgg ) wurde mit Hilfe des pflanzlichen
Wirkungsspektrum von Caldwell (1971) berechnet. Die Tab. 4 faBt die in diesem
Versuch vorherrschenden physikalischen Parameter zusammen,
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' Tab. 4: Physikalische Parameter der UV-B Behandlung im
Sonnensimulator-Versuch (s. 11 5.) unter Einsatz von vier
verschiedenen Filtertypen (1-4): (1) Sanalux+Plexiglas, (2)
Sanalux+Sanalux, (3) Sanalux-+Pyran, (4) Sanalux+Fensterglas;
UV-Bgi; , biologisch effektive UV-B Strahlung nach

Caldwell (1971).

Filtertyp, - Enthem-wirksame  UV-By, LIV-C V- LIV-A
cut-off Strahlung nach R0 e 280-320 nm- 320-400!nm

Wellenliinge {":nlniwclll _ ) . :
' |nm| IMED] [mWm=] W= |[Wim=] [ W]
26.3 2700 1#10

72 680 2*10° 47 24.2
3.1 250 S 2.8 22.6
0.13 = - 0.02 14.1

Um eventuelle Starklichteffekte getrennt von UV-B Wirkungen auf Proteine im
Apoplasten beobachten zu kénnen, wurde in einem anderen Versuch ein Teil der
siecben Wochen alten cv. Bel W3 Pflanzen in den Sonnensimulator transferiert,
der andere Teil wurde in der Anzuchtskammer weiterkultiviert, Die Pflanzen im
Sonnensimulator wurden dort neun Tage an die Starklichtbedingungen adaptiert
(14 h Licht, 4.00-18.00 Uhr, ca. 450 W m™ im Vergleich zu ca. 90 W m? in der
Anzuchtskammer) und dann drei Tage zusétziich mit UV-B (jeweils 6 h / Tag,
8.00-14.00 Uhr) behandelt. Als UV-Filter wurden zwei neue Tempax-
Glasscheiben (cut-off bei ca. 291 mm) verwendet, Die Kontrollpflanzen im
Sonnensimulator wurden unter Fensterglas gehalten.

Die mit bzw. ohne UV-B behandelten Pflanzen im Sonnensimulator (unter
Starklichtbedingungen) wurden gleichzeitig mit den Pflanzen in der
Anzuchtskammer, nimlich 75 h nach Behandlungsbeginn geertet. Aus je einer
Blatthéilfte (der Blitter 3 und 4) wurde interzellulire Waschflissigkeit (s. 6.)
gewonnen, die bei -70°C gelagert wurde.

5. QOzon-Exposition von Tabakpfianzen im Freiland

In Zusammenarbeit mit L. Griinhage und H.J. Jiger (Institut fiir Pflanzen-
dkologie, Universitit GieBen) wurden in Versuchen des Jahres 1994
Tabakpflanzen (cv. Bel W3; Samenmaterial s. 1.4.) von Mai bis September fiir
jeweils 14 Tage auf dem Versuchsfeld der Universitit GieBen in Fiirth/Odenwald
unter  Standard-Bedingungen fir Bioindikatorpflanzen exponiert. Die
Expositionseinrichtung im Freiland bestand aus einer mit Kunststoff iiberzogenen
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Eisenrahmenkonstruktion, in der maximal sechs Einsitze mit je vier Pflanzen
befestigt werden konnten. Sie war oben und an den drei Seiten mit grilnem

Schattiergewebe bespannt (Schattierwert 50 %) und nur nach Norden gesfinet (s.
Abb. 5).

Abb. 5: Expositionseinrichtung im Freiland (Fiirth/Odenwald)
-27-
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Die Pilanzen wurden im Gewdichshaus in handelsiiblicher Einheitserde (Typ LD
80) angezogen und im Alter von vier Wochen in TeKu Container (Durchmesser
16 cm, schwarz) pikiert. Gegen Pathogen-Befall (Blattliuse, weiBe Fliegen etc.)
wurde wihrend der Anzucht bei Bedarf Neudosan (Neudorf) eingesetzt. Im Alter
von ca. acht Wochen wurden sie in die Freilandexpositionsvorrichtung
transferiert und dort fiir jeweils 14 Tage der ambienten Qzonbelastung
ausgesetzt. Die Expositionsperioden dberlappten sich um jeweils eine Woche, so
daB insgesamt von Mai bis September 1994 15 Perioden 4 14 d untersucht
wurden (5. Abb. 6).
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Abb. 6: Darstellung der sich iiberlappenden Expositionsperioden (1-15) des
Jahres 1994 (Freilandversuch, Filrth/Odenwald)

Die Klima- und Ozonparameter wurden von einer MeBstation vor Ort
aufgenommen. Nach jeweils 14 d Exposition wurden die Blitter auf
Ozonschaden (in % Blattfliche) bonitiert (s. 3.4.), nach Blattnummem getrennt
in flossigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C fur anschlicBende
biochemische Analysen gelagert,
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6. Gewinnung von interzellulirer Waschfliissigkeit (IWF)

Um IWF zu gewinnen, wurden Blatthélften (ohne Mittelrippe) unter Vakuum
(ca. 200 mbar; zweimal in Folge) mit Puffer (50 mM Natriumacetatpuffer pH 5.0,
100 mM KCl, 5 mM DTE) infiltriert (Kemer, 1990; Langebartels et al., 1991).
Durch das Vakuum wurde die Luft aus den Interzellularen verdringt und beim
nachfolgenden langsamen Druckausgleich der Infiltrationspuffer in den
Apoplasten eingesogen. Um die Blatthilfien méglichst vollstandig zu infiltrieren,
wurde der Vorgang mindestens ein- bis maximal zweimal (pro Blatthalfte)
wiederholt, wobei die dunkelgriine Verfirbung der Blitter das Eindringen der
Infiltrationsflitssigkeit in die Interzellularen widerspiegelte. Die infiltrierte Flache
betrug 70-90 % der Blatthilftenfliche. AnschlieBend wurden die infiltrierten
Blétter vorsichtig (mit weichen Papiertichern) abgetrocknet, eingerollt
(Blattunterseite nach auBen) und (mit der Schnittkante nach oben) in Eppendorf
Variotips abzentrifugiert (1000 g, 15 min). Die IWF wurde dabei in Eppendorf-
ReaktionsgefiBien aufgefangen, Bei beiden Tabakkultivaren betrug das Volumen
der interzelluldren Waschflassigkeit ca. 300-500 W/g FG. Der Proteingehalt lag
bei ca. 100-200 ug Protein/ml IWF bzw. ca. 30-100 Kg Protein/g FG.

7. Bestimmung des Gesamtproteingehaltes

Die Proteinkonzentration der einzelnen Proben wurde nach Bradford (1976)
ermittelt. Das Farbereagenz wurde nach Schraudner (1992) hergestellt.

Die Bestimmung erfolgte im Mikroansatz, wobei 200 pl Fiirbereagenz zu

10 pl Probe gegeben wurden. Von Jeder Probe wurden jeweils drei Parallelen
bestimmt, Als Standard wurde Rinderserumalbumin verwendet. Gemessen wurde
nach 15 min bei 590 nm in einem Elisa-Mikrotiterplatten-Lesegerat (MWG-
Biotech, Ebersberg).

8. Bestimmung von Enzymaktivititen

8.1. Oxalatoxidase-Aktivitit

Der Test wurde im wesentlichen nach Lane et al.(1993) durchgefiihrt.

Die zu untersuchenden Proben (IWF) wurden durch Gefriertrocknung (bis fast
zur Trockne) aufkonzentriert. Als Standard wurde gereinigte Oxalatoxidase aus
Gerstenkeimlingen (Boehringer Mannheim) verwendet. Die TWF bzw. der
Standard wurden im Verhaltnis 2:1 mit 1%igem SDS-Probenpuffer versetzt,
Jjedoch keiner Hitzedenaturierung (s.10.3.) unterzogen. Jeweils mindestens 60 HE
IWF-Protein bzw. 5 ug gereinigtes Enzym wurden auf SDS-Mini-Gele (s. 6.2)
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aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und dann  auf Nitrozellulose-
Membranen (Biorad, Miinchen) geblottet (vgl.'12.4.1.). Der Aktivitats-Nachweis
erfolgte auf dem Blot durch Kombinieren von 5 ml ,,Substrat“-Lgsung (Puffer aus
2 mM Oxalat, 100 mM Succinat, pH 3.5) und 3 ml , Entwickler“-Lésung (250 pg
4 - Aminoantipyrin, 40 units Meerrettich-Peroxidase (Sigma, Deisenhofen) und
0.6 pl NN-Dimethylanilin in 100 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 5.5).
Innerhalb von ca. 5 min wurde bei vorhandener Oxalatoxidase-Aktivitit eine
violette Proteinbande sichtbar.

8.2. B-1,3-Glucanase-Aktivitat

Zur Herstellung der Rohextrakte wurde Blattmaterial (je 0.2 g) unter flissigem N,
gemorsert, mit je 1 ml 70 mM Natriumacetatpuffer (pH 5.5) versetzt und wéhrend
des Auftauens mehrmals griindlich durchmischt. Nach Abzentrifugieren der
Proben (15000 g, 10 min, 4°C; 3K12 Zentrifuge, Sigma, Deisenhofen) wurde der
Uberstand dekantiert und als Rohextrakt bei -70°C gelagert.

Die Aktivititsmessung erfolgte nach Siefert et al. (1994) fluoreszenz-
photometrisch, wobei als Substrat Laminarin (Sigma, Deisenhofen), ein
Reservepolysaccharid aus der Braunalge Laminaria digitata (Strasburger, 1991),
verwendet wurde. Der Reaktionsansatz enthielt 50 ul des Rohextraktes, der mit
70 mM Natriumacetatpuffer (pH 5.5) 1:10 (Kammerexperimente) bzw. 1:30
(Freilandproben) verdlnnt worden war, und 100 pg Laminarin (Sigma,
Deisenhofen) in 0.1 ml 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6.0). Inkubiert wurde
30 min lang unter Schitteln bei 37 °C (Wasserbad). Die Enzymreaktion wurde
durch Zugabe von je 50 pl 4 M NaOH und anschlieBendes Erhitzen (80°C, 5
min) abgestoppt. Nach Zugabe des Farbereagenzes zur Ausbildung des
fluoreszierenden Sirofluor-Laminarin Komplexes (Evans und Hoyne, 1984) , das
aus 0.4 ml 0.1 % (w/v) Anilinblau in dest. Wasser, 0.2 ml 1 M HCI und 0.6 ml

1 M Glycin-NaOH Puffer (pH 9.5) bestand, wurden die Proben 20 min bei 50°C
inkebiert und im Dunkeln Gber Nacht bei 25°C geschilttelt. Unter Benutzung von
thenmostatisierten (25°C) Hellma Prizisionskivetten (10.00 mm Schichtdicke,
optisches Spezialglas) wurden die Proben bei einer Exzitationswellenlange von
400 nm und einer Emissionswellenlinge von 480 nm in einem
Fluoreszenzphotometer (F-3000, Hitachi, Minchen) gemessen. Von jedem
Extrakt wurden drei Parallelansitze und -ein vierter Ansatz, in dem durch
sofortige NaOH-Zuvgabe der Laminarinabbau verhindert wurde, untersucht. Aus
der Differenz der vor Beginn der Reaktion abgestoppten Probe und dem
Mittelwert der drei anderen Proben ergab sich die enzymatisch abgebaute
Laminarinmenge. Nach Schraudner et al. (1992) wurde die resultierende B8-1,3-
Glucanase Aktivitat berechnet und in nkat g' FG ausgedriickt.
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8.3. Chitinase-Aktivitit

Die photometrische Messung der Chitinaseaktivitiit erfolgte nach Wirth und Wolf
(1990) und Vogelsang und Barz (1993). Als Substrat wurde eine 0.2%ige (w/v)
Lbsung von Carboxymethylchitin-Remazol-Brilliant-Violett (CM-Chitin-RBV,
Blue Substrates, Loewe, Otterfing) verwendet. Durch den enzymatischen Abbau
entstanden Oligomere, die wasserléslich waren und nach Abzentrifugieren des,
unverbrauchten Substrates bei 550 nm photometrisch detektiert werden konnten.
Die Herstellung des Rohextrakes erfolgte analog zur B-1,3-Glucanase-Aktivitits-
Bestimmung,

Im Reaktionsansatz wurden 300 pl einer geeigneten Rohextraktverdiinnung (1:30
in 70 mM Natrjumacetatpuffer, pH 5.5) bzw. 300 Wl Natriumacetatpuffer als
Leerwert bei 37°C 10 min im Wasserbad unter Schitteln vorinkubiert.

Durch Zugabe von 100 ul Substrat wurde die enzymatische Reaktion gestartet.
Die folgende Reaktionszeit betrug 10 min bei 37°C (unter Schitteln im
Wasserbad). Die Reaktion wurde durch Zusetzen von 100 pl 2 M HCI beendet.
Nach einer 10 minitigen Prizipitationsphase des unverbrauchten Substrates auf
Eis wurden die Proben abzentrifugiert (10000 8, 10 min, 4°C; 3K12 Zentrifuge,
Sigma, Deisenhofen). Der Uberstand wurde in Halbmikrokiivetten (Plasti-

brand, 1.5 ml; Brand, Wertheim/Main) bei 550 nm in einem Spectrophotometer
(DU-7, Beckman, Minchen) gemessen. Von Jjedem Rohextrakt wurden drei
Parallelansitze untersucht. Aus der optischen Dichte mit Enzym und ohne
Enzym (Nullwert) wurde die Differenz gebildet (AODs50 o). Die Berechnung

der Chitinase-Aktivitit erfolgte nach Vogelsang und Barz {1993), wobei 1 Unit
als AODjs o mi™ min™ definiert wurde.

9. Bestimmung von ACC und MACC

Der Gehalt an ACC (1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat) bzw, MACC (N-
malonyl-ACC) erfolgte, wie bei Langebartels et al, (1991) beschrieben.
Blattmaterial (0.2 g) wurde unter flissigem N, homogenisiert und mit 1 ml 80 %
(v/v) Ethanol extrahiert. Das Pellet wurde nach Zenlrifugation (10 000 g, 5 min)
noch zweimal mit 0.5 ml 80 % (v/v) Ethanol extrahiert, Die Uberstinde wurden
vereinigt und durch Gelfiltration (NAP-5 Saulchen, Pharmacia) aufkonzentriert.
Der Rest wurde in 1 m! Milli Q Wasser aufgenommen und mit 1 ml CHCI;
extrahiert. Die wabrige Phase wurde in vacuo aufkonzentriert (bis zur Trockne)
und in 1 ml H,O aufgenommen. Der ACC-Gehalt wurde nach Lizada und Yang
(1979) bestimmt. Der MACC-Gehalt wurde nach einer sauren Hydrolyse (2 N
HCI, 3 h, 120 °C) der Ethanolextrakte bestimmt, indem der ACC Wert der nicht-
hydrolysierten Probe von dem ACC-Gehalt der hydrolysierten abgezogen wurde.
Alle Bestimmungen wurden in mindestens drei Parallelansitzen durchgefiihrt.
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10. Auftrennung von Proteinen auf SDS-Polyacrylamidgelen
10.1. Trenn-Prinzip

Die SDS (Natriumdodecylsulfat)-Elektrophorese trennt ausschlieBlich nach
unterschiedlichen Molekulargewichten/MoleklgrdBen auf, Durch das anionische
Detergenz SDS entstehen negativ geladene Protein-Mizellen mit konstanter
Nettoladung pro Masseneinheit (mit ca. 1.4 g SDS / g Protein), die im
elektrischen Feld wegen einheitlicher Ladung alle in Richtung Anode wandem.
Ferner bewirkt SDS eine Auflésung der Sekundér- und Tertidrstrukturen der
Proteine durch Aufspalten der Wasserstoffbriicken und damit eine Entfaltung und
Streckung der Molekille (R. Westermeier, 1990).

Durch Zugabe von B-Mercaptoethanol (oder DTT) - einer reduzierenden
Thiolverbindung - dissoziieren Schwefelbindungen (z.B. zwischen Cysteinen),
wodurch das jeweilige Polypeptid in seine Untereinheiten aufgespaiten wird.

Es wurde ausschlieBlich die diskontinuierliche Gel-Elektrophorese (Laemmli,
1970) angewendet, bei der die aufgetragenen Proben zwei verschiedene Gele,
nimlich ein Sammelgel und ein Trenngel durchlaufen. Die beiden Gele
unterscheiden sich im pH-Wert des Puffers (Sammelgelpuffer pH 6.8,
Trenngelpuffer pH 8.8), im Vemetzungsgrad der Polyacrylamidgel-Matrix
(Sammelgel 4 % bzw. 5 %, Trenngel z.B. 12 %) sowie ihrer GroBe (Sammelgel
ca. 20-25 % des Gesamtgels). Neben Gelen mit konstanten Porendurchmessern
wurden auch Poren-Gradienten-Gele verwendet (z.B. 12-15 % - oder 15-18 % -
iges Trenngel), die mit Hilfe eines Gradientenmischers gegossen wurden und sich
durch einen weiteren Trennbereich und sehr scharfe Protein-Banden
auszeichnen. Generell wurde mit Hilfe von Markerproteingemischen iber eine
Eichkurve das Molekulargewicht der Proteine ermittelt. Es besteht eine lineare
Beziechung zwischen dem Logarithmus der jeweiligen Molekulargewichte und
den relativen Wanderungstrecken der SDS-Polypeptid-Mizellen.

10.2. Pipettierschema

Pipettieranleitung fiir finf 0.75 mm dicke SDS-Mini-Polyacrylamidgele (ca.

8 cm x 6 cm Fliche; Mini-Gelapparatur, Pharmacia, Freiburg) bzw. zwei 0.75
mm dicke denaturierende Gele von 18 cm x 15 cm (Protean I xi Vertical
Electrophoresis Cell, Biorad, Minchen):

Trenngel - mit konstantem Porendurchmesser von - z.B. 13 %:
- 13.0 ml Protogelldsung (National Diagnostics, Stuttgart)
- 7.5 ml Trenngel-Puffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8.8)

- 0.3 ml 10 % (w/v) SDS-Losung

-32-




II. Matenal und Methoden

9.0 ml bidest, Wasser
150 Wl 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat-Lésung
15 ul Temed (Biorad, Richmond, CA)

Gradienten-Trenngel (z.B. 12-15 %):

.leichte® Losung (12 %):

8 ml Protogellsung (s.0.)

S ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8.8)
100 ul 20 % (w/v) SDS-Losung

6.89 ml bidest. Wasser

»schwere™ Losung (15 %):

10 mi Protogelldsung (s.0.)

5 ml Trenngelpuffer (s.0.)

100 pl 20 % (w/v) SDS-Lésung
0.89 ml bidest. Wasser

5 ml Glycerin

Jew. 10 ml von der , leichten™ bzw. der ,,schweren* Lésung wurden mit je 4.9 ul
Temed und je 40 ! Ammoniumpersulfatlésung (10 % w/v) versetzt und mit
Hilfe eines Gradientenmischers (Model 385 Gradient Former, Biorad) gegossen.

Sammelgel 4 %:

2 ml] Protogellsung (s.0.)

3.75 ml Sammelgel-Puffer (0,5 M Tris-HC!, pH 6.8)
150 pl 10 % SDS (w/v) - Lsung

9.0 ml bidest. Wasser

75 pl Ammoniumpersulfatidsung (10 % w/v)

6 pl Temed

Vor Zugabe von SDS sowie von Ammoniumpersulfat und Temed
wurde die Losung stets mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entgast.

10.3. Probenvorbereitung und Auftrennungsparameter

Es wurden z.B. Proteine aus der interzellularen Waschflussigkeit (s. I1I. 2.) unter
denaturierenden Bedingungen in SDS-Gelen von 18 ¢m x 15 cm GréBe vertikal
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gelelekirophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurde die IWF im Verhiltnis 2:1 mit
SDS-Probenpuffer (2.5 ml 0.5 M Tris/HCI, pH 6.8; 2.0 ml Glycerin; 1.0 mg
Bromphenol-Blau; 1.0 ml 8-Mercaptoethanol; 2.0 ml 10 % (w/v) SDS-Losung;
2.5 ml bidest. Wasser) versetzt, die Proteine denaturiert (5 min bei 95°C) und
jeweils 10 pg Protein pro Geltasche aufgetragen. Der Elektrodenpuffer wurde
aus 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 % SDS, pH 8.3 frisch angesetzt,

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit einer Stromstirke von 30 mA im
Sammelgel und 35 mA im Trenngel bei 10°C innerhalb von 34 h,

10.4. Firbemethoden

- Coomassie-Blau-Firbung;

Die Farbung der Gele erfolgte 30 min in der Farbeltsung (0.1 % PhastGelBlue
R350, Pharmacia in Methanol/Essigsiure/H;0, 5:1:5, v/v/v). Anschliefend
wurde dreimal in  je  3Ominiitigen Intervallen mit Entfirber
(Methanol/Essigsaure/H0, 2:1:7, v/v/v) die Oberschiissige Farbe entfernt.

- Silberfirbung

LisungI: 40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsture
Lasung I 10 % (v/v) Ethanol, 5 % (v/v) Essigsaure
Losung III: 10 % (v/v) Glutaraldehyd

DTT-Lsg.: 5 pg/ml HzO dest.

Silbemitratlsg.: 0.1 % (w/v) AgNO;

Entwickler: 3 % (w/v) NaCO;, 0.05 % (v/v) Formaldehyd

Die Gele wurden zunichst 30 min in 500 mi der Lésung I, anschlieBend zweimal
30 min in Lsg. II (je 500 ml) und 30 min in Lsg. 1T (100 ml) fixiert. Dann
wurden sic 24 h in bidest. Wasser inkubiert. Zur Firbung wurden die
aufgetrennten Proteine im folgenden 30 min lang in DTT-L8sung (200 ml)
reduziert und anschlieBend 30 min in Silbemitratlésung (200 ml) geschilttelt, bis
die Proteinbanden braun angefirbt waren. Ein Abstoppen der Farbereaktion
erfolgte mit kristalliner Zitronensaure. Nach der Farbung wurden die Gele 90 min
lang bei 60°C auf dem Geltrockner (Bachofer, Reutlingen) unter Vakuum
getrocknet,

11, Gewinnung von polyklonalen Antikbrpern aus Kaninchen-Antiseren

Die Antigene (gereinigte Enzymfraktionen von B-1,3-Glucanase und Chitinase),
die fir die Antikérpergewinnung verwendet wurden, stammten aus einer
Isolierung aus Nicotiana {abacum L. cv. Havanpa 425 und wurden
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freundlicherweise von Prof. F. Meins (Friedrich-Miescher-Institut, Basel) zur
Verfligung gestellt, ebenso wie die lyophilisierten Antikérper B-1,3-Glucanase
und Chitinase, die zur Etablierung der immunologischen Techniken (s. 12))
verwendet wurden. Wihrend der Chitinase-Antikdrper spezifisch nur mit
basischen Isoformen bei 32 kDa und 34 kDa reagiert (Keefe et al., 1990), ist bei
dem anti-B-1,3-Glucanase IgG neben der Erkennung der basischen Isoform bei
33 kDa auch eine Kreuzreaktivitat mit sauren Isoformen, wie z.B. der sauren
B-1,3-Glucanase bei 36 kDa bekannt (Neuhaus et al., 1992). Diese Antikérper
konnten mit Hilfe der entsprechenden Antigene durch Kaninchen-Immunisierung
(s. 11.1.) in groBeren Mengen nachproduziert werden. Abb, 7 zeigt am Beispiel
des B-1,3-Glucanase Antikérpers, daB die neu gewonnenen Immunglobuline bei
Inkubation mit den gleichen Rohextrakten genauso reagierten wie die
lyophilisierten von Prof. F. Meins (Friedrich-Miescher-Institut, Basel). Der
Glucanase-Antikorper detektierte eine basische Isoform der B-1,3-Glucanase mit
enem Molekulargewicht von ca. 33 kDa. Der Chitinase-Antikorper war
spezifisch fiir zwei basische Isoformen der Chitinase bei 32 kDa und 34 kDa.
Eine moglicherweise als Folge des Lyophilisierens aufgetretene artifizielle
Prazipitationslinie (bei ca. 72 kDa) konnte bei Verwendung der selbst
gewonnenen Antikdrper (, die micht lyophilisiert wurden,) nicht beobachtet
werden, Fir alle vorgestellten Ergebnisse (s. II1.), die mit Hilfe von Antikdrpern
erzielt wurden, wurden die selbst gewonnenen Antikérper (s 11.1.-11.4.)
verwendet.
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Blattnummer

Abb, 7: Immunologisch detektierte B-1,3-Glucanase (33 kDa) unter
Verwendung von (a) IgG von Prof, F. Meins (Friedrich-Miescher-
Institut, Basel), (b) durch Kaninchen-Immunisierung selbst
gewonnenes IgG. Bei (a) und (b) wurden jeweils 30 pg Protein der
gleichen Gesamitblattextrakte (cv. Bel W3) eingesetzt:
1, Blattnummer 1; 2, Blattnummer 2; 4, Blattnummer 4;
5, Blatmummer §

11.1. Immunisierung von Kaninchen gegen 8-1,3-Glucanase und Chitinase

Ein Kaninchen (1 kg, weiblich) wurde mit einer Emulsion aus 25 pg des
gereinigten B-1,3-Glucanase-Enzyms in 100 pl physiolog. Kochsalzldsung

und 100 pl komplettem Freund'schen Adiuvans subkutan injiziert, ein zweites
(vergleichbares) Kaninchen ebenso mit 150 pl (37.5 pg) des Chitinase-Antigens
(1:1 mit komplettem Freund'schen Adiuvans gemischt). Eine erste Booster-
Injektion (mit komplettem Freund'schen Adiuvans und den gleichen Antigen-
Mengen wie bei der Initial-Injektion) erfolgte 14 Tage, eine weitere Booster-
Injektion 21 Tage nach der Initial-Injektion, zuletzt wurden jedoch 420 pg B-1,3-
Glucanase-Antigen bzw. 430 pg Chitinase-Antigen injiziert.

Vor der Initial-Injektion sowie zwischen den einzelnen Booster-Injektionen
wurden jew. ca. 5 ml Blut (aus der Ohrarterie) abgenommen und die
entsprechenden Seren auf den Antikdrpertiter (indirekt iiber Hemmung der
Enzymaktivitit) getestet,
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22 Tage nach der zweiten Booster-Injektion wurden die Gesamt-Kaninchenseren
{(jew. ca. 30 ml) durch Herz-Punktierung gewonnen.

11.2. Serum-Priparation aus Kaninchenblut

Die Serumgewinnung erfolgte wie bei Luthe (1986) beschrieben,

Das Kaninchenblut wurde 1-2 h bei Raumtemperatur stehengelassen (Klumpung
und Gerinnung). AnschlieBend wurde das Blut iber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am npichsten Tag wurde das Serum gesammelt durch 15minitiges
Abzentrifugieren bei 5000 g. Vorsichtiges Abdekantieren des Uberstandes
lieferte das jeweilige Serum, das fiir die IgG-Préparation weiterverwendet wurde.

11.3. Gewinnung von polyklonalen Antikérpern (ex vivo)
aus Kaninchen-Serum

Die Reinigung der Kaninchenseren erfolgte am Institut fiir Inmunologie

(Dr. Mysliwietz, GSF/Himatologikum, GroBhadern).

Die Gesamt-Seren wurden 1:5 mit PBS-Puffer (Phosphate-buffered saline,

0.14 M NaCl, 0.1 M K;HPO,, pH 7.4 ) verdinnt, steril filtriert und auf eine
Protein G - Saule (Biorad, Minchen) mit Pumpe (3 mVmin Durchlauf-
geschwindigkeit) und UV-Monitor (beides Biorad, Minchen) gegeben. (Die
Protein G - Sdule wurde vor Verwendung mit Ethanol und dann mit PBS gespiilt
und bei 4°C gelagert.) Die an das Saulenfiillmaterial adsorbierten Kaninchen-
IgGs wurden anschlieBend - nach Zwischenspilen der Siule mit PBS-Puffer -
mit 0.] M Na-Citratpuffer-HCIl-Losung (pH 2.7) eluiert. Die aufgefangenen
Fraktionen wurden jeweils mit 1 M Tris-Puffer (pH 8.0) umgepuffert (im
Mengenverhilmis 1 ml Tris-Puffer : 13 ml IgG-Fraktion).

Zwischen den beiden verschiedenen Kaninchen-Seren (anti B-1,3-Glucanase
bzw. anti-Chitinase) wurde die Saule mit Guanidin (Aminomethanamidin; 38.2 g
auf 100 ml H;0 dest.) gereinigt, anschlieBend mit PBS, Ethanol und nochmals mit
PBS gespillt, um eine Vermischung der IgGs zu vermeiden.

Nach Umpuffen wurden die gesammelten Fraktionen iiber Nacht gegen PBS
dialysiet und anschlieBend e¢ine Proteinbestinmung durchgefihrt. Da die
Proteinkonzentrationen in beiden Fillen (mit ca. 3.7 mg/ml anti B-1,3-Glucanase
bzw. 3.8 mg/ml anti-Chitinase) sehr hoch waren, eriibrigte sich ein weiterer
Einengungsschritt mit Polyethylenglykol. Die dialysierten Seren wurden
ultrazentrifugiert (30 min bei 30000 rpm / 5°C) und sterilfiltriert (mit sterilen
Spritzen-Filter-Aufsatzen / DynaGard, 0.2 pm ME, Microgon Inc.). Fir den
sofortigen Gebrauch (s. 12.) wurden kleine Mengen aliquotiert, die mehrere
Wochen lang bei 4°C gelagert werden konnten, wihrend das Gesamtserum bei
-70°C eingefroren wurde.
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11.4. PrAparation biotinylierter Antikirper gegen B-1,3-Glucanase und
Chifinase

Nach Ultrazentrifugation der gereinigten Antikérperlésungen {15000 g; 15 min)
wurde Biotin-N-Hydroxysuccinimidester (Calbiochem, Bad Soden) in DMSO
(Dimethylsulfoxid) geldst (3 mg/100 wl), die Losung in 100fachem molaren
Uberschub dem gereinigten Serum zugesetzt und anschliefend ca. 3 h lang bei
Raumtemperatur gerihrt. Uber Nacht wurde bei 4°C gegen PBS (mit
zweimaligem Pufferwechsel) dialysiert, am ndchsten Tag ultrazentrifugiert (s.0.)
und das biotinylierte Serum bei 4°C gelagert.

12. Nachweis von Enzymkonzentrationen mittels immunologischer
Testverfahren

12.1. Herstellung der Rohextrakte

Die Herstellung der Rohextrakte beruhte auf einem Extraktionsverfahren nach
Sticher et al, (1992). 100 mg gemdrsertes Blattmaterial wurden mit 300 ul
Extraktionspuffer (200 mM Tris pH 8.0, 1 mM DTT, | mM PMSF, 0.25 mM
EDTA) versetzt, kurz gepottert und 15 min bei 8800 g abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgenommen und fir Enzyme Linked Immunosorbent
Assays (ELTSA) mit PBS-Tween (0.02 %, v/v} mindestens 1:500, far Rocket-
Gele 1:10 verdiinnt, Fiir Western blots wurde noch zusitzlich eine Proteinfillung
mit 20 % (w/v) Trichloressigsiure (mind. 1 b bei 4°C) durchgefithrt. Die
gefillten Proteine wurden 10 min bei 15000 g (4°C) abzentrifugiert und die
Pellets fiir die Durchfihrung einer diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach
Laemmli (1970) in SDS-Probenpuffer (2.5 ml 0.5 M Trs-HCI, pH 6.8; 2.0 ml
Glycerin; 1.0 mg Bromphenol-Blau; 1.0 ml B-Mercaptoethanol; 20 ml 10 %
SDS-Lssung; 2.5 ml bidest. Wasser) aufgenommen, so daB sich eine
Proteinkonzentration von 3 mg/ml ergab. Die Suspensionen wurden 10 min bei
95°C erhitzt bis zur vollstandigen Losung der Pellets. Davon wurden je 10 pl auf
SDS-Polyacrylamid-Mini-Gele aufgetragen, so daB sich eine Protein-
endkonzentration von jeweils 30 ug ergab.

12.2. ELISA (Enzyme Linked Immunoserbent Assay)

Chitinasen und B-1,3-Glucanasen wurden immunologisch in Mikrotiterplatten
mit Hilfe eines ,,Sandwich“-ELISA nach Sticher et al. (1992) quantifiziert.
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Testprinzip (4bb. §)

Bei dem hier verwendeten ,Sandwich“-ELISA wird prinzipiell ein erster
spezifischer Antikérper an die Oberfliche der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
adsorbiert. Daran bindet das entsprechende Antigen, das wiederum von einem
zweiten (spezifischen), biotinylierten Antikdrper erkannt wird. An diesen vermag
(iiber das Biotin-Molekil) ein Streptavidin-gekoppeltes Enzym (z.B. alkalische
Phosphatase) zu binden, das eine Farbreaktion katalysiert. Die Extinktion wird
photometrisch detektiert und ist ein MaB fiir die Konzentration des Antigens.

T ™
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>
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D
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Abb. 8: Sandwich-ELISA. Schematische Darstellung des Testprinzips.
A erster AntikSrper, adsorbiert an die Oberfldche der Vertiefungen
einer Mikrotiterplatte; B Antigen; C zweiter, biotinylierter
Antikérper; D Streptavidin, gekoppelt mit einem Enzym E, das die
Farbreaktion F(c) — (¢") katalysiert.

12.2.1. ,,Coating” der Mikrotiterplatte
Hierzu wurden 20 pg anti-B-1,3-Glucanase bzw. anti-Chitinase 1gG / ml PBS-

Puffer eingesetzt: Jeweils 100 pl davon pro Vertiefung der Mikrotiterplatte
wurden {iber Nacht bei 4°C inkubiert.
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12.2.2. ,Blocking*

Nach Entfernen der ,,Coating“-Losung wurden jeweils 200 pl Blocking-Losung
(0.5 % (w/v) BSA in PBS mit 2 mM NaN, ) pro Vertiefung 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Dann wurde die Mikrotiterplatte entweder direkt anschlieBend fiir einen ELISA
verwendet oder bei 4°C mit der Blocking-Losung in den Vertiefungen in 2 mM
NaNj gesditigter Luft (befeuchtetes Papier) mehrere Monate lang gelagert.

12.2.3, ,,Wasch®-Schritte

Vor allen nachfolgenden Inkubationsintervalien (12.2.4.-12.2.7.) wurden die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte dreimal mit jeweils 200 pl PBS-Tween (0.02
%, v/v) gewaschen und anschlieBend gut getrocknet.

12.2.4. Antigen-Applikation

Es wurden 100 pl/Vertiefung des mit PBS-Tween (0.02 %, v/v) mind. 1:500
verdinnten Rohextraktes (s.12.1.) bzw. des Standards/gereinigten Enzyms (mit
PBS-Tween 0.02 % (v/v) verdinnt, vgl. Eichreihen, Abb. 6) appliziert und fiir

2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Von jeder Probe wurden drei Parallelansitze
pipettiert.

12.2.5. Biotinylierter Antikérper

Der biotinylierte Antikdrper (250 pg/ml) wurde mit PBS-Tween (0.02 %, v/v)
1:500 verdiinnt; davon wurden jeweils 100 pl pro Vertiefung fir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert.

12.2,6. Streptavidin konjugierte alkslische Phosphatase

Mit Hilfe des Streptavidins ist eine Kopplung der alkalischen Phosphatase an das

Biotinmolekil des sekundiren AntikSrpers moglich.

Die Stammlésung (Boehringer, 1000 units/ml) wurde 1:1500 in PBS-Tween
] (0.02 %, v/v) verdiinnt; davon wurden jeweils 100 pul pro Vertiefung appliziert

und 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.

12,2,7. Zugabe des Substrats (fiir die alkalische Phosphatase)

Das Substrat bestand aus folgenden Komponenten:

0.1 M Glycin pH 104; 1 mM MpClh; 1 mM ZnCl; 3 mM pNP (p-
Nitrophenylphosphat, Sigma, Deisenhofen); davon wurden jeweils 200 ul pro
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Vertiefung eingesetzt. Die alkalische Phosphatase katalysierte dabei folgende
Farb-Reaktion;

p-Nitrophenylphosphat (farbios im Alkalischen) + H,0 — p-Nitrophenyl (gelb
im Alkalischen) + P;

Nach 15 min wurde die optische Dichte in einem ELISA-Mikrotiterplatten-
Lesegerit (bei 405 nm; 25°C) gemessen.

Eine Eichung des Testes wurde erreicht, indem die Extinktionswerte auf eine
Jeweils mit Hilfe des entsprechenden Antigens (gereinigte B-1,3-Glucanase bzw.
Chitinase) erstellte Eichreihe bezogen wurden (s. Abb. 9).

ELISA - Eichung / Messung bei 405 nm nach 15 min
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Optische Dichte (x1000)
8

©  Antigen (Chitinlac)4|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ng Standard

Abb, 9: Eichung des ELISAssays mit (a) gereinigter B-1,3-Glucanase
(Antigen) und (b) gereinigter Chitinase (Antigen)

12.3. Rocket-Immunelektrophorese

Testprinzip: '

Antigene wandem elektrophoretisch in ein Agarose-Gel, das Antikdrper in einer
bestimmten Konzentration enthalt. Die Antikorper sind durch geeignete Wahl
des Puffers ungeladen. Bei der elektrophoretischen Wanderung der Probe wird
von den Antikorpern im Gel so lange jeweils ein Antigen pro Antikérper
gebunden, bis das Konzentrationsverhdltnis dem Aquivalenzpunkt fir den
Immunkomplex entspricht, Dabei bilden sich raketenformige Prézipitationslinien
aus, Die eingeschlossenen Flichen sind proportional zu den Konzentrationen der
Antigene in den Proben. Hierbei ist es in der Regel hinreichend genau, die Lénge
der , rockets™ zu bestimmen und auf eine entsprechende Eichreihe (Abb. 10) mit
gereinigtem Enzym (Antigen) zu beziehen.
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B-1,3-Glucanase

4

Chitinase

Abb. 10:  Eichreihe, Rocket-Immunelektrophorese.
1,2.5,5,10, 25, 50 ug Antigen:
a gereinigte B-1,3-Glucanase, b gereinigte Chitinase

12.3.1. Herstellung der Agarose-Gele

Es wurde eine 1%ige Agarose-Gel-Losung hergestellt, indem 1 g Agarose
(Biorad, Miinchen) in 100 ml Barbitursiurepuffer (pH 8.55) solange erhitzt
wurde, bis die Agarose geschmolzen war. Dann wurden zu der auf 55°C
abgekithlten Gelldsung maximal 5 mg Antikirper (z.B.anti-B-1,3-Glucanase bzw.
anti-Chitinase) gegeben. Die 55°C heiBe Antikérper-Agarose-Losung wurde
anschlieBend zigig (mit vorgewirmter Pipette) in den vorgewdrmten
GelgicBstand gegossen, das Gel zunschst 1-2 h lang bei Raumtemperatur stehen
gelassen, um es dann iber Nacht bei 4°C zu lagem,

12.3.2. Horizontale Elektrophorese und Gelfiirbung

Mit Hilfe einer Glaspipette, die an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen
wurde, wurden aus der Gelmatrix ,Locher zum Auftragen der Proben
Hausgestanzt™,
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In diese wurden je 5 pl Rohextrakt (s. 12.1.) aufgetragen und bei 30 mA 34 h
lang horizontal gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde eine
frisch angesetzte Tris-Ldsung (50 mM, pH 8.55) verwendet. Zu Beginn existierte
jeweils ein Antigeniiberschul, dabei waren die Antigen-Antikérper-Komplexe
loslich und wanderten in Richtung Ancde. An den beiden Rindern der
wandemden Antigen-Spur wurde die Aquivalenz-Konzentration erreicht; Es
bildete sich - kontinuierlich von unten beginnend - eine raketenfSrmige
Prizipitationslinie aus. AnschlieBend muBte die Barbitursiure wieder aus dem
Gel entfernt werden. Dies geschah, indem feinporiges Filterpapier (Whatman)
auf das Gel aufgelegt, beides gewendet und auf saugfihigem (Kleenex-)Papier
ca. 10 min gelagert sowie anschliefend trockengeftnt wurde. Dann wurde das
Gel mit Coomassie-Blau angefirbt (5.10.4.).

12.4, Western blotting

Die Western Blot-Analysen wurden modifiziert nach Towbin et al. (1979)
durchgefithrt. Die Modifikationen sind an der entsprechenden Stelle im
Testablauf beschrieben.

Tesiprinzip:

Dabei werden die durch SDS—Polyacrylamdgelclekh’ophorese nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennten Proteine elektrisch auf eine immobilisierende,
chemisch inerte Membran dberfihrt. Die auf der Membranoberfliche
adsorbierten Proteine sind dann frei zugénglich fiir groBmolekulare Liganden wie
z.B. Antikérper.

Das Semi-dry Blotting, das hierbei durchgefihrt wurde, ist gegeniber dem

sog. Tank- oder NaB-Blotting einfacher, billiger und schneller, da der Transfer
mit Hilfe Puffer-getrinkter Filterpapiere zwischen zwei horizontal angeordneten
Graphitplatten als Elektroden erfolgt.

12.4.1. Elektrophoretisches Blotting

Die Proteine wurden in der Transblot SD Semi-dry Electrophoretic Transfer Cell
(Biorad, Miinchen) 1 h bei 15 V auf PVDF Immobilon Membran (Millipore,
Eschborn) iiberfithrt. Zur Kontrolle des vollstindigen Transfers wurde jeweils ein
sog. prestained Marker (low range, 22-142 kDa) verwendet, der nach dem
Blotting vollstindig vom Gel auf die Membran diberfithrt war,

12.4.2. Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen

Nach kurzem Spilen der Membran in PBS-Puffer wurden die unbesetzten
Bindungsstellen der Membran blockiert durch 2 h Inkubation unter Schitteln in
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5 % (w/v) Magermilchpulver (entfettet,; Tépfer, Dietmannsried) in PBS-Puffer
(anstelle von 3 % BSA in einer Salzl6sung aus 0.9 % (w/v) NaCl, 10 mM Tris-
HCI, pH 7.4; Towbin et al., 1979). Dadurch konnte ein unspezifisches Binden
des Antikdrpers véllig vermieden werden. Hierbei erwies sich ein Waschschritt
(Towbin et al., 1979) vor Inkubation mit dem ersten Antikorper, der mit 5 %
{w/v) Magermilchpulver in PBS-Puffer verdiinnt wurde, als unnétig und wurde
deshalb ausgelassen.

12.4.3. Inkubation mit dem ersten (spezifischen) Antikbrper

AnschlieBend wurde die Membran mit dem ersten, fiir das analysierte Protein
spezifischen Antikdrper inkubiert. Es wurden jeweils 100 ug IgG in 30 ml PBS-
Puffer mit 5 % (w/v) Magemmilchpulver eingesetzt. In dieser Antikérperiésung
wurde die Membran Gber Nacht unter Schitteln inkubiert. Zur Detektion der
basischen Isoform (33 kDa) bzw. der sauren Isoform (35 kDa} der B-1,3-
Glucanase wurde ein spezifisches Kaninchen-Immunglobulin-anti--1,3-
Glucanase, fir die basischen Isoformen der Chitinase (32 und 34 kDa) ein
Kaninchen-IgG-anti-Chitinase verwendet. Diese Antikérper wurden mit Hilfe der
entsprechenden Antigene (Felix und Meins, 1985; Shinshi et al., 1987)
gewonnen (s. 11.). Zur Detektion der sauren Chitinase (28 kDa) wurde ein
spezifischer Kaninchen-Antikérper gegen saure Chitinase aus Cicer arietinum L.
(Vogelsang und Barz, 1993) verwendet, der freundlicherweise von W.F.OBwald
(TU, Milnchen-Weihenstephan) zur Verfugung gestellt wurde.

12.4.4, ,Wasch“-Schritte

Danach wurde die Membran dreimal 5 min lang in PBS-Tween (0.05 %, viv)
gewaschen. Dieser dreimalige Waschvorgang wurde nach dem folgenden
Inkubationsschritt (12.4.5.) wiederholt, beim dritten Mal jedoch wurde nur mit
PBS-Puffer ohne Tween gewaschen.

12.4.5. Inkubation mit dem zweiten (unspezifischen) Antikérper

Um die Bindungsstellen des ersten (spezifischen) Antikérpers an die Membran
identifizieren zu konnen, wurde ein zweiter Antikrper verwendet, der
unspezifisch an Kaninchen-Antikérper bindet und mit alkalischer Phosphatase
gekoppelt ist (Goat Anti Rabbit - Alkalische Phosphatase; Biorad, Miinchen).
Davon wurden fiir jede Membran 10 pl in 30 m! PBS-Puffer mit 5 % (wiv)
Magermilchpulver eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 2 h unter Schiitteln.

12.4.6. Farbreaktion

Die Proteinbanden mit gebundenem Antikérper wurden mit Hilfe einer
Farbreaktion mit der alkalischen Phosphatase visualisiert. Die Farbentwicklung
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erfolgte mit dem Biorad Immun-Blot Assay Kit, indem 100 m! , Entwicklungs*-
Puffer (0.1 M Tris-HCI, pH 9.5; 0.1 M NaCl; 5 mM MgCl,) mit je 1 ml

der Farbentwicklungsldsungen Nitro-Blau-tetrazolium und 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolylphosphat versetzt wurden. Die dunkelviolette Firbung der Banden
erfolgte unter Schiitteln der Membran im Farbentwicklungsbad in maximat

30 min. Die Reaktion wurde abgestoppt, sobald die Banden gut sichtbar waren,
indem die Membran 10 min in bidest. Wasser gewaschen wurde, Danach wurden
die Membranen mit den angefirbten Banden luftgetrocknet und anschliefend
lichtgeschiitzt gelagert.

13. Charakterisierung von Proteinen mittels zweidimensionaler
Gelelektrophorese und Mikrosequenzierung

13.1, Protein-Extraktion

13.1.1. Gesamtextrakte

Die Proteine wurden mit Phenol extrahiert - wie bei Hurkiman und Tanaka (1986)
beschrieben - mit einigen geringfigigen Modifikationen. Das gefrorene
Blattmaterial wurde in einer vorgekthlten Reibschale (4°C) mit einem Pistill
gemoOrsert, bis ein feiner Puder vorlag. Nach Zugabe von 2 ml Hurkman-
Extraktionspuffer (0.7 M Saccharose, 0.5 M Tris, 30 mM HCI, 0.1 M KCl und

2 % 8-Mercaptoethanol) wurde weiter homogenisiert, bis die nunmehr feine
Suspension in ¢in Corex-Zentrifugenrdhrchen tiberfilhrt wurde. Die Reibschale
und das Pistill wurden mit 3 ml Extraktionspuffer gespilt und die Spalflissigkeit
ebenfalls in das Corex-Zentrifugenrdhrchen dberfilhrt.

Nach grindlichem Mischen wurde der Extrakt fir 30 Miouten bei 4°C inkubiert
und anschlieBend abzentrifugiert (5000 rpm, § min). Der Uberstand wurde in ein
neues Corex-GefiB dberfilhrt und das Pellet ein zweites Mal mit 3 ml
Extraktionspuffer versetzt. Nach 30miniitiger Inkubation bei 4°C wurden die
Uberstdnde vereinigt und 5 ml Wasser-gesdttigtes, eiskaltes Phencl (99 %,
Aldrich) hinzugefigt, Nach grindlichem Mischen beider Phasen wurden die
Extrakte mindestens 30 min auf Eis gestellt und anschlieBend die beiden Phasen
durch 10minitiges Zentrifugieren bei 7000 rpm getrennt, Die (obere) Phenol-
Phase wurde danach vorsichtig, ohne die Interphase zu berithren, abgenommen
und in ein neues Corex-Réhrchen iiberfiihrt, die (untere) Extraktionspuffer-Phase
nochmals mit 2 ml Phenol versetzt und 1 h auf Eis inkubiert. Nach
Abzentrifugieren (s.0.) wurden die Phenol-Phasen vereinigt und 5 Volumina
Prizipitationspuffer (0.1 M NH,-acetat in eiskaltem Methanot) hinzugefiigt.

Dig Proteine wurden Gber Nacht bei -20°C prézipitiert und durch Zentrifugation
(maximal 5000 rpm, 10 min) isoliert. Das Pellet wurde anschlieBend in 1 ml H,0
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10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet in 0,5 ml
Probenpuffer (9.8 M Harnstoff, 2 % 10 % NP 40, 2 % Ampholine, 100 mM
DTT) aufgenommen, gemischt und bei -20°C bjs zum Einsatz (1.Dimension =
[EF) eingefroren.

13.1.2. Interzellulire Waschfliissigkeit

Die interzelluldre Waschfliissigkeit wurde durch Unterdruck-Infiltration - wie bei
Langebartels et al. (1991) beschrieben - gewonnen (vgl. 4.). Da der mit ca. 3.5-

7 % des 1dslichen Gesamtproteins relativ niedrige Proteingehalt der IWF (0.17-
0.30 mg Gesamtprotein in 1.5-2.0 ml) fur Mikrosequenzierungszwecke keine
ausreichenden Proteinmengen lieferte, wurden folgende Konzentrierungsschritte
vorgenommen:

Durch Lyophilisierung wurde die Apoplastenfliissigkeit bis fast zur Trockne
eingeengt und der Rickstand anschlieBend in 300 ul H,O dest. aufgenommen.
Nach Zugabe von jeweils 30 W 0.15 % Natriumdesoxycholat (Na-DOC, BDH
Biochemical Limited Poole, England) und 30minitiger Inkubation auf Ejs (0°C)
wurde eine TCA-Proteinfillung mit Jeweils 30 w 100 % TCA
(Trichloressigsaure) durchgefiihrt, Nach mind. einstiindiger Inkubation auf Eis
(0°C) wurden die gefallten Proteine bei 5000 rpm 10 min in der Tischzentrifuge
(Beckman) abzentrifugiert, dann in 90 l Probenpuffer (2.6 ml 1 M Tris-Base,

20 ml Glycerin, 2 mg Bromphenolblau, 1.5 g DTT, 10 ml 20 % {w/v) SDS-
Losung, mit HCl auf pH 6.5-6.8 eingestellt) und 10 Wl 1 M Tris-Base
aufgenommen, 10 min bei 80°C im Wasserbad erhitzt und nach Abkiihlen
vollstindig auf ein 15 %iges SDS-Gel (1.5 mm; 5 %iges Sammelgel) aufgetragen
und eindimensional elektrophoretisch aufgetrennt.

13.2. Zweidimensionale Gelelektrophorese

Zweidimensionale Gelelektrophorese wurde im wesentlichen ausgefithrt wie bei
Bravo (1984) beschrieben. Hierbei besteht die 1.Dimension aus einer
Isoelektrischen Fokussierung (IEF), For die Isofokussierung wurden Rundgele
(1.5 mm Innendurchmesser) mit einer Endkonzentration von 3 % Ampholinen
(LKB-Pharmacia) verwendet. Die Ampholine-Losung enthielt vergleichbare
Mengen von Ampholinen pH 3.5-10 (450 pl) und pH 4-6 (250 #l) bzw. pH 5-8
(250 pl). Die IEF-Rundgele setzten sich zusammen aus:

Harnstoff (8.25 g), 30 % Acrylamid (1.95 ml), 2 % Bisacrylamid (0.78 ml), 10 %
NP 40 (3 ml), H,0 (2.25 ml), Ampholine (0.75 ml), APS (10 pl), Temed (5 ).
Nachdem die zylinderfsrmigen Glasréhrchen (14 cm lapg, 1.5 mm Durchmesser)
unten mit Parafilm abgedicht und dann bis zu einer Markierung (12 ¢m vom
Grund aus) mit 1.Dim.-Gelldsung gefillt worden waren, wurde jedes Gel mit

10 pl Hy0 dberschichtet und fiir mindestens zwei Stunden der Polymerisation
Uberlassen. Damit sich ein stabiler pH-Gradient ausbildet, ist eine
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Vorfokussierung erforderlich: Dazu wurden in jedes Glasrshrchen (nach
vollstindigem Entfernen des Wassers) 20 pl Probenpuffer (s.0.) eingefiillt und
dann vorsichtig mit 20 pl Overlay-Puffer (8 M Hamnstoff, 5 % 10 % (v/v) NP 40,
1 % Ampholine, 100 mM DTT) dberschichtet. AnschlieBend wurden die
Réhrehen mit 0.02 M NaOH-Lasung (Kathodenpuffer), die entgast worden war,
bis zum oberen Rand angefullt, die obere Elektrodenkammer (Protean-2D,
Biorad) ebenfalls mit Kathodenpuffer, die untere mit Anodenpuffer (0.01 M
H,PO,) aufgefilllt. Dann wurde die Vorfokussierung zunichst mit 200 V (15
min) bzw. 300 V (weitere 30 min) gestartet und schlieBlich bei 400 V fur 1 h
fortgesetzt. AnschlieBend wurde die obere Elektrodenkammer geleert, der Puffer
auf der Geloberflache entfernt, 2-3mal mit Wasser gespiilt und dann die Proben
(100 pul = ca. 100 pg Protein) aufgetragen. Die Proteinlésungen wurden jeweils
wieder mit 20 pl Overlaypuffer (s.0.) @berschichtet, dann die Rohrchen mit
NaOH-Elekirodenpuffer (s.0.) aufgefillt sowie die obere Elektrodenkammer mit
frischer (entgaster) NaOH-Lsg. versorgt. Die Isofokussiening wurde zuntichst bei
150 V (30 min) gestartet, dann bei 200 V (30 min) fortgesetzt und schlieBlich bei
300-400 V fur 18 h (aber Nacht) durchgefithrt. Fokussierte Rundgele kdnnen vor
Beginn der 2. Dimension bei -20°C eingefroren werden {, sollten jedoch nicht
langer als 2 Tage gelagert werden).

Fur die 2. Dimension (SDS-PAGE, vertikal) wurden 15%ige Laemmli-
Trenngele gegossen (1.5 mm; 15 ml 30 % Acrylamid, 6 m! 2 % Bisacrylamid,
11.25 ml 1 M Tris-HC1 pH 8.7, 0.15 mi 20 % SDS, 0.1 ml 10 % APS, 0.02 ml
Temed), mit Wasser {iberschichtet und 2-3 h der Polymerisation Qiberlassen. Die
2. Dim.-Gelldsung wurde jeweils vor Zugabe von SDS, APS und Temed mit
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe entgast. Ferner wurden die Glasplattenrinder
(auBerhalb der Spacer, die ca. 1 cm nach innen versetzt plaziert wurden) mit
Agarose versiegelt, um ein Auslaufen der Polyacrylamidlsg. vor dem
Polymerisieren zu verhindem. AnschlieBend wurde ein 5%iges Sammelgel (1.7
ml 30 % Acrylamid, 0.6 ml 2 % Bisacrylamid, 1.25 m! 1 M Tris-HCl pH 6.8, 5.7
ml H,0 dest., 0.05 ml 20 % SDS, 0.05 ml 10 % APS, 0.005 ml Temed) gegossen
und mit Isobutanol Uberschichtet. Dabei wurde ein Freiraum von 1-2 cm ilber
dem Sammelgel fir das Aufbringen der 1. Dimension auf die 2. Dimension
ausgespart. Nach Polymerisation des Sammelgels wurde die Geloberfliche
grindlich mit Hy0 dest. gespilt, um Isobutanol restlos zu entfernen. Dann
erfolgte nach Aufbringen des fokussierten Rundgels auf die 2. Dimension und
Uberschichtung desselben mit 1 mt Aquilibrierpuffer (60 mM Tris-HCl pH 6.8,

1 % SDS, 50 mM DTT, 20 % Glycerin) die elektrophoretische Aufirennung
(SDS-PAGE) in 50 mM Tris, 192 mM Glyein, 0.1 % SDS - Laufpuffer zunichst
1 h bei 45 V, dann iber Nacht (18.00-10.00 Uhr) bei 85 V. Um fir
Mikrosequenzierungszwecke ausreichende Proteinmengen zu gewinnen, wurden
von jeder Probe mindestens vier Auftrennungen parallel durchgefiihrt (s. Abb.
11).
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Abb. 11:  Simultaner Einsatz moglichst vieler Elektrophoresekammem, um
eine optimale Vergleichbarkeit der Aufirennungen zu gewihrleisten
(Laboratorium Genetika, Universitat Gent, Belgien).

13.3. Protein-Electroblotting

Vor Beginn der Blotting-Prozedur wurden die Gele ca. 1 h in Priiquilibrierpuffer
{50 mM Borsture, 0.1 % SDS, pH 8.0) gelegt, um Quellungserscheinungen
wihrend des anschlieBenden Transfers zu reduzieren. Inerte Immobilon-PVDF-

Membranen (Millipore) wurden als Trigermedien verwendet und auf GelgroBe
zugeschnitten, Die PVDF-Membranen wurden zundchst in Methanol befeuchtet,
dann extensiv mit dest. HyO gespalt und schlieBlich fiir mindestens 20 Minuten
in Wasser inkubiert. Das ,,Blotting-Sandwich* besteht nacheinander aus einem
Schwamm, mind. 3 Whatman 3MM Filterpapierblittern, dem Polyacrylamidgel,
der Blotting Membran, wiederum mind. drei Whatman 3 MM Filterpapierblittern
und einem zweiten Schwamm. Das Ubereinanderschichten der einzelnen
Bestandteile geschieht am besten in einer Plexiglaswanne, die mit Transferpuffer
(50 mM Trs, 50 mM Borsdure) gefiillt ist, um Lufiblasen zwischen den
verschiedenen Schichten zu vermeiden. Das fertige Sandwich wurde -
zusammengehalten durch einen speziellen Gelhalter- in  die gefiillte
Transferkammer einer Bio-Rad Transblot-Cell mit der Membran zur Anode
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orientiert eingelegt. Der Elektro-Transfer wurde fiir mind. 8 h bei 35 V
durchgefiihrt (Bauw et al., 1989).

Die transferierten Proteine wurden anschlieBend - nach kurzem Spiilen der
Membran mit dest. H;O - angefiirbt durch Sminiitiges Eintauchen der Membran
in Amido-black-Lsg. (0.1 % Amido black, 45 % Methanol, 7 % Essigsiure) und
anschlieBendes Entfirben mit dest, H,O .

Dabei war es ndtig, von jeder Probe jeweils vier Parallel-Gele zu blotten, um

fir die anschlieBende Mikrosequenzierung ausreichende Mengen einzelner
Proteine zu erhalten.

13.4. Enzymatischer in sifu Verdau von Membran-gebundenen Proteinen

Interessante Proteinbanden wurden ausgeschnitten und in Eppendorf-
ReaktionsgefiBen gesammelt. Um unspezifische Bindungsstellen der Membran
zu blockieren, wurdea die Membransticke zunachst mit 80 ju Triton X-100 (1 %
in Digestion-Puffer: 0.1 M Tris-HC|, pH 8.5) mind. 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden zur Stabilisierung des Enzyms 2 pl CaCl;
hinzugefiigt und der enzymatische Verdau in einem minimalen Volumen von

0.1 M Tris-HCI, pH 8.5 - Puffer (50-150 pl) mit I pg Protease bei 37°C fir 4 h
durchgefiihrt. Trypsin (aus Schweine-Pankreas, Sigma) wurde als Enzym
verwendet. AnschlieBend wurden die Membran-sticke in ein neues Eppendorf-
ReaktionsgefiB iiberfithrt und einmal mit 200 pl 6 % TFA (Trifluoressigssure),
dann zweimal mit jew. 100 ul H,0 dest. gewaschen. Alle Waschlésungen wurden
mit der Digestion-Lsg., die die eluierten Peptide enthalt, vereinigt und bei -20°C
bis zur weiteren HPLC-Analyse gelagert.

13.5. Auftrennung der Peptide mittels Reversed-Phase HPLC

Die HPLC-Trennungen werden mit einer Varan 5000 Pumpe (einschlieBl,
Pumpen-Controller) sowie einem Varichrom Detektor (Varian Associates, USA)
durchgefithrt. Die Peptid-Mischungen wurden auf eine Vydac C4 Reversed-Phase
Siule (4.6 x 25 mm; Vydac Separations Group, USA), die in 0.1 % TFA
dquilibriert wurde, aufgetragen. Die Peptide wurden eluiert mit Hilfe eines
ansteigenden Gradienten von 0.1 % TFA in 70 % Acetonitril iiber eine 60-
Minuten Periode bei einer FluBrate von 1ml/min, Eluierte Peptide wurden bei
214 nm detektiert und manuell in Eppendorfreaktionsgefifien gesammelt.

Auf der Basis von Peak-Hohe und -Auflésung wurden die Hauptpeptide fiir eine
Aminosiuresequenzanalyse ausgewshlt, ausgehend von den am meisten
hydrophoben Peptiden. Diese selektionierten Peptide wurden in einer Speed-Vac
(Savant Instruments, USA) getrocknet und bei -20°C gelagert.
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13.6. Aminosﬂuresequenz-Analyse

Die Aminosauresequenzierung wurde nach Bauw et al. (1989) im Laboratorium
Genetika (Universitat Gent, Belgien) durchgefithrt. Dazu wurde ein Gas-Phasen
Protein-Sequenzerer (Modell 470 A, Applied Biosystems, Weiterstadt) nach den
Angaben des Herstellers benutzt. Die Peptide wurden in 0.1 % TFA, 30 %
Acetonitril aufgenommen und auf S0g. precycled Polybrene-coated Glasfilter
aufgetragen.

Die enmittelten Aminosauren wurden folgendermaBen abgekiirzt:

A (Alanin), C (Cystein), D (Asparaginsiure), E (Glutaminssure),

F (Phenylalanin), G (Glyein), H (Histidin), I (Isoleucin), K (Lysin),

L (Leucin), M (Methionin), N (Asparagin), P (Prolin), Q (Glutamin),

R (Arginin), S (Serin), T (Threonin), V (Valin), W (Tryptophan), Y (Tyrosin).
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1. Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3 und Bel B:
Kultivarspezifische Unterschiede in der Entwicklung Ozon-abhiingiger
Blattschiiden

Die beiden Tabakkultivare Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3 und Bel B reagieren
unterschiedlich auf Ozon. Wihrend cv. Bel W3 #uBerst Ozon-empfindlich ist,
erweist sich cv. Bel B als ausgesprochen Ozon-tolerant. Aufgrund dieser
kultivarspezifischen Unterschiede eignen sie sich als Biomonitoringpflanzen fiir
Ozonbelastungen im Freiland, wobei ¢v. Bel W3 bei ambienten Konzentrationen
Blattschiden entwickelt, und cv. Bel B als Kontrolle ohne sichtbare Schiden
dient (Heggestad, 1991). Im Klimakammerversuch kann die zeitabhingige
Entwicklung von Blattsymptomen beobachtet werden. Die Blattschidigung
bestand in der ersten Phase 3 h nach Behandlungsbeginn mit 150 nl/l Oy in der
Auspragung silbrig glinzender Stellen auf der Blattoberseite entlang der
LeitgefiBe (Elstner, 1988). Bei Bel W3 waren ca. 8 h nach Beginn einer
funfstiindigen Behandlung mit 150 nl/l1 O; ,,water soaked areas“(Rich, 1964) zu
erkennen. Dabei handelte es sich um dunklere Gewebestellen, deren
(Palisadenparenchym-) Zellen z.T. plasmolysiert waren. Innerhalb von ca. 48 h
nach Beginn der Ozonbehandlung entwickelten sich im weiteren Schadensverlauf
bei Bel W3 bifaziale pergamentartige Nekrosen (Schraudner et al., 1992, s. Abb.
12}.

Abb. 12:  Ozonbedingte Blatinekrosen (cv. Bel W3; 48 h nach Beginn einer
fiinfstindigen Behandlung von 9.00 bis 14.00 Uhr mit 150 nl/l O;)
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Nach Langebartels et al. (1991) fuhrte eine Ozon-Pulsbehandlung (150 nl/, 5 h)
bei ¢v. Bel W3 zu einer Schadigung von 30 % der Gesamtfliche mittelalter
Blatter. Bei cv. Bel B dagegen waren unter den von Langebartels et al. (1991)
beschriebenen Bedingungen keine Blattschaden erkennbar, Die gleiche Ozon-
Pulsbehandlung fiihrte erst bei einem Schwellenwert von 350 nlAl bei cv. Bel B zu
einer vergleichbaren (30 %igen) Schiidigung mittelalter Blatter.

Bei den hier durchgefithrten Untersuchungen wurden die Blitter von oben nach
unten durchnumeriert (Lange von Blatt 1 > 8 cm) und die Blétter 3, 4, 5 und 6 als
mittelalt gewertet. Dije Blattnumerierung und die visuelle Einstufung der
Blattschidigung in % zur Gesamtblattfliche (Langebartels et al., 1991,
Schraudner et al., 1992) wurden im folgenden analog angewendet (s.z.B. 4.1,

V 62, Abb. 34),

2. Proteinmuster der Tabakkultivare Bel W3 und Bel B {Nicotiana
tabacum L.}

2.1. Proteinbanden der interzelluliren Waschfliissigkeit (IWF)

Tabakpflanzen (cv. Bel W3 und Bel B) wurden unter kontrollierten Bedingungen
in Klimakammern angezogen (Schraudner et al., 1992), bis sie ein Alter von acht
bis zehn Wochen emreichten hatten (vegetatives Stadium). Diese unbehandelten
Kontrollpflanzen  wurden verwendet, um durch Unterdruckinfiltration
interzellulire Waschflussigkeit (IWF) mittelalter Blatter zu gewinnen. Die
Auftrennung  der  Proteine der [WF erfolgte  mittels  SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese. AnschlieBend wurden die Proteine durch
Coomassie-Blau Firbung sichtbar gemacht,

Es zeigte sich, daB das Proteinmuster der IWF von unbehandelten
Kontrollpflanzen bei beiden Kultivaren #hnlich ist. In Abb. 13 sind die
Proteinmuster der IWF von cv. Bel W3 und ¢v. Bel B vergleichend dargestellt.
Aus dieser Abbildung gehen deutliche quantitative Unterschiede, jedoch nur ein
wesentlicher qualitativer Unterschied, namlich ein Kultivar-spezifisches Protein
hervor. Dieses besitzt ein Molekulargewicht von ca, 21 kDa und kommt nur bei
cv. Bel B vor, Es ist nach Coomassie-Blau Farbung (s. Abb. 13, 15, 20) und nach
Silbemnitratfirbung (Abb. 18) sichtbar,

Behandelt man Tabakpflanzen mit Ozon, so bleibt das Bel B spezifische Protein
unbeeinfluBt. Das 21 kDa-Protein ist in den Abbildungen 18 (Silbemitratfirbung)
und 20 (Coomassie-Blau Farbung) bei O;-behandelten Pflanzen des Kultivars Bel
B im Vergleich zu entsprechenden unbehandelten Kontrollpflanzen erkennbar (s.
3.12.1).
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14-
Ll -

c C
Bel W3 Bel B

Abb. 13:  SDS-PAGE-Aufirennung von Proteinen der interzelluléren
Waschflissigkeit von Tabakblittern (cv. Bel W3 und cv. Bel B).
Die Proteine stammen von mittelalten Blattern unbehandelter
Kontrollpflanzen. Die Auftrennung erfolgte auf einem 13%igen
SDS-Polyacrylamidgel. Pro Spur wurden je 10 pg Protein
aufgetragen. Die Proteine wurden mit Coomassie-Blau angefarbt.
M, Molekulargewichtsmarker; C, Kontrolle, cv. Bel W3 bzw. cv.
Bel B; Bel B spezifische Proteinbande (21 kDa) markiert

2.2. Peptidsequenzen des Bel B spezifischen Proteins bei 21 kDa

Die durch SDS-Polyacrylamidgelelekirophorese aufgetrennten Proteine in der
IWF (s. 2.1., Abb. 13) wurden elektrisch auf inerte Membranen transferert
(Elektro-Blotting). Anschliefend wurden die Proteine auf den Membranen mit
Amido-Black angefurbt. Die Bel B spezifische Proteinbande bei 21 kDa aus
interzellutarer Waschfliissigkeit mittelalter  Blatter von unbehandelten
Kontrollpflanzen wurde ausgeschnitten. AnschlieBend wurde das Membran-
gebundene Protein einem enzyma! ischen Verdau mit Trypsin unterzogen. Trypsin
spaltet spezifisch nur Lysyl- und Arginyl-Bindungen (Allen, 1989). Dadurch
entstehen Peptide, die Lysin oder Arginin als Carboxyendstindige Aminosiure
aufweisen, Allerdings gehen im allgemeinen einzelne Peptidaminoséuren
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aufarbeitungsbedingt verloren (Allen, 1989), Die dadurch entstandenen Peptide
wurden mittels Reversed-Phase HPLC aufgetrennt. Auf der Basis von Peak-Hohe
und -Aufldsung wurden die Hauptpeptide fiir eine Aminosduresequenzanalyse
ausgewihlt. Die Aminos3uresequenzen dieser selektionierten Peptide wurden
nach Bauw et al. (1989) mit Hilfe eines Gas-Phasen-Sequenzierers analysiert. Fiir
NH;-terminale Sequenzanalysen wurden die Blot-Membransticke direkt
unmittelbar im AnschluB an Elektrotransfer und Amido-Black-Farbung in die
Reaktionskammer des Sequenzierers gegeben. Die verwendeten Abkiirzungen fiir
Aminosiuren sind in I1.13.6. (s. S. 46) beschriecben. Es wurden zwei
Hauptpeptide (a und b) und zwei Mischungen aus zwei bzw. drei kleineren Peaks
(c 1 und ¢ 2 bzw, d 1-3) analysiert. Insgesamt liegen also sieben Peptidsequenzen
des Bel B spezifischen Proteins vor (s. Abb. 14). Zusitzlich wurde die NH,-
terminale Sequenz ermittelt {Abb. 14).

a

Be! B .. G VL G G T N
spezifisch

b

.

BelB
spezifisch

cl

Bel B ..A G NI MTVTF P Q Q AT
spezifisch

c2

Bel B .. N § AV VY -1 VF -F
spezifisch

dl

Bel B ..L N P L I 1 K
spezifisch

d2

BelB ..T F L - A K V §
spezifisch
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d3

Bel B ..I A S D L A

spezifisch

e

Bel B ..A VL DF YV GgGDL S VP DGFP
spezifisch

Abb. 14:  Aminos4uresequenzen der durch Trypsin-Verdau erhaltenen
Peptide (a; b; ¢ 1, ¢ 2;d 1, d 2, d 3) des Bel B spezifischen Proteins
(21 kDa). e, NH,-terminale Sequenz

Homologievergleiche mit Hilfe des Blast P Computerprogramms (Altschul et al.,
1990) ergaben, daB es sich bei dem Bel B spezifischen Protein vermutlich um ein
noch nicht beschriebenes Protein handelt. Einzelne Peptidsequenzen wiesen
Ahnlichkeiten zu Teilpeptiden eines Initiationsfaktors der Proteinsynthese bei
Nicotiana L. und einer Ubiquitin-Protein-Ligase bei Triticum L. auf (Details s.
Homologievergleiche, IV., Abb. 54). Die homologen Peptidsequenzen umfaBten
ca. 16 % der Gesamtsequenz der Ubiquitin-Protein-Ligase (s. IV., Abb. 54). Eine
weitere Charakterisierung dieses Proteins war nicht mdglich, da die Sequenzdaten
durch technische Defekte an dem Proteinsequenzierer erst unmittelbar vor
Abgabe der Doktorarbeit -eintrafen.

3. Ozonabhiingige Veriinderungen auf Proteinebene

Alle in den folgenden Expositionsversuchen eingesetzten Tabakpflanzen wurden
in Reinluft angezogen (s.2.), wie von Langebartels et al. (1991) beschrieben.

Tm Alter von acht bis zehn Wochen wurden die Pflanzen (cv. Bel W3 und Bel B)
einer fiinfstindigen Standard-Behandlung mit 150 ni/l Ozon bzw. Reinluft in den
Expositionskiivetten unterzogen. Die Behandlung erfolgte jeweils zwischen 9.00
und 14.00 Uhr. In allen Versuchen wurden gleichzeitiz Kontrolipflanzen in
Reinluft gehalten, die stets parallel mit den ozonbehandelten Pflanzen geerntet
wurden, um eine optimale Vergleichbarkeit zu gewdhrleisten.

Neben diesen einmal fiinfstindigen Behandlungen wurden Versuche mit
zweimaliger  bzw.  dreimaliger  finfstindiger ~ O;-Exposiion  an
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt (s. 3.2.1., Abb. 25 bzw. 4., V62, Abb.
33).
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3.1, Proteinmuster der IWF

Durch Unterdruckinfiliration gewonnene interzellulire Waschfliissigkeiten
mittelalter Blitter von cv, Bel W3 und cv. Bel B Tabakpflanzen wurden SDS-
gelelekirophoretisch aufgetrennt. Dabei konnten im Vergleich zu in Reinluft
gehaltenen Kontrollpflanzen die im folgenden beschriebenen Verinderungen im
Proteinmuster der IWF beobachtet werden. Die auf Ozon reagierenden Proteine
wurden als Oj-related (abgekirzt OsR) bezeichnet und nach aufsteigendem
Molekulargewicht durchnumeriert (z.B. Q:R-2, 25 kDa und OsR-3, 26 kDa).

3.1.1. Charakterisierung von Os-related Proteinen bei 25 kDa und 26 kDa
3.1.1.1. Proteinbanden

Nach  Aufkonzentrierung der interzelluldren  Waschiliissigkeit  durch
Lyophilisierung waren zwei Proteinbanden von 25 kDa (O3;R-2) und 26 kDa
(O3R-3) bei-cv. Bel B und ¢v. Bel W3 zu erkennen. Sie wurden durch
Ozonbehandlung (160 nl/l, 2x$ h, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen bzw. 150
nl/l, 1x5 h) im Vergleich zu den Kontrollen reprimiert (s. Abb. 15 und Abb. 19).
Die Intensitit der beiden Proteinbanden wurde jeweils in Bezug zur
Gesamtproteinmenge densitometrisch ermittelt, Dabei betrug der Anteil dieser
beiden Proteine an allen Proteinen bei Kontrollpflanzen ca. 3.3 %, nach
Ozonbehandlung dagegen ca. 1.9 %, woraus sich eine ozonbedingte Hemmung
von ¢a. 40 % ableiten 148t (Abb. 15). In der Abb. 19 sind die beiden Proteine von
25 kDa und 26 kDa bei ¢v. Bel W3 zu erkennen. Eine partielle Abschwiichung
durch Ozon ist zB. unmittelbar nach Behandlungsende im Vergteich zu den
Kontrollen sichtbar (s. Abb. 19).
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Abb. 15:  SDS-PAGE-Auftrennung von Proteinen der interzelluldren
Waschflissigkeit von mittelalten Tabakbldttern (cv. Bel B,
32 h nach Behandlungsbeginn geerntet). Die Aufirennung
erfolgte auf einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel. Pro Spur
wurden je 10 ug Protein aufgetragen. Die Proteine wurden
mit Coomassie-Blau angefirbt. M, Molekulargewichtsmarker;
C, Kontrolle;, Os, Ozonbehandlung (160 nl/l, 2x5 h, an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen); die Proteinbanden bei 25 und
26 kDa sind mit Pfeilen marldert.

3.1.1.2. Sequenzen

Die Mikrosequenzanalyse erfolgte nach Bauw et al. (1989) analog zu der in 2.2,
beschriebenen Methodik, Dabei wurden von jeder Proteinbande (25 kDa, O;R-2
und 26 kDa, O3R-3) je zwei Peptidaminosiuresequenzen ermittelt. Diese sind in
Abb, 16 dargestellt.

e 58
Rz K P8 AVIANXEVESGEL A .
OR-3 .. K PSS A YT ANDE VE GGL A, ..
& 50
ORZ ..AXVXPAF AZQEFDGLN.
OR3 .. .. FAPQEPGLNGLGI XMA

Abb. 16:  Aminosduresequenzen der durch Trypsin-Verdau erhaltenen Peptide
der Ozone-Related Proteine 2 (O3R-2, 25 kDa) und 3 (O3R-3,
26 kDa). Grau sind Aminossuren, die bei beiden Proteinen
iibereinstimmen.

Wie Abb. 16 zeigt, liegt eine sehr hohe Ubereinstimmung der Peptidsequenzen
von O3R-2 (25 kDa) und O3R-3 (26 kDa) vor. Datenbank-Vergleiche mit Hilfe
des Blast P Computerprogramms (Altschul et al,, 1990) ergaben fiir beide
Proteine (O:;R-2, 25 kDa und O;R-3, 26 kDa) eine hohe Homologie der
Peptidaminosduresequenzen zu Peptiden des Germin-4hnlichen Proteins von
Sinapis alba L. (S8aGLP, 22 kDa, Heintzen et al., 1994) (s. IV., Abb. 55). Die
homologen Teilpeptide umfaBten ca. 15 % der Gesamtsequenz dieses Proteins,
Von Dumas et al. (1993) und von Lane et al. (1993, 1994) wurde gezeigt, dafl
Germin Oxalatoxidase-Aktivitit besitzt.
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3.1.1.3. Enzymaktivitiit

Mit Hilfe eines spezifischen Farbtestes konnte die Aktivitat von Oxalatoxidase
(EC 1.2.34.) nachgewiesen werden. Das Enzym Oxalatoxidase aus Gerste
(Sugiura et al., 1979; Pietta et al., 1982) katalysiert die Umsetzung von Oxalséure
und Sauerstoff zu Kohlenstoffdioxid und Wasserstoffperoxid.

Die H;O-Entwicklung wurde mit Hilfe einer Peroxidase-abhingigen
Farbemethode nach Lane et al. (1993) detektiert. Der Aktivitits-Nachweis
erfolgte auf dem Blot durch Kombinieren einer noubstrat“Losung, die Oxalat
und Succinat enthielt, und einer wEntwickler“Ldsung, die im wesentlichen aus
Dimethylanilin (DMA) als Farbstoff und dem Enzym Meermettich-Peroxidase -
POD) (EC 1.11.1.7) bestand. Innerhalb von ca. 5 min wurde bei vorhandener
Oxalatoxidase-Aktivitét eine violette Bande auf der Membran sichtbar.

Fiir diese Untersuchungen wurden die interzellulgren Waschflissigkeiten durch
Gefriertrocknung (bis fast zur Trockne) aufkonzentriert. Als Standard wurde
gereinigte Oxalatoxidase aus Gerstenkeimlingen (Boehringer, Mannheim)
verwendet (Abb. 17 a). Die IWF bzw. der Staridard wurden mit ] Yigem SDS-
Probenpuffer versetzt, jedoch keiner Hitzedenaturierung unterzo gen. Die Proteine
der IWF bzw. das Standard-Enzym wurden (mini-)gelelektrophoretisch
aufgetrennt und dann auf Nitrozellulose-Membranen geblottet.

Zum ersten Mal konnte auf diese Weise in der interzelluliren Waschfliissigkeit
von Tabakpflanzen (cv. Bel B) eine Oxalatoxidase-Enzymaktivitat nachgewiesen
werden. Die Tabak-Oxalatoxidase trat in Form einer Oligomerbande im Bereich
zwischen 86-112 kDa auf, die geringfigig hoher lag als das Standard-Enzym aus
Gerste (ca. 100 kDa).

Tabakpflanzen wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils filnf Stunden
lang mit Ozon (160 nl/l) behandelt, Die durch Vakuuminfiltration gewonnenen
interzelluldren Waschflissigkeiten wurden wie beschrieben hinsichtlich der
Aktivitdt von Onxalatoxidase Uberprift, Es zeigte sich, daB Ozon die
Enzymaktivitit der Oxalatoxidase unterdriickt (Abb. 17 b).

Aus immunologischen Nachweisen ist das Problem der Kreuzreaktion von
Antik6rpern gegen Oxalatoxidase mit Peroxidasen bekannt (Domon et al., 1995).
Um ausschlieBen zu konnen, daB die zur Farbdetektion der Oxalatoxidase-
Aktivitdit hinzugegebene Meerrettich-POD bereits selbst reagierte, wurde
zunidchst die , Entwickler“Losung (mit POD und DMA) allein zugegeben und
erst nach einigen Minuten auch die ,,Substrat-Lasung (mit Oxalat und Succinat).
Erst nach Zugabe des Substrates war bei vorhandener Oxalatoxidase-Aktivitit
eine Bande im Molekulargewichtsbereich zwischen 86 und 112 kDa detektierbar,
Im Molekulargewichtsbereich der Meerrettich-POD (ca. 48 kDa; Domon et al.,
1995) dagegen trat keine Bande auf,
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Abb. 17:  Nachweis von Proteinen mit Oxalatoxidase-Aktivitat auf
Nitrozellulose-Membranen. (a) E, gereinigtes Enzym aus Gerste
(Boehringer, Mannheim): E 1,5ng; E2, 7.5 ug; M, Molekular-
gewichtsmarker; (b) IWF aus mittelalten Tabakblattern (cv. Bel B,
32 hnach Behandlungsbeginn geerntet; jeweils 60 ug Protein):

C, Kontrolle (Reinluft); O;, Ozonbehandlung (160 nl/, 2x5 h, an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen); E, Gereinigtes Enzym aus
Gerste (Boehringer, Mannheim; 5 pg)

3.1.2. Charakterisierung von Oj-related Proteinen bei 4 kDa, 28 kDa und 35 kDa

Im Proteinmuster der interzelluliren Waschfliissigkeit war eine Proteinbande bei
4 kDa (O3R-1) zu beobachten, die nur bei cv. Bel B durch Ozonbehandlung (150
nl/l, 1x5 h) deutlich induziert wurde. Dieses Protein, das mdglicherweise ein
Abbauprodukt darstellt, trat im niedermolekularen Bereich erst be; Verwendung
eines hochprozentigen Gradientengels (15-18 %) und Anfirbung der
aufgetrennten Proteine mit Silbernitrat deutlich hervor (Abb. 18). Bei diesen
Bedingungen war auch ein Protein bej ca. 18 kDa sichtbar, das be
Ozonbehandlung stets, bei den Kontrollen dagegen erst 24 h nach Beginn der
Behandlung deutlich zu erkennen war, Unabhingig von der Behandlung ist in
allen Spuren auch das in 2.1. beschriebene Bel B spezifische Protein bei 21 kDa
zu beobachten. Dieses Protein wurde durch die Ozonbehandlung nicht beeinflust.
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Abb. 18:  SDS-PAGE-Auftrennung von Proteinen der interzelluldren
Waschflissigkeit von mittelalten Tabakblittern {cv. Bel B,
5 h bzw. 24 h nach Behandlungsbeginn geerntet). Die Auftrennung
erfolgte auf einem 15-18 %igen SDS-Polyacrylamid-Gradientengel.
Pro Spur wurden je 10 ug IWF-Protein aufgetragen. Die Proteine
wurden mit Silbernitrat angefirbt. M, Molekulargewichtsmarker,
05, Ozonbehandlung (150 nl/l, 1x5 h); C, Kontrolle; 5, 5 h bzw.
24, 24 h nach Behandlungsbeginn; gleiche Beschriftung zweier
Spuren bedeutet Proteinmuster von zwei gleich behandelten
Parallelpflanzen; 21 kDa-, 18 kDa- und 4 kDa-Proteinbande
markiert

Bei einer niedrigerprozentigen Gel-Auftrennung -(12-15 %iges Gradientengel
bzw. 15 zu beobachten, die bei den Kontrollen 5 h nach Behandlungsbeginn
vollig fehlte, 24 h spater schwach erkennbar war. Es wurde eine ozonbedingte
Anreicherung um den Faktor 1.7 (5 h) bzw. 1.9 (24 h) im Vergleich zu den
betreffenden Kontrollen densitometrisch ermittelt (Abb. 19, Bel B; Abb. 20, Bel
W3). In Abb. 19 ist unabhéngig von der Behandlung in allen Spuren auch das Bel
B spezifische Prot%iges Gel mit konstantem Porendurchmesser) wurden die
Proteine in der IWF anschlieBend mit Coomassie-Blau angefirbt. Dabei war nach
Ozonbehandlung (150 nl/l, 1x5 h) eine Proteinbande bei ca. 35 kDa (O;R-5) bei
beiden Kultivaren ein bei 21 kDa zu erkennen, Bei cv. Bel W3 war durch Ozon-
Exposition erstmals 24 h nach Behandlungsbeginn ein Protein bei 28 kDa (O3R-
4) induziert, das unmitteibar im Anschluf an die Ozonbehandlung (150 nlA, 1x5
h) nicht zu beobachten war und bei den Kontrollen ebenfalls fehlte (Abb. 20). Bei
den Kontrollen sind in Abb. 20 auch die bei 3.1.1. beschriebenen Os-related
Proteine von 25 kDa (O,R-2) und 26 kDa (O3R-3) zu erkennen.
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Abb. 19:  SDS-PAGE-Auftrennung von Proteinen der interzelluldren
Waschfliissigkeit von mittelalten Tabakbl4ttern (cv. Bel B;
5 h bzw. 24 h nach Behandlungsbeginn geerntet). Die Auftrennung
erfolgte auf einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel.
Pro Spur wurden je 10 pg Protein aufgetragen. Die Proteine
wurden mit Coomassie-Blau angefirbt. M, Molekulargewichts-
marker; Oj, Ozonbehandlung (150 nl/l, 1x5 h); C, Kontrolle;
5, 5h bzw. 24, 24 h nach Behandlungsbeginn;
35 kDa- und 21 kDa-Proteinbande markiert

M 03 03 C C
5 24 5 24 [h]

Abb.20:  SDS-PAGE-Auftrennung von Proteinen der interzellul4ren
Waschflissigkeit von mittelalten Tabakblittern (cv. Bel W3,
5 h bzw. 24 h nach Behandlungsbeginn geerntet). Die Auftrennung
erfolgte auf einem 12-15 %igen SDS-Polyacrylamid-Gradientengel.
Pro Spur wurden je 10 g Protein aufgetragen. Die Proteine
wurden mit Coomassie-Blau angefirbt, M, Molekulargewichts-
marker; Oy, Ozonbehandlung (150 nl/], 1x5h); C, Kontrolle;
5, 5 h bzw. 24, 24 h nach Behandlungsbeginn; 35, 28, 26 und
25 kDa Proteinbande markiert
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3.1.2.2. Sequenzierung des 28 kDa-Proteins und immunologischer
Nachweis als saure Chitinase

Das 28 kDa Protein (O;R~4) wurde durch Mikrosequenzanalyse charakterisiert.
Dazu wurden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine der IWF (Abb. 18)
elektrisch auf eine PYDF-Membran geblottet. Nach Amido-Black Firbung der
membrangebundenen Proteine wurde die 28 kDa-Proteinbande méglichst exakt
aus der Membran ausgeschnitten. Das membrangebundene Protein wurde
anschliefend einem enzymatischen in siru Verdau mit Trypsin unterzogen.
Dadurch entstanden Peptide, die mittels Reversed-Phase HPLC aufgetrennt
wurden. Nur die Hauptpeptide wurden fiir eine Aminosiuresequenzanalyse
ausgewdhlt. Mit Hilfe eines Gasphasen-Sequenzierers (Bauw et al., 1989)
ergaben sich die in Abb. 21 gezeigten Aminosauresequenzen von zwei
Hauptpeptiden des 28 kDa Proteins.

136 152

OR2..A G T A1 G Q EL V NNTJP DL V A

186 195
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Abb. 21:  Aminosduresequenzen von zwei durch Trypsin-Verdau
erzeugten Peptiden des Ozone-related Proteins 4 (O;R-4, 28 kDa).

Datenbank-Vergleiche mit Hilfe des Blast P Computerprogramms (Altschul et al.,
1990) ergaben eine Ubereinstimmung beider Peptidaminosauresequenzen des 28
kDa Proteins mit durch Trypsin-Verdau erhaltenen Teilpeptiden einer sauren
Chitinase [EC 3.2.1.] aus Tabak (Payne et al,, 1990) (Homologievergleiche s.
IV., Abb. 57). Die homologen Teilpeptide umfaBten ca. 11 % der Gesamtsequenz
des Proteins.

Eine Bestitigung der Sequenzierungsergebnisse gelang durch Western blot-
Analyse. Dazu wurden Proteine der interzelluliren Waschflassigkeit mittelalter
Blitter (cv. Bel W3 und cv. Bel B) mit einem spezifischen Antikérper gegen
saure Chitinase aus Cicer arietinum L. (Vogelsang und Barz, 1993) inkubiert.
Bei cv. Bel W3 war auf Ozonbehandlung (160 nld, 1x5 h, 24 h nach
Behandlungsbeginn) eine deutliche Bande bei 28 kDa zu erkennen, die bei der
entsprechenden Kontrolle sowie bei cv. Bel B nicht aufirat (Abb. 22). Die bei
3.2.1. beschricbenen Antikérper gegen basische Chitinasen zeigten keine
Reaktion mit Proteinen der interzelluliren Waschflassigkeit.
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28 kDa-

03 C 03 C
J S— —
BelB  Bel W3

Abb.22:  Western blot Analyse mit Immunodetektion einer sauren Chitinase
bei 28 kDa in interzellul4rer Waschflissigkeit mittelalter Tabak-
blatter (cv. Bel B und Bel W3, 24 h nach Behandlungsbeginn
geemtet). Der Nachweis erfolgte mit einem spezifischen Antikarper

gegen saure Chitinase aus Cicer arietinum L. (Vogelsang und Barz,
1993). O,, Ozonbehandlung (160 nlA, 1x5 h); C, Kontrolle

3.2, Proteine in Gesamtblattextrakten

zunichst spezifische Proteine hinsichtlich Ozon-abhéngiger Verinderungen
analysiert (3.2.1.). Dann wurde mittels zweidimensionaler Trennmethoden und
Mikrosequenzierung versucht, weitere Ozon-abhangige Proteine in Gesamtblatt-
extrakten zu charakterisieren (3.2.2).

3.2.1. Immunologischer Nachweis von Chitinase und 8-1,3-Glucanase
Fiir den immunologischen Nachweis von Chitinase [EC 3.2.1.14] und B-1,3-
Glucanase [3.2.1.39] wurden zwei verschiedene polyklonale Antikdrper

verwendet. Diese wurden selbst gewonnen, indem Kaninchen iminunisiert und die
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Seren mittels Protein G-affinititschromatographischen Priparationsmethoden
gereinigt wurden (s. II. 11.). Die Antigene (gereinigte Enzymfraktionen von
B-1,3-Glucanase und Chitinase), die fiir die Immunisierung verwendet wurden,
starmmten aus einer Isolierung aus Nicotiana tabacum L. cv. Havanna 425 (Prof.
F. Meins, Friedrich-Miescher-Institut, Basel). Mit Hilfe der entsprechenden
Antigene produzierte AntikSrper reagieren spezifisch nur mit basischen Isoformen
der Chitinase bei 32 kDa und 34 kDa (Keefe et al., 1990). Das anti-8-1,3-
Glucanase IgG erkennt neben der basischen Isoform bei 33 kDa auch die saure B-
1,3-Glucanase bei 36 kDa (Neuhaus et al., 1992).

In einem Versuch mit verschiedenen Ozonkonzentrationen wurden sieben
Wochen alte Tabakpflanzen (cv. Bel W3) mit 85 nl/l, 165 nl/ oder 250 nl/l O,
(2x5 h, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen) behandelt. Die Ozondosierung ist in
Abb. 23 dargestelit. Ein Ziel des Versuchs war es, durch Variation der
Ozonkonzentration eventuelle Unterschiede in den Proteinmengen der PR-
Proteine B-1,3-Glucanase und Chitinase im Vergleich zu den Kontrollen zu
detektieren.

Qzon
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175 | 4
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o 1 L 1 1 1
10 11 12 13 14 15
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Ozonkonzenlration [nl/1]

Abb.23:  Darstellung des zeitlichen Verlaufs der computergesteuerten
Ozondosierung (Anegg, 1995).
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Blattmaterial aus diesem Versuch, das 75 h nach Behandlungsbeginn geerntet
worden war, wurde fiir Westemn-Blot-Analysen verwendet.

Die Gesamtblattextrakte wurden mittels SDS-PAGE (mini-)gelelektrophoretisch
aufgetrennt und anschliefend elektrisch auf Membranen transferiert,

Die Membranen wurden nach der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit
einem ersten Antikérper (aus Kaninchen) inkubiert, der spezifisch an Chitinase-
oder B-1,3-Glucanase-Isoformen (s.0.) bindet. Um die Bindungsstellen des ersten
(spezifischen) Antik&rpers an die Membran identifizieren zu kénnen, wurde ein
zweiter Antikdrper (aus Ziege) verwendet, der unspezifisch an Kaninchen-
Antikdrper bindet und mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist.

Mit Hilfe einer Farbreaktion mit der alkalischen Phosphatase wurden die
Proteinbanden mit den gebundenen Antikérpern visualisiert,

Abb. 24 a zeigt bei der Kontrolle und bei Behandlung mit 85, 165 und 250 nl/! O;
eine deutliche Proteinbande bei einem Molekulargewicht von etwa 33 kDa
(8-1,3-Glucanase, basische Isoform), die sich mit ansteigender
Ozonkonzentration verstirkte und bei der hochsten Ozonkonzentration am
stirksten induziert war,

Die Resultate einer Inkubation derselben Blattextrakte mit Antikérpem gegen
basische Isoformen der Chitinase sind in Abb. 24 b dargestellt.

Bei der Kontrolle und bei Behandlung mit 85, 165 und 250 nl/l O; traten zwei
Banden bei 32 und 34 kDa auf, wobei die 32 kDa Bande in Kontrollpflanzen
wesentlich stirker ausgepragt war als die 34 kDa Bande. 85 nl1 Ozon bewirkte
eine leichte Verstirkung der 34 kDa Isoform im Vergleich zur Kontrolle.

Bei 165 nll Ozon erfolgte eine Abschwichung vor allem der 32 kDa Isoform,
wihrend die Induktion bei 250 0l1 Ozon bei beiden Banden gleich deutlich und
im Vergleich zur Kontrolle am stirksten ausgeprigt war.
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Western blot Analyse von (a) B-1,3-Glucanase und (b) Chitinase
aus Gesamtblattextrakten (Blatmummer 6) von Tabakpflanzen (cv.
Bel W3, 75 h nach Behandlungsbeginn geemtet). Pro Spur wurden
30 pg Protein aufgetragen. M, Molekulargewichtsmarker; C,
Kontrolle; O3, Ozonbehandlung (85, 165, 250 nl/l; 2x5 h, an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen)

In einem vergleichenden Versuch mit Oy und Ethylen wurden neun Wochen alte
Tabakpflanzen (cv. Bel B) mit O3 bzw. mit Ethylen (jeweils 120 nl/l, 3x5 b, an
drei aufeinanderfolgenden Tagen) behandelt (s. Abb. 25). Ein Ziel des Versuchs
war es, die Wirkung von Ethylen auf PR-Proteine wie z.B. Chitinase mit den
Effekten einer O;-Behandlung zu vergleichen.
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Abb.25:  Darstellung des Verlaufs der Schadgasdosierung von Ozon

und Ethylen (120 nl/i, 3x5 b, an drei aufeinanderfolgenden Tagen).
Die Dosienng erfolgte computergesteuert (aus U. Graf, 1993)
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Mit Hilfe der genannten Antikorper wurden Gesamtblattextrakte aus diesem
Versuch auf ihren Gehalt an Chitinase-Protein untersucht.

Bei der ‘Rocket’-Immunelektrophorese-Methode wandem Antigene in ein
Agarosegel, das Antikdrper enthalt. Dabei wird von den Antikérpern im Gel so
lange jeweils ein Antigen pro Antikbrper  gebunden, bis  das
Konzentrationsverhiltnis dem Aquivalenzpunkt fir den Immunkomplex
entspricht. Dabei bilden sich Prizipitationslinien aus. Die eingeschlossenen
Fléchen sind proportional zu den Konzentrationen der Antigene in den Proben.
Hierbei ist es in der Regel hinreichend genau, die Linge der ,rockets” zu
bestimmen und auf eine entsprechende Eichreihe mit gereinigtem Enzym
(Antigen) zu beziehen,

Unter Anwendung dieser immunologischen Methode konnte gezeigt werden,

dafl Oy zu einer vierfachen, Ethylen zu einer fitnffachen Induktion der Chitinase-
Proteinmenge in mittelalten Blattern (cv. Bel B) fithrte (s. Abb. 26). Dabei
wurden die Lingen der ‘rockets’ vermessen, jeweils die Mittelwerte aus zwei
Parallelproben fir Os- bzw. Ethylen-Behandlung gebildet und auf die
entsprechende Eichreihe (s. II. 12.3.b) bezogen. Der Induktionsfaktor berechnete
sich im Vergleich zu den Mittelwerten der Kontrollen.
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Abb. 26:  Rocket-Immunelektrophorese Agarose-Gel (1%} mit 5 mg anti-
Chitinase IgG. Es wurden jeweils 5 pg Protein aus Extrakten
mittelalter Blitter (cv. Bel B, 78 h nach Behandlungsbeginn
geerntet) aufgetragen; C, Kontrolle; Et, Ethylen-Behandlung
(120 nl/], 3x5 h,an drei aufeinanderfolgenden Tagen); O3, Ozon-
Behandlung (120 nl/l, 3x5 h, an drei aufeinanderfolgenden Tagen)

Neben der Behandlung mit einzelnen Gasen wie O, bzw. Ethylen sollte auch
untersucht werden, welche Effekte eine kombinierte Behandlung mit Schadgasen
wie O3 und NO, auf die Konzentrationen der PR-Proteine B-1,3-Glucanase und
Chitinase hat. Hierzu wurden Tabakpflanzen {(cv. Bel B) unter den gleichen
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Bedingungen wie bei Os- oder Ethylen-Exposition mit den Gasen O und NO; in
Kombination behandelt (je 120 nl/l, 3x5 h, an drei aufeinanderfolgenden Tagen).
Die Dosierung ist in Abb, 27 dargestelit.
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Abb.27:  Darstellung des Verlaufs der Schadgasdosierung von 07 und NO,
(120 niA, 3x5 h, an drei aufeinanderfolgenden Tagen).
Die Dosierung wurde computergesteuert eingeregelt (aus U. Graf,
1993)

Zur immunologischen Detektion der Proteinmengen von 8-1,3-Glucanase und
Chitinase wurde die , Sandwich*“ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)-
Technik verwendet. Bei dieser Methode wird prinzipiell ein erster spezifischer
Antikérper an die Oberfliche der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte adsorbiert.
Daran bindet das entsprechende Antigen, das wiederum von einem zweiten
(spezifischen), biotinylierten Antikdrper erkannt wird. Die Biotinylierung der
selbst gewonnenen Antikérper (s.0.) ist in Teil IL11.4. beschrieben. An diesen
zweiten Antikérper vermag ilber das Biotin-Molekil ein Streptavidin-gekoppeltes
Enzym (z.B. alkalische Phosphatase) zu binden, das eine Farbreaktion katalysiert.
Die Extinktion wurde photometrisch detektiert und ist ein MaB fur die
Konzentration des Antigens. Prinzipiell wurden bei Anwendung der ELISA-
Technik hier und im folgenden jeweils drei Parallelmessungen pro Probe
durchgefihrt. Bei allen drei Behandlungen (mit O3, mit Ethylen bzw. mit O; und
NO,) waren Induktionen der Proteinmengen beider Enzyme zu erkennen. In Abb.
78 sind die Mittelwerte + s.e. von mittelalten Blattern jeweils dreier
Parallelpflanzen dargestellt. Die entsprechenden Eichkurven sind der Abb. 8 (I
12.2.) zu entnehmen.
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Abb. 28:  B-1,3-Glucanase und Chitinase Proteinmenge (cv. Bel B) nach
Behandlung mit O3, O3 + NO; bzw. Ethylen (je 120 nl/, 3x5 h,
an drei aufeinanderfolgenden Tagen). Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte + s.e. aus mittelalten Blittern von jeweils drei
Parallelpflanzen (n=3). Die Blitter wurden 78 h nach
Behandlungsbeginn geemtet.

Auf O;-Behandlung wurde im Vergleich zu den Kontrollen eine finffache
Induktion der Chitinase bzw, dreizehnfache Erhéhung der B-1,3-Glucanase
beobachtet. Oy in Kombination mit NO, erhShte die Chitinase-Proteinmenge
etwas stirker als alleinige Oj;-Bebandlung, nimlich 5.3fach. Der 8-1,3-
Glucanase-Gehalt wurde finfundzwanzigfach erh6ht. Ethylen fithrte zu einer
achtfachen ErhShung der Chitinase-Menge und einer zweiundzwanzigfachen
Induktion der B-1,3-Glucanase, Die Standardfehler lagen jeweils zwischen 5 und
40 %, bei der Ethylenbehandlung zwischen 10 und 20 %. Vergleicht man die
Induktionswerte fir die Chitinase-Proteinmenge bei O bzw. Ethylen-

-71-



lI. Ergebnisse

Behandlung unter Anwendung der ELISA-Technik mit den Resultaten bei der
‘Rocket’-Immunelektrophorese-Methode (s.0.), so ergeben sich bei beiden
Techniken unter Beriicksichtigung der MeBungenauigkeit der ‘rockets’ (innerhalb
von ca. 15 %) dhnliche Werte. Da sich jedoch die ELISA-Technik u.a. durch eine
extrem hohe Empfindlichkeit (ng-Bereich, s. Fichkurven, 11.12.2.) auszeichnet,
wurde sie im weiteren fiir die Quantifizierung eingesetzt.

3.2.1.1. Effekte des Fungizids Epoxiconazol auf die Proteingehalte von
Chitinase und B-1,3-Glucanase

Die Wirkung des Getreidefungizids Epoxiconazo! (BAS 480 F; Ammermann et
al.,, 1990) auf die Enzyme B-1,3-Glucanase und Chitinase wurde bei Weizen
untersucht. Epoxiconazol ist ein , Breitbandfungizid®, das durch Stérung der
Biosynthese von Ergosterol, einer Hauptkomponente pilzlicher Zellwinde, u.a.
auf das Myzelienwachstum von Pilzen einen stark inhibierenden Effekt ausibt
(Akers et al., 1990). Die Anzucht und Behandiung der Weizenpflanzen (Triticum
aestivum L. cv. Star) erfolgten in Zusammenarbeit mit K. Grossmann {(BASF,
Limburgerhof) und sind bei Siefert et al. (1996) beschrieben. Nach Zusatz von
Epoxiconazol (104 M) zum Nahrmedium junger Weizenpflanzen (Triticum
gestivum L., Sorte ,,Star) wurden drei bzw. acht Tage nach der Behandlung die
Proteingehalte von Chitinase und 8-1,3-Glucanase im SproB untersucht. Zur
Messung der Proteingehalte wurde die ELISA-Technik verwendet, die
ausfiihrlich mit Abbildungen der entsprechenden Eichkurven bei 11. 12.2. (Abb. 9
a und b) beschrieben ist. Es wurden die gleichen Antikdrper verwendet, die bei
32.1. beschrieben sind. Dabei konnte ein signifikanter Anstieg der Protein-
mengen beider Enzyme durch Epoxiconazol-Behandlung beobachtet werden (s.
Abb. 29). Die Chitinase-Proteinmenge war am dritten Tag um 45 %, am achten
Tag um 184 % im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen echéht (Abb. 29 a). Fir
die B-1,3-Glucanase-Proteinmenge betrugen die Induktionswerte 59 % am dritten
bzw. 30 % am achten Tag (Abb. 29 b). Doch im Vergleich zur Stimulation dieser
Hydrolasen durch Ozon in Tabak (s. 3.2.1,, Abb. 28) wurden diese Proteine
durch Epoxiconazol in Weizen nur moderat akkumuliert.

Insgesamt wurde hier erstmalig fiir einen fungiziden Wirkstoff gezeigt, dal
Epoxiconazol Phytopathogene nicht nur direkt bekimpft, sondern auch als
Stimulans der pflanzeneigenen, enzymatischen Abwehireaktionen fungieren kann,
Diese Ergebnisse wurden bereits publiziert (Siefert et al., 1996).
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Abb. 29:  Effekt von Epoxiconazol auf die Proteinmengen von (a) Chitinase
und (b) B-1,3-Glucanase im WeizensproB. Contr., Kontrolle; Epo,
10 M Epoxiconazol. Dargestellt sind die Mittelwerte + s.e. von
vier bis sechs Parallelmessungen. Saulen mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant verschieden (P < 0.05; Duncan’s
Multiple Range Test) (Siefert et al., 1996)
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3.2.1.2, Vergleich der Effekte von O;-Behandlung und
Botrytis cinerea-Infektion auf die Proteingehalte an Chitinase und
B-1,3-Glucanase

Da Ozonbelastung eine Induktion der hydrolytischen Enzyme B8-1,3-Glucanase
ungd Chitinase bewirkt (s. 3.2.1.), und Botrytis cinerea B-1,3-Glucane und Chitin
als Zellwandbestandteile enthilt (Rosenberger, 1976), wurde die Beteiligung
dieser Enzyme an einer mdglichen Dispositionsinderung auf Proteinebene
untersucht.

Dazu wurden Tabakpflanzen (cv. Bel W3) zunichst mit O; (85 nl/l; 2x5 h, an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen) vorbehandelt, Kontrollpflanzen wurden in
Reinluft gehalten. Jeweils die Hilfte der mit O; vorbehandelten Pflanzen bzw. der
Kontrollpflanzen wurde anschlieBend mit Botrytis cinerea beimpft. Durch
Botrytis cinerea Befall verursachte Blattnekrosen sind bei Anegg (1995)
abgebildet. Extrakte aus Blittern unbehandelter, mit 85 nl/l O; behandeiter
und/oder mit Boitrytis cinerea infizierter Pflanzen wurden durch Western-Blot-
Technik auf Proteinebene verglichen, Dabei wurden Antikdrper gepen B-1,3-
Glucanase und Chitinase verwendet. Diese reagieren spezifisch nur mit basischen
Isoformen der Chitinase bei 32 kDa und 34 kDa (Keefe et al., 1990) bzw. mit der
basischen 33 kDa- und der sauren 36 kDa-Isoform der B-1,3-Glucanase (Neuhaus
et al., 1992).

Abb. 30 a zeigt die Auswirkungen der verschiedenen Behandlungen auf die
Menge an B-1,3-Glucanase-Protein. In Kontrollpflanzen war bei 33 kDa eine
Proteinbande (basische Isoform der 8-1,3-Glucanase) konstitutiv vorhanden.

In Botrytis cinerea-infizierten Pflanzen war diese Bande wesentlich stirker
ausgeprigt. Bei 85 nl/l Ozon trat sie gegenilber der Kontrolle verstirkt,
gegeniiber B. cinerea-infizierten Blittern abgeschwicht hervor. Bei 85 nl/l Ozon
und B. cinerea-Befall war die 33 kDa Bande stirker als bei alleiniger B. cinerea-
Infektion ausgeprigt.

Aus Abb, 30 b sind die Effekte auf die Menge an Chitinase-Protein zu ersehen.
Behandlung mit B. e¢inerea allein (ohne Ozon) und Ozonbehandlung (85 nl/l)
kombiniert mit anschlieBender B. cinerea-Infektion fithrten zum Auftreten von
zwei gleich stark ausgeprigten Proteinbanden bei 32 und 34 kDa (basische
Isoformen der Chitinase). Bei nur mit 85 nl/l Ozon behandelten bzw. véllig
unbehandelten Blittern trat jeweils die 32 kDa-Bande stark, die 34 kDa-Isofonn
etwas schwicher hervor. Die stirksten Banden waren bei Kombination wvon
Ozonbehandlung (85 nl) und B. cinerea-Infektion zu erkennen.
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Abb. 30:  Western blot Analyse von (a) B-1,3-Glucanase und (b) Chitinase
in Gesamtblattextrakten von Tabakpflanzen (cv. Bel W3, 75h
nach Behandlungsbeginn geemtet, jeweils Blattnummer 6).
Es wurden je 30 pg Protein eingesetzt. Die Pflanzen waren
folgendermaBen behandelt worden: 0/-, nicht mit O; vorbehandelt
(0 nl/1 Os) und nicht mit Botrytis cinerea infiziert; 0/B, nicht mit O,
vorbehandelt (0 nl/1 Oj), aber mit B. cinerea beimpft; 85/-, mit
85 nl/l Oy vorbehandelt, jedoch nicht mit B. cinerea infiziert; 85/B,
mit 85 nl/l O; vorbehandelt und mit B. cinerea beimpft

3.2.2. Ozonabhiingige Veriinderungen des Proteinmusters bej ein- und
zweidimensionaler Auftrennung

Um méglichst alle in Blittern enthaltenen Proteine vollstindig zu erfassen und
anschlieBend  vergleichend auftrennen zu kémnen, wurde folgende
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Extraktionsmethode gewdhlt, die sich auch fir zweidimensionale Auftrennungen
eignet (Hurkman und Tanaka, 1986). Dabei handelt es sich um eine phenolische
Protein-Extraktion. Die Details der Extraktionsmethode sind in IL. 13.1.1.
beschrieben. Das gefrorene Blattmaterial wurde in einer vorgekiihlten Reibschale
solange gemorsert, bis ein feiner Puder vorlag. Nach Zugabe von
Extraktionspuffer wurde weiter homogenisiert, bis die nunmehr feine Suspension
in ein Zentrifugenrohrchen berfithrt wurde. Hier wurde sie bei 4°C inkubiert und
anschliefend abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefiB Gberfuhrt
und das Pellet ein zweites Mal mit Extraktionspuffer versetzt. Nach einer
Inkubationsphase bei 4°C wurden die Uberstande vereinigt und Wasser-
gesittigtes, (4°C-) kaltes Phenol hinzugefilgt. Nach griindlichem Mischen wurden
die Extrakte bei 4°C inkubiert und anschlieBend die beiden Phasen durch
Abzentrifugieren getrennt, Die (obere) Phenol-Phase wurde danach vorsichtig
abgenommen, die (untere) Extraktionspuffer-Phase nochmals mit Phenol versetzt
und wiederum bei 4°C inkubiert. Nach Abzentrifugieren wurden die Phenol-
Phasen vereinigt und mit Prazipitationspuffer versetzt. Die Proteine wurden iiber
Nacht bei -20°C prazipitiert und durch Zentrifugation isoliert. Das Pellet wurde
anschlieBend in H;0 dest. resolubilisiert und mit Aceton versetzt (,.zewaschen*),
dann nach grindlichem Mischen bei -20°C inkubiert und schliefilich
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in Probenpuffer auf-
genommen, gemischt und bei -20°C bis zum Einsatz eingefroren. :
Zunichst wurde durch eindimensionale SDS-PAGE (Abb. 31) versucht, Ozon-
abh#ngige Unterschiede im Proteinmuster der beiden Kultivare zu entdecken.
Wie aus Abb. 31 hervorgeht, enthielten die Gesamtblattextrakte -wie zu
erwarten- wesentlich mehr Proteine als die interzelluldren Waschflissigkeiten

(s. z.B. 2.1.). Prominent war vor allem die Bande bei ca. 53 kDa. Dabei handelt
es sich um die groBe Untereinheit des Chioroplasten-Enzyms Ribulose-1,5-
bisphosphat-carboxylase (Rubisco), das charakteristisch fiir Gesamtblattextrakte
ist (Strasburger, 1991). Auffillig ist, dab die Proteinmuster der
Gesamtblattextrakte von cv. Bel W3 und Bel B groBe Ahnlichkeiten aufieisen
(vgl. 2.1, IWF). Ozonabhingige Unterschiede wurden bei eindimensionaler
Auftrennung nicht entdeckt.
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Abb. 31:  SDS-PAGE-Auftrennung von Proteinen in Gesamtblattextrakten von
mittelalten Tabakblattern (cv. Bel W3 und cv. Bel B, 75 h nach
Behandlungsbeginn geerntet). Die Auftrennung erfolgte auf einem
14 %igen SDS-Polyacrylamidgel. Es wurden abwechselnd pro Spur
Jje 10 ug bzw. 20 pg Protein aufgetragen. Die Proteine wurden mit
Coomassie-Blav angefirbt. M, Molekulargewichtsmarker:

03, Ozonbehandlung (150 nl/l, 1x5h); C, Kontrolle

Um eventuell nur durch zweidimensionale Auftrennung erkennbare Ozon-
abhingige Unterschiede zu erfassen, wurden phenolische Gesamtextrakte
(IL.1.1.1.) in der 1.Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt (IEF) und in der
2, Dimension nach ihrem Molekulargewicht (SDS-PAGE) aufgetrennt,

Dabei ist zu betonen, daB der gewihlte Aufirennungsbereich von ca. pH 4-7

die basischen Proteine ausklammert, z.B. die basischen Isoformen der PR-
Proteine B-1,3-Glucanase und Chitinase. DaB diese durch Ozon induziert werden,
wurde bereits immunologisch gezeigt (s. 3.2.1,, Westen blot-Analysen). Von
jeder Probe wurden zunichst zweidimensionale Gele angefertigt, die mit
Coomassie-Blau gefirbt wurden, um die Proteinmengen abschitzen zu kénnen,
Denn filr eine erfolgreiche Mikrosequenzierung sind Proteinmengen im
Coomassie-Farbebereich von 0.2-0.5 pg erforderlich. Die groBe Untereinheit des
Enzyms Ribulose-1,5-bisphosphatcarboxylase (Rubisco) von ca. 53 kDa diente
als ,Molekulargewichismarker* fiir die 2. Dimension (5. Abb. 32 a). Quantitative
Verinderungen von Proteinen wurden densitometrisch erfaBt.
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Abb. 32 zeigt 2D-Aufirennungen von Extrakten mittelalter Blatter von cv. Bel B.
Zwei eng benachbarte Proteine von 15 kDa (p15a und p15b, Nomenklatur nach
van Loon et al., 1994, IEP ca. 5.0) wurden durch Ozon-Behandlung (160 nl/, 2x5
h, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen) im Vergleich zu den Kontrollen induziert
(Anreicherung um den Faktor 2),

Ein 30 kDa Protein (IEP ca. 6.0) wurde durch O; reprimiert (um ca. 80 %; O;R-
6). Die Mikrosequenzanalyse (Bauw et al., 1989) ergab nur ein sehr kurzes
Peptid von fiinf Aminosduren, welches znsammen mit UV-induzierten Proteinen
diskutiert wird (s. I'V., Abb, 58).

IEF
SDS| ‘
[kDa}
53 Bel B
+O3
0 —
15 —.{; i v Y
y ¢ .o v
7 pl 4
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Abb.32:  Zweidimensionale Aufirennung von Proteinen in Gesamtblatt-
extrakten mittelalter Bléitter (cv. Bel B, 32 h nach Behandlungs-
beginn geemtet). Die Auftrennung erfolgte auf einem
15%igen SDS-Polyacrylamidgel. Die Proteine wurden mit
Coomassie-Blau angefirbt, (a) Os, Ozonbehandlung (160 ni/,
2x5 h, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen), (b) C, Kontrolle

Abb. 33 zeigt eine 2D-Auftrennung von Blattextrakten des Kultivars Bel W3,
Die Proteinmuster von ozonbehandelten und unbehandelten Pflanzen waren bei
diesem Kultivar identisch.
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Abb.33:  Zweidimensionale Auftrennung von Proteinen in Gesamtblatt-
extrakten mittelalter Blitter (cv. Bel W3, 32 h nach Behandlungs-
beginn geerntet). Die Auftrennung erfolgte auf einem
15%igen SDS-Polyacrylamidgel. Die Proteine wurden mit
Coomassie-Blau angefirbt, O,, Ozonbehandlung (160 nl/l,
2x5 h, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen)
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3.2.3. Sequenzierungsergebnisse

Um fir Mikrosequenzierungszwecke (Bauw et al, 1989) ausreichende
Proteinmengen zu gewinnen, wurden von reprisentativen Proben mindestens vier
zweidimensionale Aufirennungen parallel durchgefiihrt. AnschlieBend folgten die
in Il 2.2. und in II. 13. ausfithrlich beschriebenen Arbeitsschritte. Die Tab. $
fabt die Ergebnisse der Mikrosequenzanalyse von Proteinen in
Gesamtblattextrakten mittelalter Blitter (cv. Bel W3 und cv. Bel B) zusammen (s.
auch 3.2.2.). Zu beriicksichtigen ist jedoch, daB bei kurzen Peptiden wie z. B, dem
Peptid von OR-6, das nur ca. 2 % der Gesamtsequenz umfaft, ein
Homologievergleich (s. IV. Abb. 58) generell sehr problematisch ist (s. Allen,
1989). Er wurde erst durchgefihrt, als ein UV-induziertes Protein
Ubereinstimmungen mit Peptiden einer Carboanhydrase zeigte (s. 5.4., UVR-1).
Da das Protein O;R-6 beziiglich seiner Lage im 2D-Proteinmuster dem Protein
UVR-1 sehr 4hnlich war, wurde die kurze Peptidsequenz von O;R-6 auf mégliche
Homologien zu Peptiden der Carboanhydrase (CA) untersucht und eine vollig
identische CA-Peptidsequenz gefunden (s. Abb. 58 und IV., Abb, 58).

Tab. 5: O;-related Proteine in Gesamtblattextrakten mittelalter Tabak-
Blatter (cv. Bel W3 und cv. Bel B, 32 h nach Behandlungsbeginn
geemtet) MG, Molekulargewicht; [EP, isoelektrischer Punkt; p15,
Polypeptid bei 15 kDa (Nomenklatur nach van Loon et al., 1994);
O3R, Os-related; Aminossiureabkiirzungen, s. I1.13.6.; Rubisco,
Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase

Abkirzung |(Kultivar |MG IEP |identifizierte Sequenzhomologicn
(fiir das kD) Peptidsequenzen Zu
jeweilige
Protein)
pl5a Bel W3; |15 50j1)IIGFDNVR [Rubisco
Bel B 2)YWTMWK  |(kleine
3)QVQ-ISF Untereinheit)
plsb Bel W3, |15 50|1)ITGFDNVR [Rubisco
Bel B 2)YWTMWEK  |(kleine
3)VQMAK/SF [ Untereinheit)
4)SPGYYDGR
O3R-6 Bel B 30 6.0 LM-LPA Carboanhydrase (7)
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4. Ozon und UV-B -bedingte morphologische und biochemische Effekte

Im Versuch V62 in den Expositionskammemn der GSF-Phytotronanlage (Payer el
al, 1994) wurden Tabakpflanzen (cv. Bel W3 und Bel B) an zwel
aufeinanderfolgenden Tagen (2x5 h, jeweils 9.00-14.00 h) mit Ozon, mit UV-B
oder mit Ozon und UV-B behandelt (s Abb. 34 a). Die Ozonkonzentration lag bei
maximal 160 nl/l. Die minimale Erythem-wirksame Dosis der UV-B Strahlung
war ca. 0.67 MED h™'. Unter Beriicksichtigung des (geringen) UV-B Anteils des
WeiBlichtes, das auch vor (6.00-9.00 h) und nach (14.00-20.00 h) der UV-B
Behandlung angeschaltet war, ergab sich eine UV-B -Gesamtdosis von 7.5 MED.
Die spektrale Verteilung der Strahlung auf Pflanzenniveau war mit einer cut-off
Wellenlinge von 293 nm (bei 0.1 mW m™ nm'") besonders im UV-B Bereich dem
Sonnenspektrum sehr shnlich (Abb. 34 b).
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Abb. 34:  Expositionsprofile fiir Ozon und UV-B Strahlung. (a) Darstellung
des Verlaufs der Dosierung von Ozon (gepunktete Linie) bzw. der
minimalen Erythem-wirksamen Dosis (MED; durchgezogene Linie).
Die Dosierung erfolgte jeweils computergesteuert. (b} Mittlere
spektrale Strahlung fiir die Versuchsfliche der Expositionskammem
(auf Pflanzenhthe gemessen) im Vergleich zum Sonnenspektrum
(Sonne 60°, 298 Dobson Units Gesamt-Ozonsiule, < 2 Qktas
Bewslkung, Albedo 0.05) (nach Thalmair et al., 1996)

4.1. Symptome nach O;- und UV-B-Behandlung

Die folgende Tabelle (Tab. 6) zeigt die Ozon-Konzentrationen bzw. Ozondosis-
Werte im Versuch V62. Daraus geht hervor, daB die beiden Expositions-
kammem (EKB 2, Ozon+UV-B; EKB 4, Ozon) hinsichtlich der Ozondosierung
weitgehend identisch waren und jeweils vergleichbare Ozonkonzentrationen
aufwiesen.

Tab.6: Ozon-Konzentrationen und Qzon-Dosis-Werte (Ve2),
EKB, Expositionskammerbereich
Erntezeitpunkt Ozon-Konzentration Ozon-Dosis
Ih] (mifl] [nl/1-h]
EKB 2 (Ozon + UV-B)
1.Periode (Ix5 b}
2 320
8 160.7 + 0.9 830
24 830
2. Periode (2x5 h)
32 1610+ 0.3 1670
EKB 4 (Ozon)
1.Periode (x5 h)
2 340
8 1687+ 1.4 850
24 850
2. Periode (2x5 h)
32 168.1+1.0 1700

Der Ozon-tolerante Kultivar Bel B zeigte keine Symptome auf Ozon- bzw. Ozon-
und UV-Behandlung hin. Die nekrotischen Blattschiden der Pflanzen des
Kultivars Bel W3 als Folge von Ozon bzw. von Ozon und UV-B sind der Abb.
35 zu entnehmen Ozon-Behandlung allein (160 nll, 2x5 h, 32 h nach
Behandlungsbeginn) fithrte zu typischen Pergament-ghnlichen Lisionen an
mittelalten Blattem des Ozon-sensitiven Tabakkultivars Bel W3. Ozon- und
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gleichzeitige UV-B -Exposition hatten signifikant hohere Blattschaden (der
Blatter 5 und 6, bis zu 2.7fach) zur Folge {s. Abb. 35 und Abb. 36 ¢, d}.

Die Einstufung der Blattschidigung erfolgte nach Langebartels et al. (1991)
prozentual zur Gesamtblaitfliche. Die Schaden stiegen mit zunehmendem Alter
der mittelalten Blatter von 15 % (Blatt 4) auf 43 % (Blatt 6) nach Ozon-
Behandlung bzw. von 20 % (Blatt 4) auf 73 % (Blatt 6) nach kombinierter
Behandlung mit Ozon und UV-B an (s. Abb. 35). UV-B Strahlung allein fihrte in
beiden Kultivaren zu keiner sichtbaren Blattschddigung.

] Ozon Bel W3
Ozon + UV-B
80
5
< 60
=
=
=2
-
Ey ]
=
Q
2 40
o
m
20
0 1 |

Blattnummer

Abb.35  Blattschidigung bei Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3, 32 h nach
Behandlungsbeginn mit Ozon (160 nl/, 2x5 h) (weiBe Balken)
bzw. mit Ozon (160 nl1, 2x5 h) und UV-B (7.5 MED Gesamtdosis,
2x5 h) (schraffierte Balken). Dargestellt sind die Mittelwerte + s.¢.
von jeweils drei Parallelpflanzen.
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Abb. 36:  Blattnekrosen (cv. Bel W3, 32 h nach Behandlungsbeginn).
Ozone, Ozonbehandlung (160 nlA, 2x5 h); Ozone + UV,
kombinierte Behandlung mit Ozon (160 nl/, 2x5 h) - und UV-B
(7.5 MED Gesamtdosis, 2x5 h); (a) Aufsicht auf eine mit Ozon
bzw. mit Ozon und UV-B behandelte Pflanze; (b)+(c)+(d),
Einzelblitter der in (a) gezeigten Pflanzen im Vergleich: (b) Blatt 4;
(c) Blatt 5; (d) Blatt 6; () Gesamt-Ansicht der Versuchspflanzen;
in der Bildmitte sind die in (d) gezeigten Einzelblitter zu erkennen.

4.2, Enzymatische Akfivitit der B-1,3-Glucanase

Die Aktivitit des Enzyms B-1,3-Glucanase wurde nach Behandlung  von
Tabakpflanzen (cv. Bel W3 und Bel B) mit Ozon (160 nll}, mit UV-B (0.67
MED/) bzw. mit Ozon (160 nl/1) und UV-B (0.67 MED/h) untersucht (s. Abb.
34, V62). Die Details der Enzymaktivititsbestimmung sind in 11.8.2. beschrieben.
Als enzymatisches Substrat diente Laminarin, ein Reservepolysaccharid der
Braunalge Laminaria digitata (Strasburger, 1991). Die enzymatische Reaktion
erfolgte wihrend einer 30miniitigen Inkubationsphase bei 37°C und wurde durch
Zugabe von NaOH und anschlieBendes Erhitzen abgestoppt. Als Firbereagenz
wurde Anilin-Blau verwendet, was zur Ausbildung eines fluoreszierenden
Sirofluor-Laminarin Komplexes fithrte (Evans und Hoyne, 1984). Die Messung
erfolgte nach Siefert et al. (1994) fluoreszenzphotometrisch, Von jedem Extrakt
wurden drei Parallelansitze und ein vierter Ansatz, in dem durch sofortige
NaOH-Zugabe der Laminarinabbau verhindert wurde, untersucht. Aus der
Differenz der vor Beginn der Reaktion abgestoppten Probe und dem Mittelwert
der drei anderen Proben ergab sich die enzymatisch abgebaute Laminarinmenge.
Nach Schraudner et al. (1992) wurde die resultierende B-1,3-Glucanase Aktivitat
berechnet und in nkat g FG ausgedriickt, da das Verhaltnis Proteinmenge / FG
konstant blieb. Es wurde die B-1,3-Glucanase-Aktivitit bei den Blittern 1-7 pall
verschiedenen Emtezeitpunkten ermittelt, namlich 0 h, 24 h und 32 h nach
Behandlungsbeginn (s. Abb, 37).
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Abb.37:  Enzymatische Aktivitit der 8-1,3-Glucanase zu verschiedenen
Zeitpunkten, namlich 0 h, 24 h und 32 h nach Behandlungsbeginn,
Die Tabakpflanzen wurden mit Ozon (160 a1}, mit UV-B
(0.67 MED/h), mit Ozon (160 nl/l) und UV-B (0.67 MED/h)
bzw. mit Reinluft behandelt; links: cv. Bel W3, rechts; ¢v. Bel B.
Dargestellt sind die Mittelwerte + 5.¢. von Blittern jeweils dreier
Parallelpflanzen (n=3)

Wie aus Abb. 37 hervorgeht, zeigten die Kontrollpflanzen zum Zeitpunkt 0 h fiir
cv. Bel W3 und Bel B ein vergleichbar niedriges Aktivitdtsniveau der B-1,3-
Glucanase, das mit zunehmendem Blattalter entwicklungsbedingt geringfiigig
anstieg (Schraudner et al., 1992; Emst et al., 1996). Die B-1,3-Glucanase
Aktivitit war 8 h nach Beginn der ersten finfstiindigen Behandlungsperiode bei
cv. Bel W3 auf O;-Behandlung hin geringfigig erhaht. Bei cv. Bel B war nach §
h ein leichter Anstieg der B8-1,3-Glucanase-Aktivitit durch O; + UV-B-
Behandlung zu beobachten (s. Tab. 7).

Tab, 7: B-1,3-Glucanase Aktivititen [nkat/g FG], 8 h nach Beginn der ersten
finfstiindigen Behandlungsperiode. Mittelwerte +s.e (n=3)

Behandlung 3 Blan
Bel W3 Bel 3
33.09+098 23.09+191]
40.67 + 0.55 1496 +2.72
3320+ 1.68 18.51 +1.59
32.81 +0.78 18.94 + 2,53

s

24 h nach Behandlungsbeginn bzw. 19 h nach Beendigung der ersten
funfstiindigen Behandlungsperiode waren bei cv. Bel W3 sowohl nach Ozon als
auch nach Ozon- und UV-B -Behandlung stark erhdhte Aktivititen der 8-1,3-
Glucanase zu beobachten (s. Abb. 37). Die deutliche Induktion war mit ca.
siebenfach erhshten Werten bei den Blattern 3 und 4 auf Ozonbehandlung hin
noch stérker ausgeprigt wie nach kombinierter Exposition mit Ozon und UV-B
(ca. 2.5 bis 3.5fache Erhohung). Ab Blatt 5 waren die Induktionswerte bei
einfacher bzw. kombinierter Exposition weitgehend identisch (ca. dreifache
Induktion im Vergleich zu den Kontrollen). Fiir cv. Bel B ergab sich nach 24 b ab
Blatt 5 eine Erhohung der B-1,3-Glucanase Aktivitit um das 2-2.5fache durch
Ozon bzw. durch Ozon und UV-B bedingt. Auf alleinige UV-B -Behandlung hin
wurden Aktivititen bei cv. Bel W3 und Bel B ermittelt, die in etwa mit den
Kontrollwerten @bereinstimmten. Dabei ist zu bertcksichtigen, daB der UV-B
Anteil in den Expositionskammemn mit ca, 0.67 Wm? im Vergleich zu
Freilandbedingungen (2,8 Wm?, Sonne 60°) relativ gering ist (Déhring et al.,
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1994), 32 h nach Behandlungsbeginn bzw. 3 h nach Beendigung der zweiten
fiinfstindigen Behandlungsperiode war bei cv. Bel W3 ab Blatt 4 sowohl nach
Ozonbehandlung wie auch nach kombinierter Behandlung mit Ozon und UV-B
eine starke (vier- bis zwolffache) Induktion der B-1,3-Glucanase zu beobachten.
Eine Aktivititssteigerung ergab sich auch bei cv. Bel B (maximal fiinffach). Bei
Kombination von Ozon und UV-B war sie bei den Blittern 4 und 5 etwas stérker
ausgepragt als nur auf Ozon hin. UV-B allein filhrte zu keinen bzw. nur zu
geringfiigigen Effekten, so z.B. bei den alteren Blittern (6 und 7) des Kultivars
Bel W3 zu einer leichten AktivititserhShung der B-1,3-Glucanase (bis zu
1.9fach).

4,3, Immunologischer Nachweis von B-1,3-Glucanase und Chitinase

Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern (vgl. 3.2.1.) wurde untersucht, welchen
EinfluB Expositionen mit Ozon, mit UV-B bzw. mit Ozon und UV-B (s. Abb. 34,
V 62) auf die Konzentrationen der Proteine Chitinase (basische Isoformen, 32
und 34 kDa) und B-1,3-Glucanase (basische Isoform bei 33 kDa und/oder saure
Isoform bei 36 kDa) haben, Die Proteinmengen der Enzyme wurden mit Hilfe der
Sandwich*“*ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)-Technik ermittelt, die
bei 1I. 12.2. detailliert mit Abbildungen der entsprechenden Eichkurven (I1.12.2,,
Abb. 9 a und b} beschrieben ist.

Abb. 38 zeigt, daB das Verhalten der B-1,3-Glucanase-Proteinmengen 32 h nach
Beginn der verschiedenen Behandlungen deutliche Parallelen zu den
entsprechenden Aktivititswerten (Abb. 37) aufweist. Dies spricht fiir die
Induktion einer de-novo Synthese des Enzyms B-1,3-Glucanase, die durch Ozon
ausgelost und durch UV-B modifiziert wird.  Dabei ergab sich 32 h nach
Behandlungsbeginn bei cv. Bel W3 durch Ozon allein sowie durch Ozon und
UV-B eine drastische Erhdhung der B-1,3-Glucanase Proteinmenge (bis zu
70fach). Bei cv. Bel B war eine bis zu 11fache Erhohung der 8-1,3-Glucanase
Proteinmenge durch Ozon bzw. durch Ozon und UV-B zu verzeichnen. Die
kombinierte Behandlung von Ozon und UV-B filhrte generell zu keinen
wesentlichen Verinderungen der Ozon-abhingigen Induktion der B-1,3-
Glucanase. UV-B allein bewirkte nur in den 4iteren Bléittern (Blatt 6 und 7, cv.
Bel W3) eine Steigerung der B8-1,3-Glucanase Proteinmenge (bis zu 19fach).

Wie in Abb. 38 gezeigt, wurden die Chitinase Proteinkonzentrationen nur bei
ozonbehandelten cv. Bel W3 Pflanzen deutlich (bis zu siebenfach) erhtht.

Im Gegensatz zur B-1,3-Glucanase wurde die Chitinase Proteinmenge bei
kombinierter Behandlung mit Ozon und UV-B im Vergleich zu alleiniger
Ozonbehandlung signifikant (Blatter 4-7, P< 0.05) reduziert. Es war jedoch
immer noch zwei- bis dreifach soviel Chitinase-Protein vorhanden wie bei den
Kontrollen.

Bei cv. Bel B war keine Reaktion der Chitinase Proteinmenge auf Ozon, UV-B
bzw. Ozon und UV-B zu erkennen.
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Abb. 38 B-1,3-Glucanase- und Chitinase-Proteingehalt, 32 h nach
Behandlungsbeginn. Die Tabakpflanzen wurden Jjeweils 2x5 h an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit Ozon (160 nl1), mit UV-B
(0.67 MED/), mit Ozon (160 nl/1) und UV-B (0.67 MED/h) bzw.
mit Reinluft behandelt; links: cv. Bel W3, rechts: cv. Bel B.
Dargestellt sind die Mittelwerte + s.e. von Bléttern Jeweils
dreier Parallelpflanzen (n=3)
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Western blot Analysen mit den erwahnten Antikérpern gegen Chitinase und
B-1,3-Glucanase (5. 3.2.1.) bestitigten diese Ergebnisse.

Dabei konnte auf Ozonbehandlung hin bei cv. Bel W3 eine deutliche Induktion
der beiden basischen Chitinase Isoformen von 32 und 34 kDa (Keefe et al., 1990)
beobachtet werden (Abb. 38). Zusitzliche UV-B Behandlung fiihrte zu einer
Abschwichung vor allem der 34 kDa Bande. Bei alleiniger UV-B Behandlung
und bei der Kontrolle waren keine Chitinase-Banden sichtbar.

Bei cv. Bel B war bei keiner Behandlung eine Chitinase Isoform zu detektieren.

[kDa]

Abb. 39:  Westem blot Analyse von basischen Chitinase Isoformen in
Gesamtblattextrakten (Blattnummer 5) von Tabakpflanzen (cv.
Bel W3, 32 h nach Behandlungsbeginn geemntet). Es wurden je -
30 pg Protein eingesetat; M, Molekulargewichtsmarker;
03, Ozonbehandlung (160 nlfl, 2x5 h); UV, UV-B Behandlung
(0.67 MED/h,2x5 h); O, + UV, Ozon (160 nl/, 2x5 k) - und UV-B
(0.67 MED/, 2x5 h) -Behandlung; C, Kontrolle

Die Resultate einer Inkubation von Gesamtblattextrakten mit Antikorpern, die mit
der basischen Isoform der 8-1,3-Glucanase bei 33 kDa und der sauren Isoform
bei 36 kDa reagieren (Neuhaus et al., 1992), sind in Abb. 40 dargestellt.
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Abb. 40:  Western blot Analyse des Enzyms B-1,3-Glucanase in
Gesamtblattextrakten (Blattummer 5) von Tabakpflanzen
(cv. Bel W3 und cv. Bel B, 32 h nach Behandlungsbeginn geerntet),
Es wurden je 30 ug Protein eingesetzt; O, Ozonbehandlung
(160 nl/l, 2x5 h); UV, UV-B -Behandlung (0.67 MED/h, 2x5 h);
O; + UV, Ozon (160 nlf, 2x5 h)- und UV-B (0.67 MED/, 2x5 h) -
Behandlung; C, Kontrolle

Die Ergebnisse passen wiederum gut mit den gemessenen Proteinmengen
zusammen (Abb. 38), Auf kombinierte Behandlung mit Ozon und UV-B sowie
auf Behandlung mit Ozon allein war beji cv. Bel W3 jeweils eine stark
ausgeprédgte Bande bei 33 kDa zu erkennen. Diese war bei Ozonbehandlung noch
etwas stirker ausgeprdgt als bei Ozon- und UV-B- Exposition (vgl.
Proteinmenge, Abb. 38). Nur UV-B behandelte Pflanzen wiesen genauso wie die
Kontrollpflanzen keine induzierte 33 kDa Bande auf Bei ¢v. Bel B war die
Induktion wesentlich schwicher (vgl. Proteinmenge, Abb. 38). Nur bei
gleichzeitiger Ozon- und UV-B Behandlung war eine deutliche B-1,3-Glucanase-
Bande bei 33 kDa zu erkennen. Bei alleiniger Ozonbehandlung war nur eine sehr
geringe Proteinmenge der 8-1,3-Glucanase Isoform von 33 kDa detektierbar.
UV-B - sowie Reinluftbehandlung hatten keinen EinfluB auf die Menge an
basischem B-1,3-Glucanase Protein (33 kDa).
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4.4. Effekte von erhihtem CQ, auf die Enzymaktivitit der B-1,3-Glucanase

Um die Wirkungen von erhhtem CO; mit den Effekten von erhéhtem Ozon und
UV-B vergleichen zu kénnen, wurden Tabakpflanzen (c¢v. Bel W3 und Bel B)
24 h lang kontinuierlich mit 1820 + 5 ;01 CO, behandelt, wihrend entsprechende
Kontrollpflanzen in Reinluft (370 + 2 pl/1 CO;) gehalten wurden (s. Abb. 41).

R gy

2000 CO,-Exposltion 4
1800
1800 EKE J (1820 & 5 pl) “
1400 b
1200 | E
1000 - 1
B0Q |-
800
400 |
200

CO,- Konzentration [piA)

EKB 2 (370 £ 2 ul)

1 I 1 1 L L L 1 . ! . L NI 1

0 2 4 8 8 10 12 14 18 18 20 22 24 2 4 6 8 10 12
Ubrzeit [h]

Abb.41:  CO,-Dosierung in EKB 3 (erhéhtes CO,) und EKB 2 (Kontrolle).
EKB, Expositionskammerbereich

Unmittelbar nach Behandlungsende wurde die Aktivitit der B-1,3-Glucanase bei
den Blattern 1-5 im Vergleich zu den Kontrollen gemessen. Die Ergebnisse sind
in Abb. 42 dargestellt. Bei beiden Tabakkultivaren (cv. Bel W3 und Bel B)
beeinfluBten erhohte CO,-Konzentrationen (1820 pl/l) die Enzymaktivitat der
B-1,3-Glucanase nicht bzw, reprimierten sie sogar geringfiigig im Vergleich zu
den Kontrollen (370 pl/) (s. Abb. 42),
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Abb. 42:  Enzymatische Aktivitat der 8-1,3-Glucanase (cv. Bel W3 und Bel B)
24 h nach Behandlungsbeginn mit erhéhtem CO, (1820 pil) im
Vergleich zu Kontrollpflanzen (370 pl/l). Es wurden von jeder
Probe drei Parallelmessungen vorgenommen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + s.e. von insgesamt neun Parallelmessungen von
Jjeweils drei Parallelpflanzen.

5. UV-B abhiingige Verinderungen {(Morphologie, Biochemie)

5.1, Variation der spektralen Bestrahlungsstirke

Bei UV-B Behandlungen von Pflanzen und der Einschétzung ihrer Wirkung ist
grundsitzlich die spektrale Bestrahlungsstéirke [MW m? nm* ] im UV-B Bereich
zu beriicksichtigen. Diese wurde in einem Versuch im Sonnensimutator der GSF-
Phytotronanlage (Payer et al., 1994) mit Hilfe von vier verschiedenen Filter-
anordnungen (Sanalux + Plexiglas, Sanalux + Sanalux, Sanalyx + Pyran, Sanalux
+ Fensterglas) variiert, was sich in unterschiedlichen cut-off Wellenlingen
widerspiegelte. Darunter versteht man die Schnittpunkte der Spektren bei

10" mW m? nm™! Bestrahlungsstarke mit der Abszisse (Wellentinge) (Dshring e
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al., 1996). Diese lagen bei 277 nm, 287 nm, 293 nm und 312 nm (5. Abb. 43).
Sechs Wochen alte Tabakpflanzen (cv. Bel W3 und Bel B) wurden im
Sonnensimulator {Seckmeyer und Payer, 1993) zunéchst vier Tage lang an héhere
Lichtintensitaten adaptiert, bevor die UV-Behandlung gestartet wurde, Dann
wurden sie fiir 3x5 h (jeweils von 9.00 bis 14.00 h) an drei aufeinanderfolgenden
Tagen mit UV-Licht behandelt. Die entsprechenden Strahlungsspektren sind in
Abb. 43 dargestellt,

10° | 5

102 -

10' |

100 ¢

Spektrale Bestrahlungsstirke [mwW 0% nm'1]

10 £ N N 1 14 . . 1 L
300 350 400

Wellenldnge [nm]

Filteranordnungen:

(1) Sanalux + Plexiglas (cut-off bei 277 nm}
(2) Sanalux + Sanalux (cut-off bei 287 nm)

(3) Sanalux + Pyran (cut-off bei 293 nm)

{4) Sanalux + Fensterglas (cut-off bei 312 nm)
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Abb. 43:  Strahlungsspektren bei Einsatz verschiedener Kantenfilter (1-4).
Die Spektren wurden mit Hilfe eines Bentham Doppel-
Monochremator Spektroradiometers gemessen (Thiel et al.,

1996). Die Schnittpunkte bei 10 mW m? nm Bestrahlungsstirke
sind bei den verschiedenen Kantenfiltern unterschiedlich und als
»Cut-off“-Wellenlingen angegeben (Déhring et al., 1996).

5.2. Symptome bei verschiedenen UV-B Bestrahlungsstiirken

Symptome wurden bei beiden Kultivaren nur bei 287 nm und 277 nm beobachtet.
Diese #uBerten sich nach UV-Exposition (3x5 h, an drei aufeinanderfolgenden
Tagen) in glinzenden Blattoberflachen, aufgewolbten Interkostalfeldern und
eingerollten Blattrindern (s. Abb, 44). Der bei allen Bl4ttern zu beobachtende
ausgeprégte Blattglanz nach Behandlung mit 287 nm oder 277 nm ist besonders
gut im Vergleich zu den matten Blittern von Pflanzen, die bei 312 nm exponiert
wurden, zu erkennen (Abb. 44 a). Er ist vermutlich auf Veranderungen der
zelluldren Wasserverteilung und damit der Licht-Reflexions-Eigenschaften der
Blattoberflache zuriickzufiihren. Das Einrollen der Blattrinder verstarkte sich von
einer Wellung unmittelbar nach Behandlungsende bis hin zum vollstindigen
Einrollen bei Weiterkultivierung UV-behandelter Pflanzen (48 h spiter) (s. Abb,
44 b). Etwas iltere Blitter (ab Blatt 3) entwickelten auBerdem eine dunkle
netzartige Pigmentierung (s. Abb, 44 c).

Geerntet wurden von den nach der Behandlung sieben Wochen alten Tabak-
pllanzen die Blatter 2 und 3, die sich kurz vor der maximalen Expansion
befanden. Die Symptome traten bei dem Jiingeren Blatt 2 intensiver auf als bei
Blatt 3 (s. Tab. 8). Blattglanz und Aufwolbung der Interkostalfelder waren bei
277 nm 6fter zu beobachten als bei den bei 287 nm exponierten Pflanzen (s. Tab.
8). Die beiden Kultivare zeigten hinsichtlich der Symptome Blattglanz,
aufgew6lbte Blattrander und Interkostalfelder keine gravierenden Unterschiede.
Wihrend bei 277 nm auch der Prozentsatz der dunkel pigmentierten Blattflichen
bei beiden Kultivaren annihernd gleich war, wies Bel W3 bei 287 nm im
Vergleich zu Bel B mehr pigmentierte Stellen auf (Tab, 8).
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Abb. 44:  Symptome nach UV-Behandlung (3x5 h, an drei aufeinander-
folgenden Tagen) von Tabak (cv. Bel W3). (a), (b), () 287 nm;
(2) Aufsicht auf zwei Pflanzen, die mit 287 nm (oben) bzw. 312 nm
(unten) behandelt wurden, + Blattglanz, unmittelbar nach
Behandlungsende; (b) Blatt 4 (Mitte), 48 h nach Behandlungsende
(= Blatt 2 unmittelbar zu Behandlungsende) mit glinzender
Blattoberfliche, aufgewdlbten Interkostalfeldern und eingeroliten
Blattrindem,; (c) Blatt 3 (Mitte), unmittelbar nach Behandlungsende
mit dunkler netzartiger Pigmentierung
Tab. &: Blatt-Symptome nach UV-Behandlung (3x5 h, an drei avfeinander-
folgenden Tagen) von Tabak (cv. Bel W3 und cv. Bel B) in
Abhzngigkeit von der spektralen Bestrahlungsstirke. Es wurden
jeweils drei Pflanzen parallel exponiert. Die Symptome wurden
unmittelbar nach Behandlungsende bonitiert; Haufigkeit: Angabe in
% der Parallelpflanzen mit Symptom
Cut-off | Kultivar  Blatt-Glanz aufgerollte aufgewdlbte  Pigmentierung
Wellen- Blattrinder  Interkostalfelder
linge [% der Blatt-
flache;
[nm] [Haufigkeit]  [Haufigkeit] [Haufigkeit] Mittelwert]
Blatt2 Blatt3 Blatt2 Blatt3 Blatt2 Blart3 Blatt2 Blatt 3
277 | BelW3 100 33 100 0 100 0 43 20
BelB 100 100 100 0 100 0 48 15
287 | Bel W3 66 66 100 0 100 0 57 16
BelB 66 0 66 0 100 0 8 0
293 | Bel W3 0 0 0 0 0 0 0 0
Bel B 0 0 0 0 0 0 0 0
312 | Bel W3 0 0 0 0 0 0 0 0
Bel B 0 0 0 0 0 0 0 0
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5.3. Aktivitit der Enzyme B-1,3-Glucanase und Chitinase

Welche Effekte eine Behandlung von Tabakpflanzen (cv. Bel W3 und cv. Bel B)
mit UV-B (3xS b, an drei aufeinanderfolgenden Tagen) unter Einsatz
verschiedener Glasfiltertypen (s. Abb. 43) auf die Enzyme £-1,3-Glucanase und
Chitinase hat, wurde durch Messung der entsprechenden Enzymaktivititen
untersucht. Die Details der Aktivititsbestimmung der 8-1,3-Glucanase sind in
I1.8.2. und in [11.4.2. beschrieben.

UV-B Behandlung (3x5 h, an drei aufeinanderfolgenden Tagen) fiihrte zu einer
ausgeprépten, in etwa gleich starken Induktion der B-1,3-Glucanase bei cut-off
Wellenlédngen von 287 nm und 277 nm, aber zu keiner Reaktion bei 293 nm und
dartber (cv. Bel W3 und Bel B, s. Abb. 45). Die Induktion war bei Blatt 3
genauso wie bei Blatt 2 zu beobachten und war unabhdngig davon, daB das 3.
Blatt wesentlich weniger haufig Symptome zeipte (vgl. Tab. 8).

Die B-1,3-Glucanase Aktivitit war bei 287 nm bei den Blittern 2 und 3 von cv.
Bel W3 ca. 4.5fach erhsht im Vergleich zu 293 nm. Bei cv. Bel B lieB sich eine
10fache (Blatt 2) bzw. Sfache (Blatt 3) Induktion der B-1,3-Glucanase-Aktivitat
beobachten.

Die Aktivititsbestimmung des Enzyms Chitinase ist in 1l. 8.3. ausfithrlich
beschrieben. Als Substrat wurde eine Lésung von Carboxymethylchitin-Remazo}-
Brilliant-Violett verwendet. Die enzymatische Reaktion erfolgte wihrend einer
10miniitigen Inkubationsphase bei 37°C. Sie wurde durch Zusetzen von HCI
abgestoppt. Durch den enzymatischen Abbau entstanden wasserldsliche Chitin-
Oligomere, die photometrisch nach Wirth und Wolf (1990) und Vogelsang und
Barz (1993) detektiert wurden. Von jedem Extrakt wurden drei Parallelansitze
gemessen. Aus der optischen Dichte mit Enzym und ohne Enzym (Nullwert)
wurde die Differenz gebildet (AODss, nm). Die Chitinase-Aktivitit wurde nach
Vogelsang und Barz (1993) berechnet, wobei 1 Unit als AODssy 5y ml” min”
definiert wurde.

Die Chitinase-Aktivititswerte lieBen ebenfalls eine Induktionsschwelle erkennen,
die bei 287 nm lag (s. Abb. 46). Bei Behandlung mit UV-Strahlung der cut-off
Wellenldngen 287 nm und 277 nm war bei beiden Kultivaren eine deutliche
Aktivititserhshung zu beobachten, bei 293 nm und dariber erfolgte keine
Reaktion.
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3Ix5hUV

Filteranordnungen:

1: Sanalux + Plexiglas
{cut-off bei 277 nm)

2: Sanalux + Sanalux
(cut-off bel 287 nm)

3: Sanalux + Pyran
(cut-off bei 283 nm)

4: Sanalux + Fensterglas
{cul-off bai 312 nm)

B-1,3-Glucanase [nkal g 'FG]
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20 [- |58
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Abb. 45:  Enzymaktivitat der B-1,3-Glucanase nach UV-Behandlung
(3x5 b von Tabakpflanzen (cv. Bel W3 und Bel B).
Es wurden verschiedene Kantenfilter eingesetzt (1-4).
Dargestellt sind die Mittelwerte + s.e. von Blittern dreier
Parallelpflanzen (n=3). Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben
sind signifikant verschieden (P < 0.05; Duncan's Multiple
Range Test).
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3x5huv

Filteranordnungen;

1: Sanalux + Plexiglas
(cut-off bei 277 nm)

2: Senalux + Sanalux
(cut-off bei 287 nm)

3: Sanalux + Pyran
(cut-off bei 283 nm)

4: Sanalux + Fensterglas
(cut-off bei 312 nm}

Chitinase Aktivitat [U/g FG]

1 2 3 4 1 2 3 4
2.Blatt 3.Bleit

Abb. 46:  Enzymaktivitat der Chitinase nach UV-Behandlung
(3x5 h) von Tabakpflanzen (cv. Bel W3 und Bel B).
Es wurden verschiedene Kantenfilter eingesetzt (1-4)
Dargestellt sind die Mittelwerte + s.e. von Blittern dreier
Parallelpflanzen (n=3). Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben
sind signifikant verschieden (P < 0.05; Duncan's Multiple
Range Test).
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5.4. Proteinmuster und Sequenzierungsergebnisse von Gesamtblatt-
extrakten nach UV-B Behandlung verschiedener Bestrahlungsstiirke

Um einen EinfluB verschiedener spektraler Bestrahlungsstarken (s. 5.1.) auf das
Proteinmuster von Gesamtblattextrakten detektieren zu kénnen, wurde
pulverisiertes Blattmaterial phenolisch extrahiert und zweidimensional
(Isoelektrische Fokussierung in der 1. Dimension, SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese in der 2. Dimension) aufgetrennt (vgl. 3.2.2.). Von jeder Probe
wurden  vier  2D-Aufirennungen  parallel  durchgefihrt, um  fir
Sequenzierungszwecke ausreichende Proteinmengen zu erhalten. Der Bereich
zwischen pH 4-7 wurde analog zu den 2D-Aufirennungen von Proteinen
ozonbehandelter Pflanzen (s. 3.2.2.) gewihlt. Die Proteine auf den 2D-Gelen
wurden mit Coomassie-Blau angefirbt und quantitative Unterschiede
densitometrisch erfaBt. Als ,Molekulargewichtsmarker* diente die groBe
Untereinheit des Enzyms Rubisco (s. zB. Abb. 47 b). Die Ergebnisse sind in
Abb. 47 und Abb. 48 dargestellt. Die Proteinmuster von cv. Bel B bei 287 nm
und 312 nm waren duBerst dhnlich und wiesen im fiir Sequenzierungszwecke
bedeutsamen Coomassie-Firbebereich keine qualitativen Unterschiede auf (Abb.
47, S. 100). Bei cv. Bel W3 war ein Protein von 30 kDa (IEP ca. 6.0) bei der cut-
off Wellenldnge 287 nm im Vergleich zu 312 nm induziert (Anreicherung um den
Faktor 2, Abb. 48 a und b, S. 101). Der gleiche Proteinspot war auch bei
Behandlung mit UV-Strahlung der cut-off Wellenlinge 293 nm detektierbar (Abb.
48 ¢, S. 102} und wurde in Analogie zu den Os-related Proteinen als UV-related
bezeichnet (UVR-1). Das gleiche Protein war bei cv. Bel B unabhingig von der
Behandlung stets in gleicher Intensitat vorhanden. Der Proteinspot wies
hinsichtlich seiner Lage (IEP ca. 6, 30 kDa) innerhalb des 2D-Proteinmusters
groBe Ahnlichkeit zu dem Protein O;R-6 auf (s.3.2.2. und 3.2.3), das bei
unbehandelten cv. Bel B Pflanzen (im Gegensatz zu cv. Bel W3 Pflanzen) auftrat
und durch Ozon reprimiert wurde (vgl. Abb. 32).

Abb.47:  Zweidimensionale Aufirennung von Proteinen in Gesamtblatt-
extrakten mittelalter Blétter (cv. Bel B, 75 h nach Behandlungs-
beginn geerntet). Die Aufirennung der Proteine erfolgte auf einem
18 %igen SDS-Polyacrylamidgel. Die Proteine wurden mit
Coomassie-Blau angeférbt. pl, isoelektrischer Punkt. Die Tabak-
pflanzen waren mit UV-Strahlung unterschiedlicher cut-off Wellen-
langen behandelt worden (3x5 h, an drei aufeinanderfolgenden
Tagen); cut-off Wellenlange (a) 287 nm, (b) 312 nm

Abb. 48:  Zweidimensionale Auftrennung von Proteinen in Gesamtblatt-
extrakten mittelalter Blatter (cv. Bel W3, 75 h nach Behandlungs-
beginn geerntet). Ubrige Parameter s. Abb. 46; (a) cut-off Wellen-
linge 287 nm, (b) cut-off Wellenléinge 312 nm, (c) cut-off Wellen-
lange 293 nm
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2 Bel W3
293 nm

= pI 3 Abb 48
Die Ergebnisse der Mikrosequenzanalyse des UVR-1 Proteins sind in Abb. 49
dargestellt. Es wurden insgesamt vier Peptidaminos4uresequenzen (a-d) ermittelt.
Die identifizierten Peptidsequenzen des UVR-1 Proteins stimmen mit
Teilpeptidsequenzen (ca. 9 % der Gesamtsequenz) der Carboanhydrase [4.2.1.1.]
aus Nicotiana tabacum L. (Majeat und Coleman, 1992) wéllig uberein
{Homologievergleiche s. TV., Abb. 58).

a

132 139
UVR-1 ..N P AL Y G EL
b

204 211
UVR-I .Y E NI V V I G
C

241 246
UVR-1 ..1 G L P A K
d

312 319
UVR-] ..E F G L S P § L

Abb. 4%:  Aminosiuresequenzen der durch Trypsin-
Verdau erhaltenen Peptide (a-d) des UVR-1 Proteins
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5.5, Proteinmuster der IWF

Um Starklichteffekte und UV-B Wirkungen auf Proteine der IWF differenziert
betrachten zu konnen, wurden Tabakpflanzen (cv. Bel W3) einerseits im
Sonnensimulator unter  Starklichtbedingungen nach einer neuntigigen
Adaptationsphase mit bzw. ohne UV-B (3x6 h, an drei aufeinanderfolgenden
Tagen; cut-off Wellenlinge bei ca. 291 nm) behandelt. Ein anderer Teil der
Tabakpflanzen wurde in der Anzuchtskammer gehalten und dann gleichzeitig mit
den Sonnensimulatorpflanzen 75 h nach Behandlungsbeginn geemtet. Die
Aufirennung der mittels Unterdruck-Infiltration gewonnenen IWF erfolgte mittels
SDS-PAGE. Proteine, die UV- oder Starklicht-abh#ngige Verinderungen zeigten,
wurden als UVR (UV-related) bezeichnet. Die Numerierung wurde unter
Einbezichung des UV-related Proteins in Gesamtblattextrakten (s. 5.4., Abb. 48)
fortgefiihrt und in Analogie zu den Oj-related Proteinen in der IWF (s. 3.1.) nach
aufsteigendem Molekulargewicht geordnet. Abb. 50 zeigt, daB die Proteinbanden
in der IWF mittelalter Blatter im Bereich von ca. 33 kDa bis 42 kDa nach 3x6 h
UV-B Behandlung im Vergleich zur Kontrolle ohne UV-B deutlich reprimiert
waren, Ein Protein von ca. 42 kDa wurde durch UV-B abgeschwiicht (UVR-3).
Ein anderes Protein bei ca. 33 kDa wurde ebenfalls durch UV-B Behandlung
reprimiert (UVR-2). Es wurde jedoch auch bereits durch die
Starklichtbedingungen im Sonnensimulator im Vergleich zur Anzuchtskamuner
abgeschwicht. Eine Proteinbande bei ca. 26 kDa trat nur unter den
Starklichtbedingungen  des  Sonnensimulators auf und  fehlte  bei
Anzuchtskammerbedingungen. Ahnlich verhielt sich ein Protein bei ca. 20 kDa,
das bei Versuchspflanzen, die in der Anzuchtskammer kultiviert wurden, nur sehr
schwach ausgeprigt war, wihrend es im Starklicht des Sonnensimulators deutlich
hervortrat. Durch UV-B Behandlung wurde es nicht beeinfluBt. Dies war ein
Hinweis dafiir, daB Proteine bereits Reaktionen auf erhdhte Lichtverhidltnisse
(ohne UV-B Behandlung) zeigen kénnen.

[kDa]
66-

30-

17-
12-




[II. Ergebnisse

Abb. 50:  SDS-PAGE-Aufirennung von Proteinen der interzelluldren
Waschflilssigkeit von mittelalten Tabakblittern (cv. Bel W3,
75 h nach Behandlungsbeginn geemntet). Die Aufirennung
erfolgte auf einem 15 -18 %igen SDS-Polyacrylamid-Gradientengel.
Pro Spur wurden je 10 ug IWF-Protein aufgetragen. Die Proteine
wurden mit Coomassie-Blau angefarbt, + UV / - UV, Planzen aus
dem Sonnensimulator, die mit bzw. ohne UV-B (3x6 h, an drei
aufeinanderfolgenden Tagen) behandelt wurden, AK, Pflanzen aus
der Anzuchtskammer;, UV-related Proteine markiert

6. Freilandversuche (Fiirth/Odenwald)

[n Ergénzung der Kammerexperimente wurden Freilandversuche in Kooperation
mit der Universitt GieBen (L. Grinhage und H.J. Jager, Institut fiir Pflanzen-
okologie) durchgefiihrt. Dabei wurden Tabakpflanzen (cv. Bel W3) aus dem
gleichen Samenmaterial wie bei den Klimakammerversuchen (1.-5.) verwendet (s.
I.1.4.) und von Mai bis September 1994 fur Jjeweils 14 d auf dem Versuchsfeld
der Universitit GieBen in Firth/Odenwald unter Standard-Bedingungen fiir
Bioindikatorpflanzen exponiert (s. Abb. 51). Bei diesem Kooperationsversuch
war aus Platzgriinden nur eine Exposition von Pflanzen des Kultivars Bel W3
mépglich,

Abb. 51:  Exposition von Tabakpflanzen (cv. Bel W3)im
Freiland (Fiirth/Odenwald)
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Die Perioden iberlappten sich um jeweils eine Woche, so daB insgesamt 15
Perioden 4 14 d untersucht wurden (s. I.5., Abb. 6). Am Ende jeder
Expositionsperiode wurden die Blattschdden bonitiert, die Blétter in flilssigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70°C fir Analysezwecke gelagert. Fir die
biochemischen Analysen wurden nur mittelalte Blatter (4-6) verwendet. Es wurde
die Aktivitit des Enzyms B-1,3-Glucanase fiir aile Blitter bestimmt. Die Details
der Aktivititsbestimmung der B-1,3-Glucanase sind in I1.8.2. und in III4.2.
beschrieben. Die Konzentrationen von ACC (1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat)
und MACC (N-malonyl-ACC) wurden fiir alle Expositionsperioden gemessen.
Die Bestinmung erfolgte, wie bei Langebartels et al. (1991) beschrieben.
Blattmaterial wurde unter flilssigern N, homogenisiert und mit Ethanol extrahiert.
Das Pellet wurde nach Zentrifugation noch zweimal reextrahiert. Die Uberstinde
wurden vereinigt und aufkonzentriert. Der Rest wurde in H,O aufgenommen und
mit CHCl; extrahiert. Die wiBrige Phase wurde in vacuo aufkonzentriert (bis zur
Trockne) und in HyO aufgenommen. Der ACC-Gehalt wurde nach Lizada und
Yang (1979) bestimmt. Der MACC-Gehalt wurde nach einer sauren Hydrolyse
der Ethanolextrakte mit HC! bestimmt, indem der ACC Wert der nicht-
hydrolysierten Probe von dem ACC-Gehalt der hydrolysierten abgezogen wurde.
Alle Bestimmungen wurden in mindestens drei Parallelansitzen durchgefiihrt. Die
visuelle Einstufung der Blattschadigung erfolgte nach Langebartels et al. (1991)
und Schraudner et al. (1992) in % zur Gesamtblattfiiche, Die Pflanzen des
Kultivars Bel W3 erwiesen sich im Freiland als sehr empfindlich gegenitber Ozon
und zeigten wihrend bestimmter Perioden Blattschdden von bis zu 60 % (der
Gesamtblattfliche) (s. Abb. 52). Enzymaktivititen der B-1,3-Glucanase wurden
erstmals in mittelalten Blattern von Freilandpflanzen nachgewiesen. Sie waren (in
Abhéngigkeit von der Expositionsperiode und vom Blattalter) im Freiland
deutlich induziert. Die Aktivititswerte waren im Vergleich =zu
Klimakammerexperimenten bis zu dreifach erhsht (vgl. II1.3.2.). Sie zeigten einen
ghnlichen Verlauf wie die Blattschiden (s. Abb. 52). Die ACC- und MACC-
Werte waren gegeniber Kammerversuchen ebenfalls erhtht. Die ACC-Gehalte
verhielten sich nur in einer hochsommerlichen Peak-Episode Ende Juli/Anfang
August wie die MACC-, B-1,3-Glucanase- und Blaitschidigungs-Werte,
ansonsten wiesen sie jedoch deutliche Unterschiede in Induktionsmaxima/-
minima auf (s. Abb. 52). In Abb, 52 sind die biochemischen MeBergebnisse
zusammenfassend fiir die gesamte Freilandexpositionsphase 1994 (17.5.-6.9.94,
Fiirth/Odenwald) dargestellt, Es wurde jeweils das Datum in der Mitte der
betreffenden 14tigigen Expositionsperiode angegeben. Uber den gesamten
Zeitraum von Mai bis September 1994 betrachtet waren Unterschiede der
analysierten Parameter in Abh#ingigkeit von der Expositionsperiode zu
beobachten (Abb. 52). Die Peak-Phasen traten nahezu simultan auf (s. zB. 6., 3.,
13. Expositionsperiode). Auch die Zeitpunkte der minimalen Werte stimmten oft
iiberein (s. z.B. 4., 8., 11. Expositionsperiode).
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Abb. 52:  Biochemische MeBergebnisse (ACC-, MACC-Konzentrationen,
B-1,3-Glucanase Aktivititen, bonitierte Blattschdden) wihrend der
Freilandexpositionsphase 1994 (Firth/Odenwald). Von jeder Probe
wurden drei Parallelmessungen vorgenommen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + s.e. der mittelalten Blittern 4, 5 und 6 von jeweils
drei Parallelpflanzen pro Periode, Zwei hochsommerliche Peak-
Phasen sind gelb hinterlegt.

Die an der Freilandstation Firth wéhrend der gesamten Expositionsphase
gemessenen Ozonkonzentrationen wurden von Prof H. J. Jager und Dr. L.
Griinhage (Institut fir Pflanzentkologie, Universitit GieBen) zur Verfiigung
gestellt. In Abb. 53 ist der Verlauf der Ozonwerte (24 h, 12 h, 8 hund 7 h -
Mittelwerte und -Dosiswerte fir jede 14tigige Expositionsperiode) von Mai bis
September 1994 analog zur Abb. 52 dargestellt, so daB sich biochemische
MeBergebnisse und Ozonkonzentrationen unmittelbar vergleichen lassen. Bei den
Ozonmittelwerten (Abb. 53 a, S. 114) und den Ozondosis-Werten (Abb, 53 b S.
115) waren in den Sommermonaten zwei deutliche Ozon-Peak-Phasen (Juli,
August) zu erkennen. Ein Vergleich des Verlaufs der gemessenen ambienten
Ozonkonzentrationen mit dem Verhalten der biochemischen MeBparameter
ergab, daB diese beiden Peak-Phasen auch im Verlauf der biochemischen Daten
auftraten (Abb. 52, gelber Bereich). Deutliche Unterschiede traten aber z.B. bei
den Expositionszeitrdumen von ca. Mifte August bis Anfang September auf, bei
denen biochemisch gesehen ein (bzw. zwei) Peak(s) zu erkennen ist (sind),
wihrend die Ozondaten sich im Minimum befanden. Umgekehrt waren in der
Woche mit der héchsten Ozonbelastung (Anfang August) die biochemischen
Parameter im Minimum, Dabei ist zu bericksichtigen, daB hohe
Ozonkonzentrationen meist zusammen mit hohen Lufttemperaturen und niedrigen
Luftfeuchtigkeitswerten aufiraten (s. Tab. 9 und IV, 8. 116).

Abb. 53 Ambiente Ozonkonzentrationen wahrend der gesamten Freiland-
expositionsphase 1994. Die Ozonwerte wurden an der hessischen
Freilandstation in Fiirth/Odenwald im Abstand von jeweils 30 min
gemessen. Graphisch dargestellt sind (a) die Ozon-Mittelwerte,

(b) die Ozon-Summen/Dosis-Werte fiir die einzelnen Expositions-
pericden (jeweils 14 Tage); Die 12 h- bzw. 24 h-Werte beziehen
sich auf Messungen zwischen 8.00 und 20.00 Uhr bzw. 8.00 des
einen Tages bis 8.00 des nichsten Tages; Die 7 h- bzw. 8 h-Werte
umfassen die Ozonmessungen zwischen 9.00 und 16.00 bzw. 17.00
Uhr.
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Tab. &= - Temperatur und Luftfeuchtigkeit wahrend der Freilandexpositions-
phase 1994 in Fiirth/Odenwald (MeBwerte vom Institut fiir
Pflanzentkologie, Universitat GieBen). rF, relative Luftfeuchtigkeit;
mT, mittlere Temperatur; 24, 12, 7:24 h, 12 hund 7 h Mittelwerte;
die 12 h- bzw. 24 h-Messungen begannen jeweils um 8.00 Uhr;
die 7 h- Werte umfassen die Messungen von 9.00 bis 16.00 Uhr;

—, Messungen konnten aus technischen Griinden nicht erfolgen

Exposition{ rF 24 rF 12 rF 7 mT 24 mT 12 mT 7
| 78,44 73,24 71,38 12,24 13,56 13,89
2 (1.6.) - - - - - -

3 71,47 62,36 60,28 12,79 14,74 15,06
4 71,47 62,19 62,20 14,18 16,41 16,50
5 64,66 56,71 56,39 18,28 20,75 20,90
6 (1.7) = - - - - -

7 67,06 59,34 59,20 20,39 2277 23,14
8 = — = = — =

9 - - = - - -

10 (1.8) 61,28 56,99 56,38 22,46 24,51 25,13
11 62,14 56,27 55,90 23,13 25,50 26,00
12 69,06 61,74 61,50 19,22 21,24 21,58
13 70,84 63,99 62,61 15,99 17,80 18,20
14 (1.9) 72,33 66,22 63,98 16,17 17,76 18,27
15 73577 68,25 66,50 15,64 17,08 17,60

Insgesamt gesehen wurden durch diesen Versuch erste Anhaltspunkte gewonnen,
daB Ozon auch im Freiland als abiotischer Induktor von biochemischen
Antworten bei Tabak gewertet werden kann.
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IV. Diskussion

In den letzten Jahren hat der Einsatz von Pflanzen, die unterschiedlich ozontolerant
sind, zu groBen Fortschritten in unserem Verstindnis von pflanzlichen Antworten
gegenilber oxidativem Stref gefilhrt. Es konnte beobachtet werden, daB einige
Antworten auf Ozon den Reaktionen von Pflanzen auf Pathogenbefall ihneln
(Sandermann et al., 1994). Auf Genebene wurde gezeigt, daB in Ozon-behandelten
Pflanzen eine Induktion von antioxidativen Enzymen (Willekens et al., 1994),
Enzymen der Ethylen-Biosynthese (Schlagnhaufer et al., 1995), PR-Proteinen (Ernst
et al., 1992; Schraudner et al., 1992, 1994) und anderen StreB-bezogenen Proteinen
(Eckey-Kaltenbach et al., 1994) erfolgt. Ozon kann also #hnliche Antworten wie
Pathogenbefall auslésen. Als Modellsystem fiir Ozon-Effekte wurden in der
vorliegenden Arbeit die Ozon-Biomonitor-Pflanzen Nicotiana tabacum L. cv. Bel
W3 und Bel B (Heggestad, 1991) verwendet, die von Schraudner et al. (1996)
detailliert biochemisch charakterisiert wurden. An thnen wurden die Reaktionen von
StreBproteinen und insbesondere von PR-Proteinen auf Ozon und UV-B einzeln
bzw. in Kombination untersucht.

Proteine der interzelluliiren Waschfliissigkeit

Es wurde das Proteinmuster der interzelluliren Waschflissigkeit in Blittern von
Ozon-behandelten  Tabakpflanzen im  Vergleich zu  entsprechenden
Reinluftkontrollen analysiert. Die Proteine im Apoplasten der Reinluftkontrollen
waren bei beiden Kultivaren sehr dhnlich. Ein Protein bei ca. 21 kDa war Kultivar-
spezifisch und trat nur bei cv. Bel B auf. Es wurde durch Ozon nicht beeinfluft.

Nach Kerner (1990) ist dieses Protein auch bei den Tabaksorten N. tabacum L. cv.
Samsun und Samsun NN, nicht jedoch bei cv. Xanthi vorzufinden. Homologie-
Vergleiche der mittels Mikrosequenzanalyse (Bauw et al., 1989) identifizierten
Peptidsequenzen wurden mit Hilfe des Blast P Computerprogramms (Altschul et al.,
1990) durchgefithrt, Wahrscheinlich handelt es sich um ein noch nicht beschriebenes
Protein, Zwei der Peptide wiesen aber doch Homologien zu interessanten Proteinen
auf. Das in Abb. 54 dargestellte Peptid ¢l zeigt eine 64 %ige Homologie zu einem
Teilpeptid des Initiationsfaktors EIF-52 der Proteinbiosynthese aus Nicotiana
plumbaginifolia L. (Chamot und Kuhlemeter, 1992). Die NH;-terminale Sequenz
(Abb. 54 ¢) stimmte zu 43 % damit iiberein. Wenn auch die genaue Funktion dieses
Initiationsfaktors nicht bekannt ist, so fordert er vermutlich die Bildung der ersten
Peptidbindung in der Proteinbiosynthese (Chamot und Kuhlemeter, 1992). Aufgrund
der intrazelluliren Lokalisation des Initiationsfaktors und seines Molekulargewichtes
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von 17.4 kDa (Chamot und Kuhlemeter, 1992) entspricht das extrazellulire Be] B
spezifische 21 kDa-Protein jedoch wahrscheinlich nicht diesem Protein. Das Peptid

¢ 1 (Abb, 54) wies auBerdem eine 71 %ige Ahnlichkeit zu einem Teilpeptid einer
Ubiquitin-Protein-Ligase [EC 6.3.2.19] aus Triticum aestivum L. (Van Nocker und
Vierstra, 1991) auf. Die NH;-terminalen Sequenzen des 21 kDa-Proteins und der
Ubiquitin-Protein-Ligase (UBC, ubiquitin-conjugating enzyme) stimmten zu 39 %
iberein (s. Abb. 54 e). Die homologen Teilpeptide umfaBten ca. 16 % der
Gesamtsequenz der Ubiquitin-Protein-Ligase (s. Tab. 9). Das Molekulargewicht der
Ubiquitin-Protein-Ligase von 20 kDa und ihre Funktion sind in Bezug auf das Bel B
spezifische Protein sehr interessant. Die Ubiquitin-Protein-Ligase katalysiert die
kovalente Bindung von Ubiquitin an andere Proteine (Jentsch, 1992). Ubiquitin (ca.
8 kDa) gehbrt zu den Hitzeschockproteinen und ist z.B. an dem ATP-abhingigen
Proteinabbau durch Bildung von multiubiquitinierten Proteinen, die von Proteasen
abgebaut werden kdnnen, beteiligt (Jentsch, 1992). Man vermutet, daB Ubiquitin
auch Funktionen bei der StreBantwort von Pflanzen z.B. gegeniiber Pathogenen, wie
dem Tabakmosaikvirus (Becker et al., 1993) besitzt. Der abiotische Streffaktor
Ozon bewirkte bei Pinus sylvestris L. ebenfalls eine Akkumulation der mRNA
verschiedener Ubiquitine (Wegener-Strake, 1995).

¢l

Bel B spez,
IF 52-Nicotiana .. &
UBC-Triticum

=

122 136

BelBspez. .. A Wi 44D V.G D SLV B.D G P
IF 52-Nicotiana .. .. . N

@ 5@.@:&&;@?’-‘%!‘ T . L
UBC-Triticum .. .. (NNEYS 1T 1 BLM ES PUN D

Abb. 54:  Homologie-Vergleich des durch Trypsin-Verdau erhaltenen Peptides c1
und der NH;-terminalen Sequenz (e) des Bel B spezifischen Proteins
{Bel B spez.) mit dem Initiationsfaktor 52 aus Nicotiana plumbagini-
Jolia L. (IF 52 - Nicotiana; Chamot und Kuhlemeter, 1992) und dem
Ubiquitin-konjugierenden Enzym aus Triticum aestivum L. (UBC-
Triticum; Van Nocker und Vierstra, 1991). Die Aminosiurepositionen
beziehen sich auf die UBC-Gesamtsequenz. Schwarz sind in allen
Vergleichssequenzen iibereinstimmende Aminosauren, grau sind in
bestimmten Vergleichssequenzen homologe Aminosiuren dargestellt.
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Um die Aussagekraft von Sequenzhomologien abschétzen zu kénnen, werden im
allgemeinen Zusatzinformationen diber das betreffende Protein bendtigt, z.B. in
Bezug auf Molekulargewicht, isoelekirischen Punkt, Reak on mit Antikérpern,
Enzymaktivitit etc. (Allen, 1989). Zu diesem Zweck sind hier und bei allen
folgenden Proteinen diese zusatzlichen Kriterien tabellarisch (s. Tab. 10} aufgefilhrt.
Im Falle des 21 kDa-Proteins konnten keine weiteren Informationen mehr gewonnen
werden, da die Sequenzdaten durch technische Defekte am Proteinsequenzierer erst
unmittelbar vor Abgabe der Doktorarbeit eintrafen.

Tab, 10:  Charakteristische Eigenschaften des Bel B spezifischen Proteins;
MG, Molckulargewicht; IEP, isoclekirischer Punkt ; n.b., nicht
bestimmt;, UBC, Ubiquitin-konjugierendes Enzym aus Yriticum
aestivum L. (s. Abb, 53)

Kultivar MG Nachweis Anteil [%] der | .StreB-bedingte
[kDa]; sequenzierten Regulation
TEP Teilpeptide an der
Gesamtsequenz
der UBC
Bel B 21; nb. 16 Os-unabhingig
n.b. Bel B spezifisch

Ozon-abhiingige Veriinderungen von Proteinen der IWF

In Tab. 11 sind die detektierten Unterschiede im Apoplasten-Proteinmuster nach
einmal finfstindiger bzw. zweimal finfstindiger Ozonbehandlung im Vergleich zu
den Kontrollen zusammenfassend dargestellt. Die Proteine wurden als O;-related
(O3R) bezeichnet und nach steigendem Molekulargewicht geordnet.
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Tab. 11:  Apoplastiddre O;-related Proteine in Tabak (cv. Bel W3, Bel B).
Es wurden jeweils interzellulire Waschfliissigkeiten aus mittelalten
Blattern mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mit
Coomassie-Blan bzw. Silbernitrat angefirbt (s. I11. 3.1.).
MG, Molekulargewicht; Oz, Ozonbehandlung, K, Kontrolle:
(a) 150 nl/1 O3, 1x5 h; Oz;},, unmittelbar im Anschlu an die
Ozonbehandlung geemntet; Ozqy , 24 h nach Behandlungsbeginn
peerntet; Ksy , Ka41, entsprechende Kontrollen; (b) 160 nl1 05, 2x5 h
(an zwei aufeinanderfolgenden Tagen); Oz, 32 h nach Behandlungs-
beginn geemntet; Ky, 1, , entsprechende Kontrolle. Intensitét der Protein-
banden: +++ , stark hervortretend; ++ , deutlich erkennbar; + ,
schwach/kaum sichtbar, ~ , nicht vorhanden

MG [kD&], Abkummg OZSh OZz.u. Ks h Kz.q h Kultivar

4 (OsR-]) + + 3 - Bel B

25 (OaR-2) - + ++ +(+) Bel w3

26 (0:R-3) - + g +(+) Bel W3

28 (OsR-4} + +H+ - - Bel W3

35 (O3R-5) ++ ++ - + Bel B, Bel W3
MG [kDa}; Abkirzung Oz Ksan Kultivar

25 (O:R-2) + + Bel B

26 (O;R-3) + ++ Bel B

28 (OR-4) + - Bel W3

Zwei Proteine von 25 kDa (O:R-2) und 26 kDa (OsR-3) wurden durch
Ozonbehandlung (160 nlfl, 2x5 h) bei beiden Kultivaren reprimiert. Mit Hilfe der
Mikrosequenzierung (Bauw et al., 1989) wurden fiir beide Proteine aus dem cv. Bel
B die Sequenzen von zwei Peptiden (a und b, s. Abb. 55) amalysiert. Die
Teilpeptidsequenzen der beiden Proteine OsR-2 (25 kDa) und OsR-3 (26 kDa)
stimmten zu 88 % bzw. 100 % fiir Peptid 2 bzw. b iiberein (s. Abb. 55). Demnach
handelte es sich wahrscheinlich um Isoformen des gleichen Enzyms. Fir O;R-2 (25
kDa) ergab sich eine 56 %ige Ubereinstimmung des Peptides a bzw. eine 73 %ige
des Peptides b mit Peptiden eines Germin-dhnlichen Proteins (GLP) von Sinapis
alba L. (s. Abb. 55). Die homologen Teilpeptide umfaBten ca. 15 % der
Gesamtsequenz des GLP von Sinapis alba L. (s. Tab. 12). Fir O4R-3 (26 kDa) war
eine 56 %ige Homologie des Peptides a bzw. eine 63 %ige Ubereinstimmung des
Peptides b mit dem Germin-ghnlichen Protein von Sinapis alba testzustellen (s. Abb,
55). Im Vergleich zu Peptiden des Germin-dhnlichen Proteins von Pharbitis nil L.
ergab sich filr OsR-2 (25 kDa) eine 63 %ige Homologie des Peptides a bzw. eine 60
%ige Ubereinstimmung des Peptides b. Fiir O3R-3 (26 kDa) zeigte sich eine 56 %ige
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Homologie der Peptide a und b mit Peptiden des Germin-dhnlichen Proteins von
Pharbitis nil L. (Abb, 55).

OsR-2
OsR-3
GLP-Sinapis .
GLP-Pharbitis . .

0;R-2
O:R-3
GLP-Sinapis £
GLP-FPharbitis .. B

Abb. 55:  Vergleich der durch Trypsin-Verdau erhaltenen Peptide der Ozone-
Related Proteine 2 (O3R-2, 25 kDa) und 3 (OsR-3, 26 kDa) aus Tabak
(Nicotiana tabacum L.) mit Germin-#hnlichen Proteinen (GLP).

Es wurden zwei Peptide (2 und b) sequenziert. Datenquellen:
GLP-Sinapis, Sinapis alba L. GLP 1 Gen fiir das Germin-#hnliche
Protein 1 (Heintzen et al., 1994); GLP-Pharbitis, Pharbitis nif L.
¢DNA (Ono et al., 1995, unverdffentlicht, EMBL/Genbank/DDBJ
databases). Die Aminos3urepositionen beziehen sich auf die
Gesamtsequenz von GLP-Sinapis. Schwarz sind in allen Vergleichs-
sequenzen {ibereinstimmende Aminosduren, grau sind in bestimmten
Vergleichssequenzen homologe Aminosiuren dargestellt.

In der Tab. 12 sind analytisch gewonnene Informationen tber Eigenschaften des
Proteins mit den Isoformen O;R-2 (25 kDa) und O;R-3 (26 kDa) zusammenfassend
dargestellt,
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Tab. 12:  Charakteristische Eigenschaften der Isoformen OiR-2 (25 kDa) und
O3R-3 (26 kDa); MG, Molekulargewicht; IEP, isoelektrischer Punkt;
n.b., nicht bestimmt; GLP, Germin-4hnliches Protein vonSinapis
alba L. (s. Abb. 55)

| Kultivar MG Nachweis Anteil [%] der | StreB-bedingte
[kDa}; sequenzierten Regulation
IEP Teilpeptide an der
Gesamtsequenz
der GLP
Bel B, 25,26; | Enzymaktivitit 15 Oj-abhangige
Bel W3 nb, Hemmung

Das Germin-shnliche Protein liegt in Jungen Blittern von Sinapis afba L. Zellwand-
assoziiert vor (Heintzen et al., 1994) und zeigt Homologie zu Germin. Germin wurde
bei Weizen als Protease-resistentes, oligomeres, extrazellulires Glykoprotein
beschrieben, das zu Beginn der Keimung von Weizenembryonen (Hydrierungsphase)
akkumuliert (Lane et al., 1992), Dumas et al. (1993) und Lane et al. (1993, 1694)
zeigten, daB Germin Oxalatoxidase-Aktivitit besitzt, Das Enzym Oxalatoxidase (EC
1.2.3.4.} (Sugiura et al., 1979; Pietta et al.,, 1982) katalysiert die Umsetzung von
Oxalsiure und Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid und Kohlenstoffdioxid:

HO,C-:COH + O; © H,0, + 2C0,

Sowohl die Molekulargewichte als auch die Sequenzen der Peptide wiesen auf
Isoformen von Oxalatoxidase-Untereinheiten (25 und 26 kDa) hin. Es wurde daher
ein Test zur Detektion der Aktivitat der Oxalatoxidase durchgefithrt. Dabei wurde
die H,O;-Entwicklung mit Hilfe einer Peroxidase-abhangigen Firbemethode nach
Lane et al. (1993) detektiert. Der Aktivitats-Nachweis ist detailliert bei I1.8.1.
beschrieben. Er erfolgte auf dem Nitrozellulose-Blot durch Kombinieren einer
»oubstrat“-Lésung, die Oxalat und Succinat enthielt, und einer , Entwickler -
Losung, die im wesentlichen aus Dimethylanilin (DMA) als Farbstoff und dem
Enzym Meerrettich-Peroxidase (-POD) (EC 1.11.1.7) bestand. Innerhalb von ca. 5
min wurde bei vorhandener Oxalatoxidase-Aktivitit eine violette Bande auf der
Membran sichtbar.

Um zu dberpriifen, ob bereits ohne Oxalat eine Reaktion z.B. durch die zur
Farbdetektion der Oxalatoxidase-Aktivitit verwendete POD aufirat, wurde zunichst
die ,Entwickler*-Lasung allein zugegeben und erst nach einigen Minuten auch die
»Substrat“-Losung (mit Oxalat) hinzugefilgt. Da erst nach Zugabe von Oxalat eine
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Bande im Molekulargewichtsbereich zwischen 86 und 112 kDa detektierbar war,
withrend POD-Banden im Bereich von ca. 48 kDa (Domon et al., 1995) stets fehlten,
ist davon auszugehen, daB dieser Test spezifisch dic Oxalatoxidase-Aktivitit
detektiert. Oxalatoxidase wurde damit zum ersten Mal in Tabak nachgewiesen.
Oxalat kann in allen Zellkompartimenten sowie im Apoplasten aufireten.
Oxalatoxidase vermag auch das schlecht ldsliche Calciumoxalat, dessen
Léslichkeitsprodukt 2.57 x 10° mol/l bei 25°C betragt (Weast, 1972), umzusetzen
(Chiriboga, 1966). Calciumoxalatkristalle kommen in ber 240 Familien von
Blitenpflanzen extrazellulir und vakuolir vor (Webb et al., 1995). Die Autoren
vermuten, daB die Calciumoxalatbildung einen Repulationsmechanismus fiir
cytosolisches Calcium darstellt, wodurch iberschiissiges Calcium der aktiven
Metabolisierung entzogen wird. Denn obwohl freies Calcium essentiell fiir
biologische Wachstums- und Entwicklungsvorgdnge ist, wirkt es in hohen
Konzentrationen zelltoxisch (Webb et al., 1995). Insbesondere in Fichten (Picea
abies L.) wurden groBe Calciumoxalat-Kristalle beobachtet (Fink, 1991). Durch
Ozonbehandlung von Fichten wurde die Bildung von Calciumoxalatkristallen
verstirkt und ihre Lokalisation verandert (Fink, 1991). DaB oxidative Signale bei
Tabak (Nicotiana plumbaginifolia L.) zu einer Erhohung des cytosolischen
Calciums fihren, wurde z.B. von Price et al. (1994) gezeigt, Ein Anstieg der
Calciumkonzentration kénnte im Symplasten metabolische Verdnderungen
hervornufen. Die Auslésung der Induktion einiger PR-Proteine ist Calcium-abhéngig
(Raz und Fluhr, 1992).

Die Akkumulation einer Germin-shnlichen Oxalatoxidase wurde von Zhang et al.
(1995) auf Pathogen-Befall (Erysiphe graminis f.sp. hordei) bei Hordeum vulgare
L. beschrieben. Dabei sehen die Autoren einen Zusammenhang der Oxalatoxidase-
bedingten H;O;-Produktion mit Polymerisierungsprozessen (z.B. Lignifizierung).
Wu et al. (1995) stellen eine direkte Verkniipfung zwischen HyOz-Produktion und
Krankheitsresistenz von Pflanzen her. Dabei wurden transgene Kartoffelpflanzen
eingesetzt, die ein pilzliches Gen filr Glucoseoxidase enthielten, welche Glucose
unter H;Op-Produktion oxidiert. Die Kartoffelknollen zeigten eine deutliche
Resistenz gegeniiber Erwinia carotovora subsp. carotovora und gegeniiber
Phytophthora infestans. Als Vermittler der Resistenz wurde das produzierte H;0;
erkannt, da die Resistenz durch Zugabe von H;O, abbauender Katalase aufgehoben
werden konnte (Wu et al., 1995). Im Gegensatz zu der nur bei Pilzen und Bakterien
vorkommenden Glucoseoxidase (Frederick et al., 1990) ist die Oxalatoxidase ein
pflanzliches Enzym und kénnte bei zukilnftigen Versuchen mit transgenen Pflanzen
erfolgreich eingesetzt werden.

Ozonbehandlung bewirkte bei Nicotiana tabacum L. eine Hemmung der im
Apoplasten lokalisierten Oxalatoxidase auf Protein- und Enzymebene. Damit ist die
Oxalatoxidase bei Nicotiana tabacum L. neben der Diaminoxidase bei Phaseolus
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vulgaris L. (Peters et al.,, 1989) und bei Pisum sativum L. (Reupold, 1991) das
zweite apoplastische Enzym fiir H;02-Produktion, das durch Ozon gehemmt wird.
Beide H;0;-produzierenden Enzyme aus Solanaceae (Oxalatoxidase) sowie
Fabaceae (Diaminoxidase) sind in der Abb. 56 zusammenfassend dargestellt.

T

H
- 7 B )
SR Ascor bic +Oxalatle
Pyroline ~ 9cid ]_DHA_J \
« o l | 2C02 MEMBRANE
DHA
Cinn- Pul
PCT
Ascorbic Oxalale
Pulrescine acid CYTOPLASM

Abb. 56:  Modellvorstellung zu Reaktionen und Lokalisation von Oxalatoxidase
und Diaminoxidase. DAO, Diaminoxidase; Cinn-Put, Cinnamoyl-
Putrescin; PCT, Putrescin-Cinnamoyltransferase; (Cinn-)GABA,
(Cinnamoyl-) y-Aminobuttersaure; DHA, Dehydroascorbat; OxOx,
Oxalatoxidase

Eine Ozon-bedingte Oxalatoxidase-Hemmung fitht vermutlich zu einer
Akkumulation von Oxalat im Apoplasten (s. Abb. 56). Oxalat kann durch Abbau
von Ascorbat (Saito, 1996) oder Dehydroascorbat (DHA) (McKersie und Leshem,
1994) entstehen. Durch Ozon-Behandlung wurde ein Anstieg der Ascorbatmenge
im Apoplasten von Castillo und Greppin (1988) und von Luwe et al. (1993) gezeigt.
Ascorbat besitzt antioxidative Eigenschaften (Nakano und Asada, 1981; Gillham
und Dodge, 1986). Es wird aus dem Cytoplasma in den Apoplasten transferiert
(Castillo et al., 1987; Eckey, 1992; Luwe et al., 1993). Nach Luwe und Heber
(1995) wird Ascorbat im Apoplasten oxidiert, wodurch Dehydroascorbat (DHA)
entsteht. DHA kann dann vermutlich in das Cytosol transportiert und dort wieder
reduziert werden (Luwe und Heber, 1995). DHA kénnte aber auch im Apoplasten
abgebaut werden, wobei Oxalat (und Tartrat) entsteht (Abb. 56).
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Im Apoplasten treten femer freie und konjugierte Polyamine (wie z.B. Putrescin und
Caffeoyl-Putrescin) auf (s. Abb. 56). Diaminoxidase (DAO) baut Putrescin und
méglicherweise auch Putrescin-Konjugate um zu HO, und N-haltigen Verbindungen
(Pyrollin, y-Aminobuttersiure). Eine Diaminoxidase-Hemmung durch Ozon, wie von
Peters et al. (1989) und von Reupold (1991) beschrieben, fithrt zu einer Hemmung
des Putrescin-Abbaus und sollte eine Erhshung von Putrescin im Apoplasten zur
Folge haben (Abb. 56). Eine sehr deutliche Akkumulation erfolgt, weil die
Biosynthese (durch Arginindecarboxylase-Aktivitatserhdhung, Langebartels et al.,
1991) gesteigert und der Abbau (durch DAQ) gehemmt ist. Ozonbedingt konnte ein
Anstieg  der  Konzentration von  Polyamin-Konjugaten, wie zB.
Monokaffeoylputrescin im Apoplasten beobachtet werden {Langebartels et al.,
1991). Diese werden aus dem Cytoplasma durch das Plasmalemma in den
Apoplasten  transferiert (Abb. 56). DaB Polyamin-Konjugate effektive
Sauerstoffradikalfdinger sind, wurde von Bors et al. (1989) gezeigt.
Polyaminkonjugate im Apoplasten iiben vermutlich eine Schutzfunktion gegeniiber
extrazelluldren Sauerstoffradikalen aus (Langebartels et al., 1991). Nach Slocum und
Furey (1991) konnte die Diaminoxidase H;O; fir die durch Peroxidasen
katalysierten Quervemetzungsreaktionen in der Zellwand (Lignifizierung) liefern.
Eine dbnliche Funktion konnte auch das durch die Oxalatoxidase produzierte
extrazelluliire H,O, ausiiben.

Lane et al. (1993) vermuteten, daB die durch Oxalatoxidase freigesetzten Ca?*- und
H,0,-Molekille Signalfunktion besitzen (,second messengers™). Assoziiert mit
lokalisiertem Zelltod wihrend der hypersensitiven Antwort (HR) wurde die
Produktion wvon Wasserstoffperoxid (H,O,) und anderen aktivierten
Sauerstoffspezies (AOS) wie z.B. Superoxidanionen (O;”) und Hydroxylradikalen
(OH) beobachtet (Keen, 1992; Mehdy, 1994), was als oxidativer , Burst* bezeichnet
wurde (Lamb et al., 1989). Das im Rahmen des oxidativen Bursts produzierte H,0,
kann z.B. 2u einer Verstarkung der Zellwand durch oxidatives ,,Cross-linking® von
(Hydroxy-)Prolinreichen Strukturproteinen fibren (Bradley et al., 1992). Die
Autoren sehen darin einen Schutzmechanismus der Pflanze zB. gegenilber
Pathogenen und anderen StreBfaktoren der Umwelt. Leicht erhdhte H,O,-
Konzentrationen koénnen jedoch auch Signalfunktion fir die Aktivierung
systemischer Resistenzantworten besitzen (Apostol, 1989).

Femer gibt es bestimmte pilzliche Pathogene, die Oxalat ausscheiden (Lane et al,,
1993). Phanerochaete chrysosporium synthetisiert unter Bedingungen, die das
Lignin-abbauende System induzieren, extrazelluldres Oxalat (Kuan und Tien, 1993).
Dieses extrazelluldre Oxalat wurde mittels HPLC identifiziert und quantifiziert (ca.
60 puM Oxalat) und war durch Oxalatoxidase abbaubar. Es konnte von der
pflanzlichen apoplastischen Oxalatoxidase genutzt werden, um H,QO, méglicherweise
zur direkten Pathogenabwehr zu produzieren. Insgesamt gesehen wire es sehr
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hlteressa.t_lt, transgene Pflanzen (zB. Tabak) herzustellen, die das Enzym
Oxalatoxidase berexprimieren, und diese hinsichtlich ihrer lokalen und

systemischen Reaktionen auf Pathogenbefall und auf Ozon-Behandlung zu
iiberpriifen.

Im Apoplasten von ozonbehandelten Tabakpflanzen des Kultivars Bel W3 war eine
Hauptproteinbande bei 28 kDa (O;R-4) erstmals 24 h nach Behandlungsbeginn
induziert. Den Mikrosequenzierungsergebnissen zufolge kdnnte es sich um eine
saure Chitinase (PR-3b (II), Nomenklatur nach van Loon et al., 1994) handeln.
Dabei wurden die Aminosiuresequenzen von zwei Peptiden (a und b, s. Abb. 57)
analysiert. Homologie-Vergleiche ergaben eine 100 %ige Ubereinstimmung beider
Sequenzen des 28 kDa-Proteins (OsR-4) zu durch Trypsin-Verdau freisetzbaren
Peptiden einer sauren Chitinase aus Tabak (PR-3b (II), Payne et al., 1990) (s. Abb.
57). Die homologen Teilpeptide umfaBiten ca. 11 % der Gesamtsequenz saurer
Tabak-Chitinasen (s. Tab. 13). Die Sequenzhomologie zu Peptiden der sauren
Chitinase PR-3a (II) betrug 85 %, wihrend die basischen Chitinasen PR-3¢, 3d und
3e (Klasse I, Meins et al., 1992) Ubereinstimmungen von 74 bis 81 % zeigten (Abb.
57).

a

O.R-4
PR-3b (II)
PR-3a (I)
PR-3c ()
PR-3d (I}
PR-3¢ (1)

b

186 185

O,R4
PR-3b (IT)
PR-3a (I}
PR-3¢ (I}
PR-3d (D)
PR-3e ()

Abb. 57; Vergleich der Aminosiurensequenzen von zwei durch Trypsin-Verdau erzeugten
Pepliden des 28 kDa Proteins (OsR~4) mit Tabak-Chitinasen. Es wurden jeweils zwei Pepride (a
und b) sequenziert. Die Aminosiurepositionen beziehen sich auf die Gesamtsequenz von PR-3 b
(I1). Datenquellen: PR-3b (IT) und PR-3a (II), Tabak PR-P und PR-Q cDNA Klone (Payne et al.,
1990); PR-3¢ (I), PR-3d (1), PR-3e (I), genomische Tabak-Klone ACHN 17, ACHN 200 bzw.
ACHN 14 (Shinshi et al., 1990; Van Buuren et gl., 1992)
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Das Molekulargewicht und die Sequenzen des Os-related Proteins von 28 kDa
(OsR-4) wiesen auf eine saure Chitinase hin. Dies wurde durch immunologische
Detektion mit Hilfe spezifischer Antikérper (aus Cicer arietinum; Vogelsang und
Barz, 1993) bestitigt. In der Tab. 13 sind die Eigenschaften dieses Proteins im
Uberblick dargestellt.

Tab. 13:  Charakteristische Eigenschaften des 28 kDa-Proteins (O;R-4);
MG, Molekulargewicht; IEP, isoclektrischer Punkt; PR-3 (II), saure
Chitinase Isoformen (vgl. Abb. 56)

Kultivar MG Nachweis Anteil [%] der StreB-bedingte
[kDa]; sequenzierten Regulation
IEP Teilpeptide an der
Gesamtsequenz
von sauren Tabak-
Chitinasen
(PR-3 (1))
Bel W3 28, Enzymprotein 11 Oj-abhingige
n.b. Erhshung

Da die Proteinbande erstmals 24 h nach Beginn einer finfstindigen
Behandlungsperiode und 32 h nach Begion von zwei fiinfstiindigen
Behandlungsintervallen an zwei aufeinanderfolgenden Tagen beobachtet werden
konnte, wird die Induktion der sauren Chitinase als sekundire Antwort auf Ozon
betrachtet, die gleichzeitig mit Gewebeschidigungen aufiritt. Ahnliche Ergebnisse
erhielten Emst et al. (1992), die erst nach l4stindiger kontinuierlicher
Ozonbehandlung in Tabak (cv. Bel W3) eine Induktion der mRNA fiir saure
Chitinase beobachten konnten.

Hydrolytische Chitinasen findet man in vielen Pflanzen und pflanzlichen Zellkulturen
nach Behandlung mit raikrobiellen Pathogenen, Elicitoren oder Chemikalien (Boller,
1988). Es sind basische und saure Isoformen beschrieben. Wihrend die sauren
Isoformen vorwiegend im Apoplasten lokalisiert sind, kommen die basischen
Isoformen intrazelluldr in der Vakuole vor (Keefe et al,, 1990). Die basischen
Isoformen werden z.B. bei Verwundung (Brederode et al., 1991), die sauren
Isoformen durch TMV-Infektion (Legrand et al., 1987) induziert, Eine Chitinase mit
100 %iger Homologie zu Peptiden von O3;R-4 wurde von Payne et al. (1990) bei
Virus-infiziertem Tabak als PR-Q (PR-3b (II)) beschrieben. Behandlung von
Petersilienzellkulturen mit einem pilzlichen Elicitor verursachte eine deutliche

-126 -



IV. Diskussion

Steigerung der Aktivitit von Chitinase, die vorwiegend auf extrazellulire saure
Isoformen  zuriickzufiihren war (Kirsch et al, 1993). In embryonalen
Karottenzellkulturen wurde eine neue saure Chitinase-Isoform entdeckt (De Jong et
al., 1992). Durch Zugabe dieser sauren Chitinase war es moglich, eine Temperatur-
sensitive Karottenmutante (ts11) auch bei ansonsten nicht-tolererten und
wachstumshemmenden Temperaturen weiterwachsen zu lassen, Dieser Effekt der
Chitinase konnte durch Zugabe von Chitinbausteinen z.B. in Form von N-Acetyl-
glucosamin-haltigen Lipooligosacchariden bakteriellen Ursprungs (Nodulations-
Faktoren aus Rhizobium) nachgeahmt werden (De Jong et al., 1993). Saure
Hydrolasen mit Chitinase- und Chitosanase-Aktivititen wurden auch z.B. im
Kallusgewebe von Citrus sinensis gefunden (Osswald et al., 1994). Man vermutel,
daf diese Enzyme selbst antimikrobielle Wirkung besitzen, oder daB die
produzierten Oligosaccharide als Elicitoren wirken (Meins et al., 1992; Kessmann et
al., 1994). Die Freisetzung von Elicitoren aus der Pathogenzellwand (oder
méglicherweise auch aus der pflanzlichen Zellwand) wurde von Van den Bulcke el
al. (1990) als wichtige Funktion extrazellulirer Chitinasen und 8-1,3-Glucanasen im
Zusammenhang mit pflanzlichen Abwehrreaktionen herausgesiellt. DaB (-Glucan-
und  Chitin-dhnliche  Oligosaccharidmolekiile ua  zur Induktion wvon
Phytoalexinsynthese, Kalloseproduktion und Zellwandmodifikationen fiihren
kénnen, wurde z.B. von Ryan (1988) gezeigt. Nach Behandlung mit Ozon wurde
friher eine schnelle Induktion basischer Chitinase- und B-1,3-Glucanase-Isoformen
beobachtet (Emst et al., 1992; Schraudner et al., 1992). Um welche basischen
Isoformen es sich dabei handelt, wurde in der vorliegenden Arbeit auf Proteinniveau
Bezeigt (s. S. 128).

Ozonabhiingig reagierte bei cv. Bel B auch ein Protein der IWF bei 4 kDa (O3R-1),
das unmittelbar nach einer filnfstindigen Behandlungsperiode im Vergleich zu den
Kontrollen induziert war und méglicherweise ein Abbauprodukt von Proteinen
darstellt. Bei beiden Kultivaren war eine deutliche Induktion einer Proteinbande bei
35 kDa zu beobachten, die bereits 5 h nach Behandlungsbeginn schwach hervortrat
und nach 24 h deutlich induziert war. Das Molekulargewicht wiirde mit einer sauren
Isoform von B-1,3-Glucanase (PR-2b (ID) ubereinstimmen. Eine Induktion der
sauren Isoformen von B-1,3-Glucanase (PR-2) wurde z.B. nach Salicylsdure-
Behandlung beobachtet (Ward et al., 1991).
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Ozon-bedingte Veriinderungen im Proteinmuster von Gesamtblattextrakten

a)  Induktion basischer Isoformen von B-1,3-Glucanase und Chitinase

Auf Enzym- und Proteinebene erfolgte in Gesamtblattextrakten durch Ozon eine
Induktion der B-1,3-Glucanase bei beiden Tabakkultivaren (cv. Bel W3 und cv. Bel
B). Aus Westem-Blot Analysen ging hervor, daB dabei vorwiegend die basische
Isoform der B-1,3-Glucanase bei 33 kDa (Neuhaus et al., 1992) induziert wurde. Die
Induktion war bei dem ozonsensitiven Kultivar Bel W3 deutlicher ausgeprigt
(70fach erhshte 8-1,3-Glucanasemenge im Vergleich zu den Kontrollen) als bei cv.
Bel B (11fach). Die B-1,3-Glucanase-Akkumulation war auf mittelalte und ltere
Blatter beschrénkt, die die héchste stomatire Leitfihigkeit besitzen (Langebartels et
al., 1991) und deshalb die hdchsten internen Ozondosen aufweisen. Das gilt ebenso
fir die Chitinase-Induktion. Die Chitinase-Proteinkonzentrationen nahmen nur bei
dem ozonsensitiven Kultivar Bel W3 zu (bis zu siebenfache Induktion). Western-
Blot Analysen mit Antikérpern fiir basische Chitinasen zeigten, daB in
Gesamtblattextrakten die Isoformen bei 32 und 34 kDa (Keefe et al., 1990) induzient
wurden,

b)  Charakterisierung von weiteren ozonabhiingigen Effekten auf
Proteinniveau

Zweidimensionale Aufirennungen der Proteine von Gesamtblattextrakien zeigien
eine groBe Ahnlichkeit des Proteinmusters von ozonbehandelten und unbehandelten
Pflanzen. Dabei wurden die basischen Proteine nicht erfat. In Extrakten mittelalter
Blatter von cv. Bel B wurden durch Ozon-Behandlung (160 nl/, 2x5 h, an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen) zwei eng benachbarte Proteine von 15 kDa (p15a und
pl5b; Nomenklatur nach van Loon et al, 1994; pl ca. 5) im Vergleich zu den
Kontrollen induziert. In der Kontrolle waren bereits geringe Mengen der Proteine
von 15 kDa vorhanden. Der Mikrosequenzanalyse zufolge liegen Homologien zu
Peptidsequenzen der kleinen Untereinheit des Enzyms Ribulose-1,5-bisphosphat-
Carboxylase (Rubisco) vor. Bei cv. Bel W3 waren die zwei Proteine von 15 kDa
(p15 a und pl5 b) auch in Kontrollpflanzen gut erkennbar und wurden durch
Ozonbehandlung nicht beeinfluBt. Nach Pell et al. (1994) besteht die Wirkung von
Ozon vor allem in einer schnelleren Alterung der Rubisco auf Proteinebene. Auf
Ozon-StreB wurde bei einer Reihe von Pflanzenarten einschlieBlich Kartoffel,
Rettich und Pappel ein Verlust der Aktivitit und Proteinmenge der Rubisco
festgestellt (Dann und Pell, 1989; Pell et al., 1992). Die Deaktivierung der Rubisco
kann iber einen post-translationalen Regulationsmechanismus erfolgen, der die
Decarbamylierung eines Lysins im Reaktionszentrum des Enzyms beinhaltet
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(Andrews und Lorimer, 1987). Die ozonbedingte Abnahme der Proteinmenge der
Rubisco kann auf eine verminderte Biosynthese durch Hemmung der Transkription
(Reddy et al,, 1993) oder auf eine gesteigerte Proteolyse (Landry und Pell, 1993)
zuriickzufithren sein, Damn (1988) beobachtete, daB die Proteolyse von gereinigter
Rubisco nach Ozon-Exposition und anschlieBender Behandlung mit Chymotrypsin
im Vergleich zum Abbau nach einer Exposition mit Luft oder Sauerstoff erhéht war,
Insgesamt wird ein Ozon-bedingter Verlust der Rubisco vermutlich die CQ,-
Fixierung beeinflussen und - aufgrund der Prominenz der Rubisco unter den
laslichen Blattproteinen (bis zu 50 % des Gesamtproteingehaltes bei C;-Pflanzen,
Strasburger, 1991) - moglicherweise die Seneszenz von Blittern beschleunigen (Pell

etal., 1994).

Wie aus Tab. 14 hervorgeht, wurde bei cv. Bel B ein 30 kDa Protein (IEP ca, 6)
durch O, reprimiert (OsR-6). Dieses Protein fehlte bei cv. Bel W3 véllig (s. Tab, 14).
Der Homologie-Vergleich des kurzen Peptids von O3R-6 wird zusammen mit UV-
induzierten Proteinen diskutiert, wobei UVR-1 beziiglich seines Molekulargewichtes
und isoelektrischen Punktes mit dem Protein O3R-6 ibereinstimmte (s. Abb. 58 und

Tab, 17).
Tab. 14:

Os-related Proteine in Gesamtblattextrakten mittelalter Tabak-Blitter

(cv. Bel W3 und cv. Bel B, 32 h nach Behandlungsbeginn geemtet)
MG, Molekulargewicht; IEP, isoclektrischer Punkt; +05, 2x5 h (an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen) mit 160 nl/l Ozon behandek; (€

Kontrolle; p15, Polypeptid bei 15 kDa; O3R, Oy-related;

Aminosgureabkiiramgen, s, I1.13.6.; Rubisco, Ribulose-1,5-
bisphosphat-carboxylase aus Nicotiana tabacum L. (Mazur und Chui,
1985 eingereicht bei EMBL/Genbank/DDBJ databases); CA,
Carboanhydrase aus Nicotiana tabacum 1. (Majeau und Coleman,

1992 eingereicht bei EMBL/Genbank/DDBJ databases)

Abkiirzung (fir [MG [IEP[+0, [+O,
des jeweilige | (kD] Bel |Bel
Protein) W3 |B

C [lidentifizierte
Bel |Peptidsequenzen

Sequenzhomologien
)

c
Bel

w3 B
++ [+ [I)IIGFDNVR
2)YWTMWK
3)QVQ-ISF

plsa 15 5 |+ [++

Rubisco (kleine
Unter-
einheit)

pisb 15 |3 1)ITGFDNVK
2)YWTMWK
3)7VQMAK/SF

4)SPGYYDGR

Rubisco (kleine
Unter-
einheit)

O;R-6 30 G |- + - ++ LM-LPA

Carboanhydrase (7)
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IV. Diskussion
Ozon- und UV-B-abhiingige Reakfionen von B-1,3-Glucanasen und Chitinasen

In kombinierten Expositionen mit Ozon und UV-B wurden die gleichen
Ozonkonzentrationen wie bei alleiniger Ozonbehandlung verwendet (s. III. 4., Abb.
32). Die spekirale Verteilung der Strahlung auf Planzenniveau war wihrend der
Vorkultivierung und der Exposition besonders im UV-B Bereich der terrestrischen
Strahlung sehr hnlich (Thiel et al., 1996). Es wurden hohe Lichtintensititen im
sichtbaren Bereich (photosynthetische PhotonenfluBrate, PPFR > 1000 pmol m? s,
ausgeglichene UV-B/PPFR Verhiltnisse und eine cut-off Wellenlinge (Dohring et
al., 1996) bei 293 nm verwendet, die der solaren sehr nahekommt (294 nm) (zur
Definition des Begriffs cut-off Wellenlange, s. 5. Abb. 43, S. 97). UV-B
Bestrahlung filhrte 32 h nach Beginn der zweimal fitnfstindigen Behandlung zu
geringen Induktionen von Aktivitit und Proteinmenge der B-1,3-Glucanase in lteren
Blattern von Kultivar Bel W3, wihrend bei cv. Bel B keine Reaktionen beobachtet
werden konnten (s. I, 4.3, Abb. 38). Bei simultaner Behandlung von
Tabakpflanzen mit Ozon und UV-B wurde die ozonbedingte Induktion der B-1,3-
Glucanase (s. S. 105) nicht wesentlich verandert. Bei cv. Bel B war ein geringer
Verstarkungseffekt im Vergleich zu alleiniger Ozonbehandlung nach 24 h und nach
32 h zu beobachten. Bei cv. Bel W3 kommt dieser anscheinend nicht zum Tragen,
da hier bereits durch Ozon die maximale Aktivitit erreicht wird, sodall UV-B keine
weitere Steigerung der Aktivitit mehr zu bewirken vermag.

Dagegen wurde die ozonabh4ngige Akkumulation des Chitinase-Proteins (s. ITI. 4.3,
Abb. 39, Blatter 4-7) signifikant (P< 0.05) um 50 - 70 % reduziert. Diese Ergebnisse
weisen auf eine nichtkoordinierte Regulation von basischen Isoformen der Chitinase
und B-1,3-Glucanase bei gleichzeitiger Behandlung mit Ozon und UV-B hin. Eine
ausgeprigte Koordination von basischen Isoformen von B-1,3-Glucanase und
Chitinase ist bei TMV-infiziertem Tabak (Vogeli-Lange et al,, 1988) und bei
Kartoffelblattern, die mit Phytophthora infestans infiziert wurden (Schrdder et al,,
1992), gezeigt worden. Sie wurde ebenfalls in der vorliegenden Arbeit bei Infektion
von Tabakpflanzen wit Botrytis cinerea beobachtet, Dabei wurden die gleichen
Isofonnen von B-1,3-Glucanase und Chitinase wie durch Ozon induzien.
Andererseits wurde bei anderen Interaktionen auch eine unabhingige Repulation
festgestellt, wie z.B. bei Tabak nach Infektion mit Pseudomonas tabaci (Meins und
Ahl, 1989) oder nach Behandlung mit Salicylsdure (Bol, 1988).

Die Signalwege fir die Induktion von PR-Proteinen bei Ozon- und UV-B-
exponierten Pflanzen werden bis jet2t erst ansatzweise verstanden. Viele Faktoren
weisen auf die Beteiligung von Ethylen und/oder aktivierten Sauerstoffspezies hin.
Ethylen kontrolliert viele physiologische und entwicklungsbedingte Prozesse in
Pflanzen, wie z.B. die Reifung von Friichten sowie die Seneszenz von Blittern und
Bliten (Kende, 1993). Ethylen spielt aber auch bei der Reaktion von Pflanzen
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gegeniiber Verwundung, Pathogenbefall und anderen StreBfaktoren eine Rolle. Bei
Pathogenbefall wie z.B. in TMV-infizierten Tabakpflanzen, die das Resistenzgen
‘N’ tragen, scheint der Beginn der hypersensitiven Reaktion an eine Stimulierung der
Ethylenbiosynthese gekoppelt zu sein (De Laat und Van Loon, 1983).
1-Amino-cyclopropan-1-carbonsiure (ACC) ist der unmittelbare Vorlaufer von
Ethylen in der Ethylenbiosynthese und wird durch die Aktivitat der ACC-Synthase
aus S-Adenosyl-Methionin gebildet (Zarembinski und Theologis, 1994). Es wird
durch ACC-Oxidase (frither EFE, ,ethylene forming enzyme® genannt) in Ethylen
umgewandelt (Kende, 1993). Eine Induktion beider Enzyme der Ethylenbiosynthese
wurde von Knoester et al. (1995) bei hypersensitiv reagierendem Tabak cv. Samsun
NN auf TMV-Infektion und von Tuomainen et al. (1995) bei ozonbehandelten
Tomaten gezeigt. Weiterhin ist die Bildung von N-malonyl-ACC (MACC) aus ACC
durch Malonyltransferase méglich (Zarembinski und Theologis, 1994).

Die Synthese von ,StreB-Ethylen* (Yang und Hoffmann, 1984) ist mit der
Ozonempfindlichkeit verschiedener Pflanzenarten positiv korreliert, Ethylen-
Produktion gilt als eine der frithesten Antworten auf Ozon und wird auf die
simultane Induktion der ACC-Synthase und der ACC-Oxidase zuriickgefihrt (Yin el
al., 1994). Es wurde postuliert, daB Ethylen bei der Ausbildung von ozonbedingten
Blattschéden bei Pflanzen eine Rolle spielt (Tingey et al., 1976; Langebartels et al.,
1991; Kangasjirvi et al.,, 1994). Ozonbehandlung fihrte bei Tomatenpflanzen zu
einem transienten Anstieg der ACC-Konzentrationen sowie der Aktivitit und
Genexpression von ACC-Synthase und ACC-Oxidase (Tuomainen et al., 1995).

Bei Tabak erhéhte Ozon die Ethylenbiosynthese in erster Linie bei dem hier
verwendeten ozonsensitiven Kultivar Bel W3, wobel sich ACC-Gehalte und
Ethylen-Emission gleich verhielten (Langebartels et al., 1991; Yin et al., 1994).
Exogen appliziertes Ethylen filut zu einer Induktion der PR-Proteine B-1,3-
Glucanase und Chitinase (s. III. 3.2., Abb. 28). Dabei werden vor alem die
basischen Isoformen der PR-Proteine beeinflult (Keefe et al., 1990; Boller, 1993).
Diese werden auch durch Ozon erhdht (s. S. 128). Fiir eine Rolle von Ethylen bei
der Regulation von PR Proteinen spricht auch das Auffinden von Ethylen-sensitiven
Elementen in der Promoterregion von PR Proteinen (Eyal et al., 1993). Kangasjirvi
et al. (1994) zeigten auf, daB andere ozoninduzierte Gene und Proteine wie z.B.
Phenylammoniaklyase, Peroxidase und Glutathion-S-Transferase ebenfalls durch
Ethylen induzierbar sind. Andere Studien mit Hilfe von Ethylen-unempfindlichen
Arabidopsis HEYNH.- Mutanten deuten darauf hin, daB Ethylen nicht unbedingt
selbst notwendig ist fir die Induktion von Abwehrantworten, sondem
Signalcharakter fiir die systemische Genaktivierung nach StreBeinwirkung besitzen
kann (Ecker, 1995).

In Sonnenblumenzellkulturen, die mit einem Wachstumsretardantium vom Triazol-
Typ behandelt wurden, war die beobachtete Zunahme vorwiegend der Chitinase-
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Aktivitdt mit einem erhohten Verhiltnis ACC/Ethylen gekoppelt (Siefert et al.,
1994a). DaB das synthetisches Fungizid Epoxiconazol (BAS 480 F, Ammermann et
al., 1990) ebenfalls eine intrazellulire Induktion der Hydrolasen B-1,3-Glucanase
und Chitinase auslésen kann, wurde in Kooperation mit K. GroBmann (BASF,
Limburgerhof) bei Weizenpflanzen gezeigt (Siefert et al, 1996). Aus
immunologischen ~ Studien  wurden  Dosis-abhingige  Erhthungen der
Enzymaktivititen und der Proteinmengen in Hydrokulturen von Weizenpflanzen
deutlich. Die Proteinmengen waren mit maximal 2.8facher Induktion der Chitinase
bzw. l.6facher Induktion der B-1,3-Glucanase im Vergleich zu Ozon (s.e.) nur
moderat induziert. Beriicksichtigt man jedoch, daB in vitro eine sehr hohe
Hemmfihigkeit des Hyphenwachstums von Pilzen durch Weizen-Chitinasen
nachgewiesen wurde (Schlumbaum et al, 1986), so diirften die gezeipten
Erhthungen der Enzymmengen und -aktivititen bei Weizen die Abwehrreaktion
gegenilber Pathogenen verstirken. Diese Ergebnisse sind im Zusammenhang mit
Beobachtungen von Kessmann et al. (1994) zu sehen. Die Autoren weisen neben der
direkten antibiotischen Wirksamkeit von Pestiziden auf die Moglichkeit einer durch
Chemikalien vermittelten Krankheitskontrolle hin, die auf Komponenten basiert, die
eine ,,systemisch erworbene Resistenzantwort” (SAR, systemic acquired resistance;
Ross, 1961 b; Ryals, 1992) auszultsen vermdgen. Chemikalien (wie 2.B. 2,6-
Dichloro-Isonicotinsiure (INA) oder Salicylssure) kdnnen gewissermaBen eine
Initial-Pathogen-Infektion imitieren und so eine verstirkte Resistenz von Pflanzen
gegeniiber nachfolgenden Pathogenattacken bewirken (Kessmann et al., 1994).

Effekte von UV-B Strahlung auf B-1,3-Glucanase und Chitinase sowie¢ andere
Proteine

Eine Varation der Bestrahlungsstirke im UV-B Bereich wurde mit Hilfe von
verschiedenen UV-Filtemn erreicht. Es konnte eine deutliche Induktion der Aktivitét
der B-1,3-Glucanase und Chitinase bei cut-off Wellenlangen von 277 nm und 287
nm beobachtet werden. Im Bereich htherer Wellenlingen von 293 nm und 312 nm
dagegen war keine Reaktion dieser Enzyme erkennbar. Daraus 148t sich ableiten,
daB eine deutliche Schwelle fir die Induktion von PR-Proteinen wie B-1,3-
Glucanasen (PR-2) und Chitinasen (PR-3) existiert. Diese befindet sich in der Nihe
der solaren Absorptionskante zwischen 287 nm und 293 nm.

Unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen wie in der vorliegenden Arbeit
konnte auf mRNA-Ebene auf Oy- bzw., UV-B-Behandlung hin eine erstaunliche
Ubereinstimmung des Verhaltens antioxidativer Abwehrgene becbachtet werden
(Willekens et al., 1994a). Es wurde gezeigt, dab eine von drei Katalase-Isoformen (Cat
2) sowie Glutathion-Peroxidase auf beide StreBfaktoren mit einer #hnlich raschen
Zanahme reagierten. Katalase ist am H,O--Abbau beteiligt, wihrend man vermutet,
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daB Glutathion-Peroxidase von Lipiden abgeleitete Peroxide zu reparieren venmag
(Willekens et al., 1994). Zusétzlich fiihren Ozon und UV-B zu einer Erhshung der
Konzentration aktivierter Sauerstoffspezies und der Lipid-Peroxidation in Pflanzen
(Foyer et al., 1994). Wie in Pflanzen-Pathogen Studien postuliert wurde (Dixon et al.,
1994), so fungieren ektivierte Sauerstoffspezies moglicherweise auch bei Ozon- und
UV-B behandelten Pflanzen als Signalmolekiile. Fiir eine Vermittlerrolle aktivierier
Sauerstoffspezies bei UV-B Behandlungen sprechen Ergebnisse von Green und Fluhr
(1995}, dic die UV-B abhéngige Induktion von sauren PR-1 Proteinen bei Nicotiana
tabacum L, cv, Samsun NN durch Antioxidantien blockieren konnten,

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Induktion von intrazelluldren basischen
Isoformen der B-1,3-Glucanase und méglicherweise auch der Chitinase wird auf Ozon-
induziertes StreB-Ethylen (Langebartels et al., 1991) zuriickgefiihrt. Andere Effekte,
wie z.B. die Akkumulation von sauren PR 1 Proteinen (Yalpani et al., 1994; Green und
Fluhr, 1995) werden méglicherweise iiber aktivierte Sauerstoffspezies vermittelt. Diese
Reaktionen scheinen jedoch in Ozon-behandelten Pflanzen ziemlich spit aufzuireten
(Emnst et al., 1992) oder bei Wellenlingen, die unter der solaren UV-Absorptionskante
liegen (Brederode et al,, 1991; Yalpani et al., 1994). Von Brederode et al. (1991}
wurde gezeigt, daB Bestrahlung mit kirzeren Wellenliangen (UV-C) eine Induktion
aller PR-Proteinfamilien bewirkt. Yalpani et al. (1994) beobachteten eine dhnliche
Akkumulation von PR-1 Proteinen durch UV-C und durch Ozon, Die
stratosphérische Ozonschicht schimt jedoch die Erdoberfliche vollig von UV-C
Strahlung ab. UV-C ist deshalb kein geeignetes Modell, um physiologische Effekte
zunchmender UV-B Strahlung auf Pflanzen zu zeigen (Stapleton, 1992).

DaB Proteine bereits auf erhdhie Lichtverhalmisse (ohne UV-B Behandlung)
reagieren koonen, ergab die Untersuchung von Proteinen im Apoplasten bei
Versuchen, bei denen Starklichteffekte und UV-B Wirkungen differenziert betrachtel
wurden (s. Tab. 12 und III. 5.5., Abb. 51). Dazu wurde ein Teil der Tabakpflanzen
des Kultivars Bel W3 unter Starklichtbedingungen im Sonnensimulator gehalten, ein
anderer Teil wurde in der Anzuchtskammer bei einer geringeren PPFR
weiterkultiviert. Die Pflanzen im Sonnensimulator wurden mit UV-B (cut-off bei 291
nm) behandelt oder nur unter Starkdichtbedingungen gehalten (Kontrollen). 75 h nach
Beginn der dreimal sechsstiindigen UV-B Behandlungsperiode wurden alle Pflanzen
simultan geerntet, Ein Protein von ca. 42 kDa wurde durch UV-B abgeschwicht. Ein
anderes Protein bei ca. 33 kDa wurde ebenfalls durch UV-B Behandlung reprimiert.
Es wurde jedoch auch bereits unter Starklichtbedingungen (ohne UV-B)
abgeschwicht. Nur unter Starklicht-Bedingungen traten zwei Proteine von 26 kDa
und 20 kDa auf, die durch UV-B Behandlung nicht beeinfluBt wurden (s. Tab. 15).
Diese Proteine der IWF lagen jedoch in zu geringen Mengen fiir eine Identifizierung
per Mikrosequenzierung vor.
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Tab. 15;  Apoplastidire UV-B bzw. Starklicht-abhingige Proteine in Tabak (cv.
Bel W3; vgl. III. 5.5., Abb. 48). Es wurden jeweils interzellulire
Waschflissigkeiten aus mittelalten Tabakbléittern durch SDS-PAGE
anfgetrennt und die Proteine mit Coomassie-Blau angefirbt. MG,
Molekulargewicht; +UV-B /-UV-B, Sonnensimulator-Pflanzen mit
UV-B (3x6 h} behandelt bzw. Kontrollen, jeweils 75 h nach
Behandlungsbeginn geemtet; ~-UV-B, entsprechende Kontrollen; AK,
Anzuchtskammer-Pflanzen, 75 b nach Behandlungsbeginn geerntet;
Intensitét der Proteinbanden: +++, intensiv/stark hervortretend, ++,
deutlich erkennbar, +, schwach/kaum sichtbar; -, nicht vorhanden

MG [kDa] +UV-B -UV-B AK
42 + = ++
33 + ++ -
26 + + =
20 ++ ++

Durch zweidimensionale Aufirennung der Proteine von Gesamtblattextrakten wurde
deutlich, daB bei Kultivar Bel W3 ein Protein von ca, 30 kDa (IEP bei 6) bei den
cut-off Wellenldngen von 293 nm und 287 nm induziert war, das bei den Kontrollen
(312 om) fehlte. Durch Mikrosequenzanalyse wurde dieses Protein naher
charakterisiert. Sequenzvergleiche ergaben eine hohe Homologie der vier
identifizierten Peptidsequenzen (a-d, s. Abb. 58) zu durch Trypsin freisetzbaren
Peptiden einer Carboanhydrase (CA) aus Nicotiana L. (Majeau und Coleman,
1992), aus Spinacia L. (Bumell et al., 1990), aus Arabidopsis HEYNH. (Raines et
al., 1992} und aus Pisum L. (Roeske und Ogren, 1990). Alle identifizierten Peptide
(a-d) des UVR-1 Proteins stimmen zu 100 % mit den Peptidsequenzen der
Carboanhydrase aus Nicotiana L. iiberein. Die Peptide a und bl wiesen auBerdem
eine 100 %ige Homologie zu den Peptid-Sequenzen der Carboanhydrase von
Spinacia L. und Arabidopsis L. auf (Abb. 58). Das Peptid c stimmte zu 83 % mit
den entsprechenden Peptiden aus Spinacia L. und Arabidopsis HEYNH. iberein.
Das Peptid d war zu 75 % bzw. 63 % mit den CA-Peptidsequenzen aus Spinacia L.
bzw. Arabidopsis HEYNH. identisch. Die Peptide a und ¢ zeigten eine 100 %ige
Homologie zu den Peptidsequenzen der Pisum-Carboanhydrase. Die Peptide ¢ und d
stimmten zu 88 % bzw. 63 % mit den CA-Peptidsequenzen aus Pisum L. Giberein.
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a

32

—

39

1

UVR-1
Nicotiana-CA
Spinacia-CA
Arabidopsis-CA
Pisum-CA

bl

UVR-1
Nicotiana-CA
Spinacia-CA
Arabidopsis-CA
Pisum-CA

b2

O;R-6
Nicotiana-CA

¢

UVR-1
Nicotiana-CA
Spinacia-CA
Arabidopsis-CA
Pisum-CA

d

UVR-1
Nicotiana-CA
Spinacia-CA
Arabidopsis-CA
Pisum-CA

Abb. 58: Vergleich der durch Trypsin-Verdau erhaltenen Peptide des UV-Related Proteins |
(UVR-1, 30 kDa) aus Tabak (Nicoriana tabacum L.) mit Carboanhydrasen (CA). Es wurden vier
Peptide (3, bl, ¢, d) des Proteins UVR-1 sequenziert. b2, Peptidsequenz des O;R-6 Proteins (cv.
Bel B), Die Aminosdurepositionen beziehen sich auf die Gesamtsequenz der Nicotiana-CA.
Datenquellen: Nicofiana-CA, cDNA-Sequenz aus Chloroplasten von Nicotigna tabacum L
(Majeau und Coleman, 1992 eingereicht bei EMBL/Genbank/DDB]J databases); Spinacia-CA,
¢DNA-Sequenz der Carboanhydrase von Spinacia oleracea L. (Bumnell et al., 1990); Arabidopsis-
CA, cDNA-Sequenz der Carboanhydrase von Arabidopsis thaliana HEYNH. (Raines et al,
1992); Pisum-CA, cDNA Sequenz der Carboanhydrase von Pisum sativum L., (Roeske und Ogren,
1990 eingereicht bei EMBL/Genbank/ DDBJ databases)
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MSTASINSCLTI SPAQASLEKEKPTRPVAFADD
RLSNSSSSTSVPSLIRNEPVFAAPTPI 1 NS
PILREEMAKESYEQAI AALEKLLSEKGEL W
GPIl AAARVDQI TAELQSSDGSKPFDPVEH U
MKAGFI HFKTEKYEKNIEYIBEIEEN: KGQS P 3
KFMYFACSDSRVCPSHVLNFQPGEAFVVRIH
NI ANMVPAYDKTRYSGVGAAI EYAVLHLK 20

HS ACGG! KGEEXES (MIENID GS E S T 2
AF1 EDWVK AKVQGEHVDKCF ADQ 2l
CTACEQEAVNVSLGNLLTYPFVREGLVEKEKZM
TLALXKGGHYDF VNGGFEL WG L RN
SV azl

Abb. 59:  Gesamtsequenz der Carboanhydrase von Nicofiana tabacum L.
(Majeau und Caoleman, 1992 eingereicht bei EMBL / Genbank / DDBJ
databases). Am Zeilenende ist jeweils fiir die unmittelbar letzte
Aminosiure die Position in der Gesamtsequenz angegeben, Schwarz
sind die Peptidsequenzen dargestellt, die mit identifizierten Peptid-
sequenzen des UVR-1 bzw. O;R-6 Proteins (Aminoséuren 221-222,
224-226) vollig ubereinstimmen (vgl. Abb. 57).

Das Ojrelated Protein O;R-6 (vgl. Tab. 14) zeigt ebenfalls eine hohe
Peptidsequenz-Homologie (83 %) zu einem CA-Peptid von Nicotiana L. (s. Abb. 58
b 2). Bei letzterem Peptid jedoch, das sehr kurz ist (ca. 2 % der CA-
Gesamtsequenz), ist ein Homologievergleich generell mit einem groBen
Unsicherheitsfaktor ~ behaftet (Allen, 1989). Die sequenzierten UVR-I
Peptidsequenzen (2, b 1, ¢, d) dagegen umfassen ca. 9 % der Gesamtsequenz der
chloroplastidiren Carboanhydrase von Nicotiana tabacum L. (5. Abb. 58 und

Abb. 59).

In Tab. 17 sind Merkmale des UVR-1 Proteins zusammenfassend dargestellt.
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Tab.17:  Charakteristische Eigenschaften des UVR-1 Proteins;
MG, Molekulargewicht; IEP, isoelektrischer Punkt; n.b., nicht
bestimmt; CA, Carboanhydrase aus Nicotiana tabacum L. (s. Abb. 58)

Kultivar MG Nachweis Anteil [%)] der StreB-bedingte
[kDa]; sequenzierten Regulation
IEP Teilpeptide an der
Gesamtsequenz
der CA
Bel W3 30; nb. 9 UV-abhangige |
6 Induktion

Carboanhydrase [EC 4.2,1.1] ist ein Zink-baltiges, licht-unabhéngiges Enzym, das

die reversible Hydrierung von CO, zu HCOy" (Bicarbonat) katalysiert (Raines et al.,
1992):

CO;+H;0 & HCO, +H'

In Pflanzen gibt es verschiedene hexamere Formen mit Monomer-Untereinheiten
zwischen 26 und 34 kDa (Graham et al,, 1984; Bumell et al., 1990). In diesen
Bereich fallt auch das hier gezeigte Protein von 30 kDa (UVR-1). Wiahrend der
Hauptanteil der CA-Aktivitat bei C;-Pflanzen in den Chloroplasten lokalisiert ist,
wurde die Carboanhydrase bei C,-Pilanzen vorzugsweise in cytosolischen
Mesophyllzellen gefunden, wobei jedoch zusétzliche Isoformen im Cytosol von C;-
Pflanzen bzw. in Chloroplasten von C,-Pflanzen vorhanden sind (Burnell et al.,
1990). Die physiologische Funktion der Carboanhydrasen im CO;-Metabolismus
von Pflanzen ist noch wenig verstanden. Man vermutet, daB sie die CO,-Zufuhr fir
das Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase durch Beschleunigung  der
Dehydrierung von HCO5' sicherstellen. Zusatzlich kénnten Carboanhydrasen direkt
die CO:-Diffusion fSrdern und die Pufferkapazitit des Chloroplasten-Stromas
unterstiitzen (Reed, 1981). Badger und Price (1994) diskutieren die Rolle der
Carboanhydrase bei der Photosynthese verschiedener Organismen. Die in der
vorliegenden Arbeit gezeigte Induktion dieses Enzyms auf UV-Behandlung hin
kénnte mit einer UV-bedingten Schidigung des Photosyntheseapparates
zusammenhéngen. Von Strid et al. (1990) wurde z.B. beobachtet, daB durch erhhte
UV-B Strahlung die Aktivitat der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase abnahm.
Um den photosynthetischen CO,-Einbau dennoch aufrechterhalten zu kénnen, wird
vermutlich die CA-Aktivitat erhdht. Bei cv, Bel B war dieses Enzym bei den
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Kontrollen vorhanden und wurde durch die UV-Exposition nicht beeinfluBt. Durch
Ozon-Behandlung jedoch wurde die Carboanhydrase bei cv. Bel B reprimiert (O3R-
6, vgl. Tab. 14). Bei cv. Bel W3 war dieses Protein durch Coomassie-Blau Férbung
nicht detektierbar.

Potentielle plobale Klimaverinderungen, die u.a. mit einer Zunahme der CO»-
Konzentration verbunden sind {Amthor, 1995), haben das Interesse an den
Mechanismen erh8ht, mit Hilfe derer Pflanzen auf einen CO»-Anstieg reagieren.
Raines et al. {1992) zeigten auf mRNA-Ebene, dal die CA-Gehalte in Blittern von
Arabidopsis-Pflanzen, die unter erhdhten CO,-Konzentrationen (600 ul/l)
aufgezogen worden waren, im Vergleich zu Kontrollpflanzen (Anzucht bei 300 pl/f
CO;) erhdht waren. Einige Algen wie die Grinalge Chlamydomonas reinhardlii
besitzen neben der intrazelluliren (vermutlich in den Chloroplasten lokalisierten) CA
auch eine extrazellulire CA (Coleman et al., 1984). Die Autoren fanden unter
erhdhten CO,-Konzentrationen (3 %) im Vergleich zu den Kontrollen (0.03 % CO,)
signifikant geringere Mengen der extrazelluliren Carboanhydrase. In einer neuen
Studie von Protoschill-Krebs et al. (1995) wurde bei verschiedenen CO,-
Wachstumsbedingungen die Umsetzung von Carbonylsulfid (COS) durch
Chlamydomonas reinhardtii und die Aktivitdt der Carboanhydrase untersucht. Es
wurde gezeigt, daB unter Anzuchtsbedingungen bei niedrigen CO;-Konzentrationen
(0.03 %) die Aktivitdt der Carboanhydrase deutlich hdher war als bei erhdhten CO,-
Bedingungen (3 %) (Protoschill-Krebs et al., 1995). Parallel dazu wurde ein héherer
COS-Verbrauch und CO.-Umsatz durch Chlamydomonas reinhardtii festgestellt.
Demnach besitzt das Enzym Carboanhydrase die Fihigkeit, seine Aktivitit an
verschiedene ambiente CO,-Konzentrationen anzupassen. Zu beriicksichtigen ist
jedoch, daB die CA-Sequenzen von Algen eine hhere Homologie zu tierischen CA
Isoenzymen aufweisen als zu den Carboanhydrasen hoherer Pflanzen, die
untereinander zu ca. 70 % ibereinstimmen (Fukuzawa et al., 1990).

Reaktionen von biochemischen Parametern unter Freiland-Bedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurden Klimakammer-Versuche zu O, UV-B und
Starklichteffekten durchgefithrt, um Informationen zur Vorbereitung von Freiland-
Experimenten zu erhalten. In Freilandversuchen wurden cv. Bel W3-Pflanzen
verwendet, die aus dem gleichen Samenmaterial angezogen worden waren, wie die
zuvor in Klimakammerexperimenten eingesetzten Pflanzen, Sie wurden jeweils 14
Tage auf dem Versuchsfeld der Universitit GieBen in Firth/Odenwald exponiert (s.
IL5., Abb. 4). In diesem Versuch war es aus Platzgriinden leider nicht méglich,
ozontolerante Pflanzen des Kultivars Bel B gleichzeitig zu exponieren. Der alleinige
Einsatz von cv. Bel W3 (ohne Kontrollméglichkeit durch Bel B) ist jedoch in der
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Praxis des aktiven Biomenitorings bei Einsatz von Tabak durchaus tiblich (s. z.B.
Ozonwirkungsmessungen des Bayerischen Landesamtes fiir Umweltschuiz / LfU,
1994). Da Bel W3 ozonspezifisch reagiert (s. I. 3.2, und IIL 1)), sind die
beobachteten Blattschdden im Freiland auf ambientes Ozon zuriickzufthren, Die
Symptome dieser Pflanzen im Freiland waren mit Schadigungswerten bis zu 60 %
der Gesamtblattfliche deutlich ausgepragt. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Aktivitdt der B-1,3-Glucanase in mittelalten Blittern von Freilandpflanzen
nachgewiesen. Die Enzymaktivitdtswerte waren im Vergleich zu Kammer-
experimenten erhoht (bis zu dreifach). Uber den gesamten Expositionszeitraum von
Mai bis September 1994 betrachtet war ein #hnlicher Verlauf der B-1,3-Glucanase-
Aktivitdtswerte wie der Schiden zu beobachten, Eine Untersuchung der ACC- und
MACC-Konzentrationen ergab im Freilandversuch ebenfalls erhéhte Werte. Die
Unterschiede der biochemischen Analysewerte in Abh#ngigkeit von der jeweiligen
Periode sind auf verschiedene EinfluBparameter im Freiland wie z.B. Temperatur-
und Feuchtigkeitswerte, solare Bestrahlungsstarke, Os-, NO,-Konzentrationen etc.
zuriickzufiihren. Wie in Kammerexperimenten gezeigt (s. 11I. 3.2.1., Abb, 28),
bewirkt z.B. eine Kombination von O; und NO, eine Erhdhung der O;-abhingigen
Akkumulation der B-1 ,3-Glucanase-Proteinmenge.

Ein Vergleich des Verlaufs der gemessenen ambienten Ozonkonzentration und -
dosis (7 h, 8 h, 12 h und 24 h Mittelwerte und Dosiswerte} mit dem Verhalten der
biochemischen MeBparameter ergab, daB zwei deutliche Peak-Phasen der
Ozonwerte im Hochsommer (Juli, August) auch bei den biochemischen Daten
vorzufinden waren. Demnach kénnen vermutlich die Verdnderungen auf
biochemischer Ebene zumindestens in diesen Monaten auf die erhohten ambienten
Ozonwerte zuriickgeflihrt werden. Der erste kleinere Ozonpeak (Anfang Juli)
spiegelte sich in gleichzeitigen Maximalwerten der MACC-Konzentrationen, der -
1,3-Glucanase-Aktivititswerte und der Blattsymptome wider. Interessanterweise
war ein zweiter groBerer Peak ebenfalls bei den biochemischen Daten
wiederzufinden, Bei genauer Betrachtung jedoch konnte man erkennen, daB die
Ozonwerte erst Anfang August ihren Hohepunkt erreichten, wihrend die
Analysewerte bereits Ende Juli ihr Maximum iberschritten hatten. Das 148t sich
vermutlich damit erkldren, daB Anfang August die hohen Ozonwerte zusammen it
Klimafaktoren (wie z.B. niedrige Luftfeuchtigkeit, hohe Lufitemperatur) aufiraten,
die einen Stomataschlul verursachten (s. MI. 6., Tab. 9). Das bewirkte eine
geringere Ozonaufnahme und damit verbunden ein Absinken der Blattschadigung
sowie der ozonabhingigen biochemischen MeBparameter der exponierten Pflanzen.
Diese Beobachtung stimmt z.B. mit Ergebnissen von Tonneijck und Bugter (1991)
iiberein, die feststellten, daB moderate Ozonkonzentrationen im Freiland bei
gleichzeitiger niedriger Luftfeuchte gréBere Blattschiden verursachten als sehr hohe
Ozonwerte,
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Als Strefproteine wurden im Freiland bislang nur ,Hitzeschockproteine® (HSP)
beschrieben (Lindquist und Craig, 1988). Den Autoren zufolge handelt es sich um
evolutiv stark konservierte Peptide, die durch Umweltbedingungen, wie z.B. Hitze,
Schwermetalle, osmotischer StreB, UV-C ete. induziert werden kénnen. Sie kénnen
grob in hochmolekulare (ca. 68-110 kDa bei hoheren Pflanzen) und nieder-
molekulare (15-36 kDa) Hitzeschockproteine eingeteilt werden (Gifford und
Taleisnik, 1994). In hoheren Pflanzen akkumulieren vorwiegend die nieder-
molekularen Proteine als Antwort z.B. auf Uberschreitungen der normalen
Wachstumstemperatur (DeRocher et al., 1991) oder auf andere StreBfaktoren, wie
z.B. Behandlung mit Arsenit oder Cadmium (Edelman et al., 1988). Die Induktion
wird als sehr rasch beschrieben (Reaktion auf RNA-Niveau innerhalb von 15 min,
Edelman et al, 1988). Die Halbwertszeit der durch eine vierstindige
Hitzebehandlung von Pisum sativum induzierten HS-Proteine wurde z.B. von
DeRacher et al. (1991) mit ca. 40 h angegeben. Zur Akkumulation von
Hitzeschockproteinen unter Freilandbedingungen gibt es bis jetzt nur wenige
Studien. Hemnandez und Vierling (1993) zeigten im Freiland bei verschiedenen
Leguminosen-Arten einen unterschiedlichen Induktionsgrad von niedermolekularen
HS-Proteinen in verschiedenen Organen. Die HS-Proteine akkumulierten
vorwiegend in Samen und Bliiten und in geringerem MaBe auch in Blittern. Die
Autoren weisen auf eine z.T. entwicklungsbedingte Exprimierung hin.

Die Induktion des PR-Proteins 8-1,3-Glucanase in Tabakpflanzen im Freiland wurde
hier erstmals beschrieben. Fir zukinftige Untersuchungen wére es sehr interessant,
Freilandstudien (z.B. im Odenwald) iber mehrere Vegetationsperioden hinweg unter
Einbeziechung von Tabakpflanzen des Kultivars Bel B durchzufithren und die
Analysen auf verschiedene PR- und HS-Proteine in Korrelation mil
Umweltparametern (wie Ozon, Strahlung, Temperatur etc.) auszudehnen.
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V. Zusammenfassung

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L.) des ozonsensitiven Kultivars Bel W3 und
des ozontoleranten Kultivars Bel B wurden in Expositionskammem in
kurzzeitigen Perioden mit Ozon bzw. mit UV-B einzeln oder in Kombination
behandelt. Bei UV-B Exposition wurde die spektrale Bestrahlungsstirke durch
Einsatz verschiedener Kantenfilter variiert. Die Proteinmuster der Blitter wurden
auf Verinderungen hin untersucht, die in Abhéngigkeit von dem jeweiligen
StreBfaktor aufiraten. Aus den Untersuchungen wird gefolgert, daB die Induktion
von ,,StreBproteinen”, vor allem von PR-Proteinen eine wichtige Reaktion von
Pflanzen auf Ozon und UV-B darstellt. Insbesondere Proteine im Apoplasten,
aber auch Proteine in Gesamtblattextrakten werden von den abiotischen
StreBfaktoren beeinfluBt,

1.)  Es konnte gezeigt werden, daB Ozon Verinderungen von finf Proteinen in
der interzelluldren Waschflilssigkeit im Molekulargewichtsbereich von 4 bis 35
kDa hervorrut (O;R-1 - OsR-5). Es wurde ua. die Technik der
Mikrosequenzanalyse benutzt, um drei dieser Os-related Proteine niher zu
charakterisieren. Den Aminosuresequenzen und dem Molekulargewicht zufolge
handelt es sich bei den Os-related Proteinen von 25 kDa und 26 kDa (O;R-2 und
O3R-3) um Monomere einer Germin-ahnlichen Onxalatoxidase, Dieses Enzym
katalysiert die Umsetzung von Oxals#lure und Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid
und Kohlenstoffdioxid und wurde hier erstmals im Apoplasten von Tabakpflanzen
nachgewiesen. Es gelang, die Enzymaktivitat der Oxalatoxidase durch
Aktivititsfirbung auf Nitrozellulose-Blots zu detektieren. Ozon bewirkte eine
Reprimierung der Oxalatoxidase-Aktivitat. Damit ist es neben der Diaminoxidase
in Leguminosen das zweite apoplastische Enzym, das H,0, produziert und durch
Ozon gehemmt wird.

Die Peptidsequenzen des Os-related Proteins von 28 kDa (O3R-4) stimmten mit
durch Trypsin-Verdau freisetzbaren Peptiden einer sauren Chitinase-Isoform (PR-
3b (i) ) iberein. Dieses Protein konnte immunologisch mit Hilfe eines
spezifischen Antikérpers detektiert werden.

Das Proteinmuster in der IWF von unbehandelten Kontrollpflanzen war bei
beiden Kultivaren sehr #hnlich. Ein Protein bei ca. 21 kDa war Kultivar-
spezifisch und trat nur bei cv. Bel B auf. Es wurde durch Ozon nicht beeinfluft.
Sequenzanalysen ergaben Ahnlichkeiten einzelner Peptidsequenzen zu einem
Initiationsfaktor der Proteinbiosynthese und zu einer Ubiquitin-Protein-Ligase.
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2))  Ozonbehandlung fiihrte zu einer Induktion der B-1,3-Glucanase in beiden.
ozonsensitiven (Bel W3) und -toleranten (Bel B) Kultivaren, wahrend Chitinase
nur bei cv. Bel W3 auf Ozonbehandlung hin akkumulierte. Die Ozon-Induktion
spiegelte sich nicht nur in erhdhten Enzymaktivititen, sondem auch in einer
Zunabme der Proteinmengen dieser Enzyme wider. Dies spricht fiir eine
ozonbedingte de-novo Synthese dieser PR-Proteine. Dabei ging aus Western-Biot
Analysen hervor, daB insbesondere eine basische Isoform bei 33 kDa fur B-1,3-
Glucanase und zwei basische Isoformen bei 32 und 34 kDa fir Chitinase
induziert wurden. Ozon-Exposition und anschlieBende Infektion von
Tabakpflanzen cv. Bel W3 mit Botrytis cinerea fihrte zu einer im Vergleich zu
alleiniger Ozonbehandlung verstarkten Expression der gleichen Isoformen. Um
eine Quantifizierung der Proteinmengen dieser Enzyme zu erreichen, wurde als
Nachweismethode eine Sandwich- ELISA-Technik etabliert. Die Quantifizierung
erfolgte durch Eichung mit Hilfe der betreffenden Antigene. Mit dieser Technik
ergaben sich durch Ozonbehandlung bis zu 70fach (cv. Bel W3) bzw. 11fach (cv.
Bel B) erh¢hte B-1,3-Glucanase- und bis zu siebenfach (cv. Bel W3) gesteigerte
Chitinase-Proteinmengen im Vergleich zu den in Reinluft gehaltenen Kontrollen.

3.) In kombinierten Behandlungen mit Ozon und UV-B (cut-off Wellenldnge
bei 293 nm) war die spektrale Verteilung der Strahlung auf Pflanzenniveau
besonders im UV-B Bereich dem Sonnenspektrum sehr &hnlich. UV-B Strahlung
allein fiihrte bej realistisch simulierten solaren Strahlungsbedingungen nur bei den
dlteren Blattern von cv. Bel W3 zu (bis zu 19fach) erh&hten B-1,3-Glucanase-
Proteinmengen, hatte aber keinen EinfluB auf die Chitinase-Proteinmengen. Eine
simuitane UV-B- Behandlung verstarkte die ozonabhingige Nekrosen-Bildung
(bis zu dreifach). Die ozonbedingte Induktion der 8-1,3-Glucanase-Proteinmenge
wurde bei beiden Kultivaren durch zusitzliche UV-B-Behandlung nicht
wesentlich verindert. Dagegen wurde die Akkumulation des Chitinase-Proteins
bei dem sensitiven Xultivar Bel W3 deutlich reduziert (um ca. 60 %). Daraus l40t
sich ableiten, daf basische B-1,3-Glucanase und Chitinase bei Behandlung mit
Ozon und UV-B nicht wie bei Pathogen-infizierten Pflanzen koordiniert reguliert
werden.

4) UV-Behandlung unter Einsatz verschiedener Kantenfilter bewirkte eine bis
zu 10fache Induktion der B-1,3-Glucanase- und der Chitinase-Enzymaktivitit bei
cut-off Wellenldngen von 277 nm und 287 nm, jedoch keine Reaktion bei 293 wun
und bei 312 nm (Kontrolle). Daraus 148t sich ableiten, daB eine Schwelle fiir die
Induktion von PR-Proteinen existiert. Diese liegt in der Nahe der
Absorptionskante von stratospharischem Ozon.
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Aus zweidimensionalen Protein-Auftrennungen ging hervor, daB bei cv. Bel W3
ein Protein von ca. 30 kDa und einem isoelektrischen Punkt von ca. 6 bei den cut-
off Wellenlingen 287 nm und 293 nm im Vergleich zu 312 nm induziert war
(UVR-1). Das gleiche Protein war bei cv. Bel B unabhingig von der Behandlung
stets vorhanden. Molekulargewicht, [EP und Teilpeptidsequenzen dieses Proteins
(ca. 9 % der Gesamtsequenz) weisen darauf hin, daB es sich dabei um eine
Carboanhydrase handelt.

5.) Freilandversuche mit Tabakpflanzen (cv. Bel W3) wurden von Mai bis
September 1994 in Fiirth/Odenwald durchgefithrt und bestanden aus insgesamt 15
jeweils 14t4gigen Expositionsperioden, Die Untersuchungen zeigten, daB diese
Pflanzen im Freiland sehr empfindlich (mit Blattschaden bis zu 60 %) auf Ozon
reagierten. Es wurde erstmals die Aktivitdit der B-1,3-Glucanase in
Freilandpflanzen nachgewiesen. Die Enzymaktivititen waren in mittelalten
Blattern deutlich und im Vergleich zu Expositionskammerexperimenten
wesentlich starker (bis zu dreifach) induziert. Uber den pgesamten
Expositionszeitraum betrachtet war der Verlauf der B-1,3-Glucanase-Aktivititen
und der Schiden sehr ahnlich, Die ACC- und MACC-Werte waren gegeniiber
Kammerversuchen erhtht. Die MACC-Gehalte zeigten hnliche Maxima und
Minima wie die B-1,3-Glucanase-Aktivititen. Ein Vergleich der biochemischen
Daten mit den ambienten Ozonkonzentrationen ergab eine Ubereinstimmung in
hochsommerlichen Peak-Phasen. Es wurden damit erste Aphaltspunkte
gewonnen, daB Ozon auch im Freiland als abiotischer Induktor von
biochemischen Antworten bei Tabak gewertet werden kann.
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