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Einleitung 1 

1 Einleitung 

Seit den Anfängen des Nutzpflanzenanbaus, der die Grundlage der menschlichen Ernährung 

darstellt, ist der Befall durch mikrobielle Pathogene eine Hauptursache für große Ernteverluste. 

Bis heute werden durch Pflanzenkrankheiten große Schäden bei der Kultivierung von Nutz-

pflanzen verursacht. In den meisten Fällen werden die Pflanzen durch Resistenzzüchtung oder 

den Einsatz von Fungiziden, Insektiziden und Pestiziden gegen Pathogenbefall geschützt. Je-

doch ist der Einsatz chemischer Pflanzenschutzmittel mit vielen Risiken behaftet und es scheint 

daher geboten die Grundlagen der pflanzlichen Abwehr besser zu verstehen, um die Züchtung 

pathogenresistenter Pflanzen zu optimieren. 

Neben der Erforschung des pflanzlichen Abwehrstoffwechsels und der Aufklärung abwehrrele-

vanter Signaltransduktionswege könnte der Untersuchung des pflanzlichen Primärstoffwechsels 

während der Abwehr eine ebenfalls nicht unbedeutende Rolle zukommen. Viele Prozesse des 

Primärstoffwechsels liefern die energetische und metabolische Grundlage für die Reaktionen der 

pflanzlichen Abwehr und können daher auch als Grundlage der pflanzlichen Pathogenresistenz 

betrachtet oder, wie im Folgenden beschrieben, möglicherweise sogar als integraler Bestandteil 

der Abwehrreaktionen angesehen werden. Ein besseres Verständnis dieser Prozesse könnte bei 

der Züchtung neuer Pflanzenlinien dazu beitragen, dass das Anlaufen pflanzlicher Abwehrpro-

zesse unterstützt und die Effizienz der Abwehr von Pathogenen optimiert werden könnte. Daher 

stehen Untersuchungen der Photosynthese und des Kohlenhydrat- und Primärstoffwechsels von 

Tabakblättern während der Abwehr des phytopathogenen Oomyceten Phytophthora nicotianae 

im Zentrum der vorliegenden Arbeit. 

1.1 Die Wirtspflanze Nicotiana tabacum L. 

Die Solanáceae Nicotiana tabacum L. ist eine der am häufigsten angebauten 'non-food'-

Nutzpflanzen weltweit. Neben der – wenn auch zu Recht umstrittenen – wirtschaftlichen Bedeu-

tung von Tabak als Genussmittel, könnte dieser Pflanze zukünftig auch eine wichtige Rolle in 

der Biotechnologie und Pharmaindustrie zukommen [Arnst (2000)]. Da die Genetik von Tabak-

pflanzen bereits gut untersucht und verstanden ist, ist Tabak als Produzent vieler Protein-

basierter Medikamente, Impfstoffe und verschiedener Komponenten des menschlichen Blutes 

sehr gut geeignet. Beispielsweise kann das Wachstumshormon Somatotropin, welches zur Be-

handlung von Zwergwuchspatienten dient und bislang extrem kostenintensiv produziert werden 

musste, in Tabakpflanzen kostengünstig hergestellt werden [Staub et al. (2000)]. Auch die Pro-

duktion des Spinnen Seiden Proteins ('spider silk proteins'), welches sich aufgrund seiner be-

merkenswerten mechanischen Eigenschaften für viele technische Anwendungen eignet, jedoch 

aus Spinnen nur in geringsten Mengen zu isolieren ist, wird bereits mit gutem Erfolg in Tabak-

pflanzen durchgeführt [Scheller et al. (2001)]. Zukünftig könnte der Tabakanbau für das sog. 
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’drug-farming’ die heutigen Anbaumengen um ein vielfaches übertreffen. Daher ist das bessere 

Verständnis der Interaktion dieser Nutzpflanze mit Pathogenen ein wichtiger Beitrag um einen 

effektiven Schutz dieser Pflanzen zu gewährleisten und Verluste möglichst gering zu halten. 

Die Nutzung von Tabakpflanzen für die Untersuchungen des pflanzlichen Primärstoffwechsels 

bei der Pathogenabwehr ist allerdings nicht nur aus wirtschaftlichen Gründen interessant. Es e-

xistieren mittlerweile etliche Tabak-Transformanten, die gezielt in ihrem Kohlenhydrat- oder 

Primär-Stoffwechsel verändert sind. Solche Transformanten eignen sich sehr gut um zu einem 

besseren Verständnis der Rolle des Primärstoffwechsels für eine erfolgreiche pflanzliche Ab-

wehr beizutragen. Außerdem ist Tabak einfach und stabil transformierbar, so dass eine gezielte 

Herstellung von Transformanten möglich ist, um die Bedeutung einzelner Stoffwechselwege 

während der pflanzlichen Abwehr genauer zu untersuchen. Des Weiteren ist Tabak eng mit an-

deren wirtschaftlich bedeutsamen Nutzpflanzen, wie Kartoffel (Solánum tuberósum L.) oder 

Tomate (Solánum lycopérsicum L.), verwandt. Die an dem hier untersuchten System gewonne-

nen Erkenntnisse könnten daher auch auf andere Interaktionen zwischen anderen Solanáceae 

und ihren Pathogenen übertragbar sein. 

1.2 Das Pathogen Phytophthora nicotianae van Breda de Haan 

Der bodenbürtige Oomycet Phytophthora nicotianae (P. nicotianae, ehem. P. parasitica var. 

nicotiana) ist ein weltweit verbreitetes, hemibiotrophes Pathogen von Tabak und löst die sog. 

Blattflecken-Krankheit (’black-shank-disease’) von Tabak aus. Diese Krankheit verursacht bis-

lang noch durchschnittliche jährliche Ertragsausfälle von ca. 2,5%, wobei einzelne Pflanzenbe-

stände in Folge dieser Infektion sogar vollständig zerstört werden können [Tisdale & Kelley 

(1926)]. Neben seinem Hauptwirt kann P. nicotianae über 70 weitere Pflanzen, darunter viele 

Solanáceen der tropischen und gemäßigten Klimazonen, befallen [Erwin & Ribeiro (1996)]. 

Abbildung 1-1 A zeigt den Entwicklungszyklus des Oomyceten P. nicotianae. Dieses Pathogen 

produziert asexuell mobile Zoosporen, die sich, angezogen durch Signalstoffe, die am Wurzel-

meristem oder an Verletzungen der Wurzel freigesetzt werden, aktiv zu ihrer Wirtspflanze be-

wegen können. Unter günstigen Witterungsbedingungen kann alle 72 Stunden eine neue Zoo-

sporengeneration freigesetzt werden und zu einer epidemischen Ausbreitung des Pathogens in-

nerhalb eines Tabakbestands führen. Sind die Umweltbedingungen ungünstig für das Überleben 

der Zoosporen, bildet P. nicotianae sexuell dickwandige Oosporen aus, welche jahrelang im 

Boden überdauern können. Bei erneut günstigen Wachstumsbedingungen keimen diese Sporen 

aus und bilden ein diploides Sporangium, aus welchem eine neue Zoosporengeneration entlas-

sen wird. Günstige Bedingungen für die Infektion mit Zoosporen von P. nicotianae sind war-

mes, feuchtes Wetter. Typische Symptome der Blattflecken-Krankheit sind das Verrotten der 

Wurzeln und des Stängel-Marks sowie das schnelle Vergilben und Verwelken der Blätter durch 
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Wassermangel. Auch wenn die Infektion üblicherweise über die Wurzeln stattfindet, ist eine di-

rekte Infektion der Blätter über Regentropfen möglich.  

 

Abbildung 1-1 Entwicklung des Oomyceten P. nicotianae auf Tabak. (A) Schema des Lebenszyklus von P. ni-

cotianae (modifiziert nach Agrios (1978)). Durch P. nicotianae hervorgerufene Krankheitssymptome an (B) Stän-

gel, (C) Leitbahnen, (D) Wurzeln und (E) Blättern befallener Tabakpflanzen. Nähere Erklärungen im Text. 

Viele wirtschaftlich bedeutende Pathogene von Kulturpflanzen sind Oomyceten. Alleine die 

durch Phytophthora infestans verursachte Kraut- und Knollenfäule der Kartoffel kann in feuch-

ten Sommern Ertragsausfälle von 20 – 30% der weltweiten Kartoffelernte ausmachen [ProfilOn-

line N.N. (2005)]. Oomyceten wurden über viele Jahre hinweg zu den echten Pilzen (Reich: 

Fungi) gezählt, da ihr mycelartiger Habitus dem echter Pilze sehr ähnlich ist. Allerdings weist 

die Zellwand der Oomyceten Cellulose und ihre Zellmembran nur wenige oder keine Sterole auf 

[Judelson (1997)]. Diese Komponenten sind jedoch das Angriffsziel vieler Fungizide und toxi-

scher Saponine bei der Abwehr pilzlicher Pathogene [Osbourn (1996)], weshalb eine effektive 

Bekämpfung von Oomyceten schwierig ist. Im Gegensatz zu den echten Pilzen weisen Oomyce-

ten außerdem ein mobiles Lebensstadium – die Zoosporen – auf. Aufgrund dieser Unterschiede 

und phylogenetischer Untersuchungen werden die Oomyceten inzwischen dem Reich der 

Chromista zugerechnet, sind also näher mit den Braunalgen und Diatomaeen verwandt, als mit 

den echten Pilzen. Die genannten Unterschiede deuten darauf hin, dass Pflanzen spezifische ge-

netische und metabolische Mechanismen zur Abwehr von Oomyceten aufweisen müssen. Aller-

dings gibt es bislang nur unzureichende Informationen über Abwehr-induzierte Veränderungen 

des pflanzlichen Primärstoffwechsels während der Abwehr von Oomyceten 
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1.3 Grundlagen der pflanzlichen Pathogenabwehr 

Natürlicherweise sind Pflanzen ständig den Angriffen mikrobieller Pathogene ausgesetzt. Ge-

genüber den meisten der potentiell pathogenen Organismen sind die Pflanzen jedoch resistent, 

ein Phänomen welches als Basis- oder Nichtwirts-Resistenz bezeichnet wird [Prell (1996)]. 

Diese Pflanzen bleiben frei vom Befall solcher Pathogene und stellen daher für diese Pathogene 

sog. Nicht-Wirts-Pflanzen dar. Die Basisresistenz kann auf verschiedenen Eigenschaften der 

Pflanze beruhen. So können sowohl präformierte Abwehrmechanismen, wie z.B. eine besonders 

widerstandsfähige Kutikula oder andere strukturelle Barrieren, und verschiedene induzierbare 

pflanzliche Abwehrmechanismen (z.B. Phytoalexinbildung oder die hypersensitive Reaktion) zu 

dieser Form der Resistenz beitragen. Allerdings kann eine solche Basisresistenz auch auf eine 

beim Pathogen nicht vorhandene, für die erfolgreiche Parasitierung jedoch notwendige, metabo-

lische Anpassung zurückzuführen sein. Daher führen also die Auswirkungen aller Umstände, 

welche eine Parasitierung einer Pflanze durch ein Pathogen unterbinden zur Ausprägung der Ba-

sisresistenz, welche daher auch als Basis-Inkompatibilität bezeichnet wird. Gelingt es einem 

Pathogen diese ersten, unspezifischen Barrieren zu überwinden wird die Pflanze zu einer 

Wirtspflanze für das entsprechende Pathogen und es besteht eine sog. Basis-Kompatibilität 

zwischen Pflanze und Pathogen.  

Die Begriffe ’kompatibel’ und ’inkompatibel’ werden jedoch auch für Pflanze-Pathogen-

Interaktionen verwendet bei denen eine Basis-Kompatibilität zwischen Pflanze und Pathogen 

besteht. In diesem Fall spricht man von einer inkompatiblen Interaktion wenn das Pathogen 

durch kultivar- oder rasse-spezifische Abwehrmechanismen am weiteren Befall einer resistenten 

Wirtspflanze gehindert wird. Das Pathogen ist in diesem Fall avirulent, die Pflanze resistent. 

Bei einer kompatiblen Interaktion erkennt die Wirtspflanze ein angreifendes Pathogen nicht 

oder zu spät und das Pathogen breitet sich im Gewebe der Pflanze aus. Hier kann es seinen Le-

benszyklus vollenden und eine neue Sporengeneration ausbilden – das Pathogen ist virulent, die 

Pflanze suszeptibel. Neben hochresistenten und suszeptiblen Pflanzenkultivaren gibt es jedoch 

i.d.R. noch mäßig resistente Pflanzenlinien mit unterschiedlichen Abwehrstrategien. In diesen 

Kultivaren wird die Ausbreitung eines Pathogens häufig nicht so effizient unterbunden, wie es 

in hochresistenten Kultivaren der Fall ist. Daher ist es insbesondere bei mäßiger Resistenz 

schwierig zwischen Abehr- und Pathogen-induzierten Änderungen im pflanzlichen Stoffwechsel 

zu differenzieren. 

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Interaktion zwischen Tabak und P. nicotianae ist 

eine basis-kompatible Interaktion von Pflanze und Pathogen. Tabak ist eine Wirtspflanze für 

P. nicotianae, welches die Basisresistenz dieser Pflanze überwinden kann. Die hier zu beobach-

tenden Abwehrreaktionen der Pflanze sind also Parasit-, möglicherweise sogar Kultivar-

spezifisch. 
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1.4 Pflanzliche Abwehrmechanismen 

Bei der Interaktion von Pflanzen und Pathogenen kann die pflanzliche Resistenz – egal ob Ba-

sis- oder Kultivar-, bzw. Parasit-spezifische Resistenz – durch eine Vielzahl an Abwehrreaktio-

nen ausgelöst werden. Zu diesen Reaktionen zählen u.a. die hypersensitive Reaktion (HR), me-

chanische Verstärkungen der pflanzlichen Zellwand durch Einlagerung von z.B. Lignin [als Re-

view siehe Lamb & Dixon (1997)] oder Callose [z.B. Rodriguez-Gálvez & Mendgen (1995)], 

die Bildung toxischer Phytoalexine [als Review siehe Hammerschmidt (1999)], die Expression 

verschiedener Pathogen-induzierter Proteine (pathogenesis-related = PR-Proteine) [van Loon & 

van Strien (1999)] sowie der 'oxidative burst', d.h. die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies 

(reactive oxygen species = ROS), wie z.B. das Superoxid-Anion (O2
-●) oder Wasserstoffperoxid 

(H2O2) [Apel & Hirth (2004)]. 

1.4.1 Die hypersensitive Reaktion 

Als HR bezeichnet man das schnelle (bis maximal 20 hpi) und lokale Absterben möglichst we-

niger infizierter Pflanzenzellen am Ort eines Pathogenangriffs oder auch einer abiotisch gesetz-

ten Verwundung, das mit der Ausbildung nekrotischer Läsionen, in welchen das angreifende 

Pathogen eingeschlossen wird, endet [Klement (1982), Goodman and Novacky (1994), Prell 

(1996)]. Dieses Absterben, eine Form des programmierten Zelltods [Greenberg (1997)], welches 

mit einer Amputation des befallenen Gewebes verglichen werden kann, hindert ein Pathogen an 

der weiteren Ausbreitung in der Pflanze und führt somit zur Resistenz gegenüber dem Erreger 

[Dixon et al. (1994)]. Die genauen biochemischen Grundlagen der HR sind noch nicht zweifels-

frei geklärt, jedoch konnten Veränderungen im Membranpotential, Ionentransport und der Akti-

vität der Lipidperoxidasen während der HR beobachtet werden [Keppler & Baker (1989), Atkin-

son et al. (1990)]. Die HR ist bei Rasse-spezifischer Resistenz gegen biotrophe und hemibi-

otrophe Pathogene die am häufigsten zu beobachtende Abwehrreaktion von Wirtspflanzen [Prell 

(1996)], stellt allerdings auch bei der Nichtwirts- oder Basis-Resistenz eine wichtige pflanzliche 

Abwehrreaktion dar [Vleeshouwers et al. (2000)]. So lösen z.B. von der Gattung Phytophthora 

produzierte Proteine, sog. Elicitine, die HR auch in Nichtwirts-Pflanzen der Gattung Nicotiana 

aus [Kamoun et al. (1993)]. Diese Form der HR wird als heterologe HR bezeichnet [Prell 

(1996)]. Während einer kompatiblen Interaktion wird die HR nicht oder nur schwach ausgelöst 

und es kann sich eine stabile Beziehung zwischen Pathogen und Pflanze ausbilden, was wieder-

um zur Krankheit der Pflanze führt.  

1.4.2 Reaktive Sauerstoff-Spezies 

ROS, wie z.B. H2O2, Superoxid (O2
-●) oder Hydroxyl-Radikale (OH-) sind als frühe Signalmo-

leküle in Signalkaskaden involviert, die durch verschiedene externe und entwicklungsabhängige 

Stimuli aktiviert werden [Lamb & Dixon (1997), Bolwell (1999)]. H2O2 gilt als wichtiges Sig-
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nalmolekül bei der Interaktion von Pflanzen und Pathogenen und spielt eine zentrale Rolle bei 

der Induktion Abwehr-korrelierter Gene, wie z.B. für PR-Proteine, Enzyme des Phenylpropa-

noid-Stoffwechsels oder auch für ROS-entgiftende Enzyme [Levine et al. (1994), Mittler et al. 

(1999), Schenk et al. (2000)]. Außerdem spielt die Bildung extrazellulärer ROS, der sog. 'oxida-

tive burst', eine wichtige Rolle bei Regulation und Ablauf des hypersensitiven Zelltod-

Programms [Bolwell & Wojtaszek (1997)]. H2O2 ist das stabilste aller ROS-Moleküle und kann 

sich durch die pflanzliche Zellwand auf benachbarte Zellen ausbreiten. Neben seiner Signal-

funktion wird H2O2 außerdem die Beteiligung an der verstärkten Expression des PR-1 Proteins 

[Chamnongpol et al. (1998)], am Abwehr-induzierten Zelltod [Levine et al. (1994)] und beim 

Abtöten eingedrungener Pathogene zugesprochen [Peng & Kuc (1992), Medhy et al. (1996), 

Lamb & Dixon (1997)]. Außerdem fungiert H2O2 als Oxidationsmittel der Peroxidasen bei der 

radikalische Quervernetzung von Phenylpropanen zu Lignin und ist an der Quervernetzung von 

Zellwand-Proteinen beteiligt [Bradley et al. (1992), Heldt (1999)]. Beide Maßnahmen dienen 

der Zellwandverstärkung und verhindern so die Ausbreitung von Pathogenen in der Pflanze. 

Während H2O2 als 'second-messenger' in Pflanze-Pathogen-Interaktionen weitestgehend aner-

kannt ist [Levine et al. (1994)], ist seine Rolle als primäres Signalmolekül bis dato umstritten. 

Während einige Untersuchungen Hinweise auf eine zentrale Rolle von H2O2 bei der Induktion 

der HR liefern [Alvarez et al. (1998), Pellinen et al. (2002)], schließen andere Arbeitsgruppen 

eine Funktion von H2O2 als primäres Signal bei der HR-Induktion aus. Ihren Beobachtungen 

zufolge wird der abwehr-induzierte hypersensitive Zelltod nicht immer von einem starken 'oxi-

dative burst' begleitet und es gibt Elicitoren, welche zwar den  hypersensitiven Zelltod, jedoch 

keinen 'oxidative burst' auslösen [Yu et al. (1998), Dorey et al. (1999), Jabs (1999)]. 

1.4.3 Zellwandverstärkung 

Die Verstärkung der pflanzlichen Zellwand ist eine häufig auftretende Maßnahme bei der Ab-

wehr mikrobieller Pathogene und bei abiotischer Verwundung. Eine Verstärkung der Zellwände 

kann das weitere Ausbreiten des Pathogens auf nicht-infizierte Zellen verhindern und schützt 

attackierte Zellen vor der Penetration durch Infektionsstrukturen des Pathogens, wodurch das 

Pathogen an der Nährstoffaufnahme gehindert wird. Bei mechanischer Verwundung des pflanz-

lichen Gewebes kann eine Verstärkung der Zellwände die Pflanze wirkungsvoll vor Pathoge-

nangriffen an der Verletzungsregion schützen. Zu den Zellwand-verstärkenden Maßnahmen 

zählen u.A. die Bildung und Einlagerung von Callose, Lignin, Suberin und anderen Polypheno-

len. 

1.4.3.1 Callose 

Eine schnelle und häufig zu beobachtende pflanzliche Reaktion auf Pathogenbefall ist die Bil-

dung von Papillen. Papillen sind Verdickungen der Zellwand, die ausgebildet werden um das 
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Eindringen von Penetrationshyphen in pflanzliche Zellen und somit den Zugang des Pathogens 

zu den Nährstoffen zu unterbinden [Schlösser (1983)]. Papillen bestehen größtenteils aus Callo-

se und Lignin und werden an den Kontaktzonen pilzlicher Pathogene und der Pflanzenzelle ge-

bildet [Schlösser (1983), Rodriguez-Gálvez & Mendgen (1995)]. Zur erfolgreichen Pathoge-

nabwehr muss die Papillenbildung genau dann erfolgen wenn pilzliche Infektionsstrukturen in 

Kontakt mit der pflanzlichen Zellwand treten und versuchen diese zu durchdringen. Erkennt die 

Pflanze den Pathogenangriff zu spät oder bildet die Papille zu langsam aus ist diese Abwehr-

maßnahme erfolglos. 

Neben der Papillenbildung hat Callose jedoch noch weitere Funktionen bei der Abwehr ver-

schiedener mikrobieller Pathogene inne, jedoch wird über die genaue Bedeutung der Callose bei 

der Pathogenabwehr noch kontrovers diskutiert. Während Hohl & Stossel (1976) Unterschiede 

in der Callosebildung resistenter und suszeptibler Kartoffel-Kultivare feststellten zeigten andere 

Arbeitsgruppen, dass die Callosebildung in Blättern resistenter und suszeptibler Pflanzen auftritt 

[Aist (1976), Cuypers & Hahlbrock (1988), Vleeshouwers et al. (2000)]. Während der hyper-

sensitiven Abwehrantwort bei der Interaktion von Kartoffel und P. infestans wurde Callosebil-

dung ausschließlich in der Zellwand umgebender Zellen, nicht aber in HR-Zellen beobachtet. 

Das gesunde Gewebe wird durch die Callosebildung vom Infektionsbereich abgeschottet und 

vor dem Pathogen geschützt. Bleibt die HR aus findet sich Callose nur in Papillen und sog. Krä-

gen ('Collars') in der Nähe des sich ausbreitenden Mycels [Vleeshouwers et al. (2000)]. Diese 

Callose-Krägen sind wahrscheinlich unfertige Papillen, die vom angreifenden Pathogen durch-

drungen werden konnten und sich wie ein Kragen um die Eintrittstelle legen, das Pathogen aber 

nicht an der Nähstoffaufnahme und am Wachstum hindern. Es gibt jedoch auch Hinweise die 

darauf hindeuten, dass es durch die Ausbildung von Papillen zu einer Unterdrückung von Sig-

nalkaskaden kommen könnte, die für das Anlaufen weiterer Abwehrmaßnahmen notwendig sind 

[Jacobs et al. (2003)]. 

Die Bildung von Callose spielt auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der Plasmodesmata. 

Es ist bereits bekannt, dass die Einlagerung von Callose in der plasmodesmalen Halsregion 

('neck region') den interzellulären Transport kleiner Moleküle, Ionen und auch Kohlenhydraten 

drastisch einschränken kann [Olesen & Robards (1990)]. Wolf et al. (1991) konnten zeigen, 

dass die Anlagerung von Callose an den Plasmodesmata eine entscheidende Funktion in der Re-

gulation der plasmodesmalen Ausschlussgröße hat. Auch ist die Bewegung von Farbstoffen 

zwischen benachbarten Zellen im Infektionsbereich TMV-infizierter Tabakpflanzen, wo Callo-

sebildung an den Plasmodesmata auftritt, stark eingeschränkt [Susi (2000)]. Callose kann also 

auch die Ausbreitung von Pflanzenviren über die Plasmodesmata einschränken und scheint da-

her eine zentrale Rolle bei der Pathogenabwehr inne zu haben. 
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1.4.3.2 Lignin und Phenole 

Lignin ist nach Cellulose der zweit häufigste Naturstoff der Erde und auch in gesundem 

Pflanzengewebe ein wichtiger Bestandteil der pflanzlichen Zellwand. Die Synthese von Pheno-

len und Lignin ist ein aufwendiger Prozess und erfordert die Bereitstellung großer Mengen an 

Reduktionsäquivalenten, eine Aktivierung des Shikimatweges und der Phenylalanin-

Ammoniak-Lyase (PAL) sowie von Laccase und Peroxidase. 

Häufig tritt eine verstärkte Einlagerung von Lignin und anderen Polyphenolen – wie z.B. Sube-

rin – in die pflanzliche Zellwand nach Verwundung und Infektion auf [Nicholson & Hammer-

schmidt (1992), Díaz und Merino (1997)]. Diese Verstärkung der Zellwand stellt für die meisten 

phytopathogenen Mikroorganismen eine unüberwindbare Barriere dar, die sie an der weiteren 

Ausbreitung im Pflanzengewebe hindert. Nur wenige Bakterien und einige Waldfäulepilze sind 

in der Lage Lignin abzubauen [Heldt (1999)]. Hervorgerufen durch die Phenolbiosynthese geht 

der eigentlichen Lignifizierung und der HR eine gut zu detektierende Chemilumineszenz der 

betroffenen Zellen voraus [Moerschbacher et al. (1990), Tiburzy & Reisener (1990)].  

 

1.4.4 Phytoalexine 

Phytoalexine sind niedermolekulare, lipophile Substanzen mit antibiotischer Wirkung, welche 

den Abwehr-bezogenen Proteinen (’defence related proteins’) zugerechnet werden. Zu den Phy-

toalexinen zählen Substanzen verschiedener Stoffklassen, wie Phenole, Tannine, Flavonoide, 

Terpenoide oder cyanogene Glucoside und ihre Synthese ist häufig schon innerhalb weniger 

Stunden nach Infektion nachweisbar [Prell (1996)]. In vielen Fällen stammen die Phytoalexine 

aus dem Phenylpropanoid-Stoffwechsel und werden als Reaktion auf Stress, Verwundung und 

Infektionen gebildet. Die Wirkung dieser Substanzen beruht i.d.R. auf Wechselwirkungen der 

Phytoalexine mit der Membran des Pathogens. Es gibt eindeutige Korrelationen zwischen der 

Aktivierung von Enzymen des Phenylpropanoid-Stoffwechsels – wie z.B. der PAL –, der Ak-

kumulation von Phytoalexinen und pflanzlicher Resistenz [Rogers et al. (1996), Smith (1996), 

Barz (1997), Hammerschmidt (1999)]. Eine notwendige Voraussetzung für eine erfolgreiche 

Pathogenabwehr ist ein frühzeitiger und ausreichend hoher Anstieg von Phytoalexinen [Hahn et 

al. (1985)]. Auch bei einigen kompatiblen Wirt-Parasit Interaktionen konnte die Bildung von 

Phytoalexinen beobachtet werden, jedoch ist der Anstieg langsamer und schwächer, so dass das 

Pathogen nicht an der Besiedlung der Wirtspflanze gehindert wird [Prell (1996)]. Wie so oft ent-

scheiden Geschwindigkeit und Intensität mit der eine Abwehrreaktion ausgeführt wird über 

Abwehr des Pathogens oder Befall der Pflanze. 
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1.5 Zusammenhang von pflanzlichem Primärstoffwechsel und Abwehr 

Der Abwehr- und Sekundärstoffwechsel bei der pflanzlichen Abwehr ist gut beschrieben und 

war bereits Schwerpunkt vieler Untersuchungen [z.B. Lamb & Dixon (1997), van Loon & van 

Strien (1999), Bolwell (1999)]. Auch die Beteiligung des pflanzlichen Primärstoffwechsels an 

der Abwehr wurde bereits gut untersucht, jedoch fehlt nach wie vor ein passendes Konzept, 

welches die Beteiligung des pflanzlichen Primärstoffwechsels an der Pathogenabwehr befriedi-

gend beschreibt [Conrath et al. (2003)]. Ein Grund für dieses Problem könnte darin liegen, dass 

die Änderungen des Primärstoffwechsels an verschiedenen Pathosystemen untersucht worden 

sind und die Grenzen von Pathogen-bedingten und Abwehr-induzierten Stoffwechseländerun-

gen, je nach Resistenztyp, fließend und oftmals nur schwer auszumachen sind. Die vielen dis-

krepanten Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass Pflanzen verschiedene Strategien zur Ab-

wehr unterschiedlicher Pathogene verfolgen. So könnte das hypersensitive Absterben befallener 

Gewebsbereiche zwar hinreichenden Schutz vor biotrophen Pathogenen bieten, welche auf die 

Versorgung durch intakte Pflanzenzellen angewiesen sind, jedoch verschiedene nekro- oder per-

totrophe Pathogene nicht an einer weiteren Besiedlung der Pflanze hindern oder diesen Patho-

genen sogar von Nutzen sein [Govrin & Levine (2000)].  

Wie bereits ausführlich geschildert ist die HR eine weit verbreitete, radikale Abwehrreaktion 

infizierter Pflanzenzellen. Durch das gezielte Abschotten und Abtöten infizierter Gewebsberei-

che kann eine Pflanze das Ausbreiten eines Pathogens oftmals unterbinden und so das restliche 

Gewebe vor Befall bewahren. In der Regel führt die HR zum Tod der betroffenen Pflanzenzel-

len oder -gewebe. Die HR und die assoziiert ablaufenden Abwehrprozesse benötigen viel Ener-

gie sowie große Mengen an Reduktionsäquivalenten und Kohlenhydrat-Grundgerüsten. Allein 

die Biosynthese von Lignin, zur Verstärkung der pflanzlichen Zellwand, erfordert neben der Be-

reitstellung von Phenylalanin aus dem Shikimatweg, große Mengen an Reduktionsäquivalenten 

und Energie (vgl. Kapitel 1.4). Auch die abwehr-induzierte Bildung von ROS – insbesondere 

H2O2 – steigert den Bedarf an NADPH zusätzlich. Der cytosolische oxidative Pentose Phosphat 

Weg (’oxidative Pentose Phosphate Pathway’ = OPPP) spielt daher vermutlich eine zentrale 

Rolle bei der Abwehr von Pathogenen, da über diesen Weg Reduktionsäquivalente für die ge-

nannten Abwehrreaktionen bereitgestellt werden könnten. Außerdem stellt der stromale OPPP 

Erythrose-4-P (Ery-4-P) für den Shikimatweg zur Verfügung. Das hierfür außerdem benötigte 

Phosphoenolpyruvat (PEP) entstammt der Glykolyse, die ebenfalls eine Voraussetzung für die 

respiratorische Bereitstellung von ATP darstellt.  

1.5.1 Kohlenhydratstoffwechsel und pflanzliche Abwehr 

In einem ausgewachsenen 'Source’-Blatt spielt der respiratorische Stoffwechsel (OPPP, Glyko-

lyse, Citrat-Zyklus, Endoxidation), welcher die benötigten Substrate für die pflanzliche Abwehr 
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bereitstellen könnte, jedoch eine untergeordnete Rolle und läuft auf einem für die Eigenversor-

gung der Zellen nötigen Grundniveau ab [Scheideler et al. (2002)] (Abbildung 1-2). Der Stoff-

wechsel dieser Zellen ist optimal auf die Gewinnung von Kohlenhydraten aus der Photosynthese 

und deren Export ausgerichtet. Die Expression von Genen des respiratorischen Stoffwechsels ist 

in diesen Geweben stark reprimiert, während Gene des assimilatorischen Stoffwechsels stark 

exprimiert sind [Turgeon (1989), Topping & Leaver (1990)]. Die Regulation der Expressions-

muster erfolgt über verschiedene Faktoren, wie z.B. Licht [Thompson & White (1991)] und Me-

tabolite, vor allem Kohlenhydrate ('sugar-sensing') [z.B. Koch (1996), Rolland et al. (2002)]. 

Übersteigt die Produktion den Eigenbedarf an Kohlenhydraten werden nicht benötigte Photoas-

similate als Saccharose exportiert [Hawker (1985)] und über das Phloem zu den Verbrauchs- 

und Speicherorganen ('Sink’-Gewebe) transportiert. Dieses können sowohl pflanzliche Spei-

cherorgane, wie Wurzelknollen und Samen (Speicher-’Sink'), als auch metabolisch aktive Ge-

webe, wie junge Blätter, Meristeme oder Reproduktionsorgane (Verbrauchs-’Sink') sein [Haw-

ker et al. (1991)].  

 

Abbildung 1-2 Schematische Darstellung des Primärstoffwechsels in ausdifferenzierten, photoautotrophen 

’Source’-Zellen und heterotrophem ’Sink’-Gewebe. Modifiziert nach Esfeld (2000). 

Kohlenhydrate sind in Pflanzen nicht nur Substrat für das Wachstum von ’Sink’-Geweben, son-

dern haben eine Schlüsselrolle bei der Regulation der Expression vieler Gene inne [z.B. Koch 

(1996)]. Viele ’Sink’-spezifische Gene, wie z.B. die Saccharose-Synthase (’Sucrose Synthase’ = 

SuSy) [Salanoubat & Belliars (1989)] und die apoplastidäre Invertase [Roitsch et al. (1995)], 

können durch Glucose oder Saccharose induziert werden. Es konnte ebenfalls bereits gezeigt 

werden, dass Pathogen- und Stress-korrelierte Gene, wie die Chalkon-Synthase [Tsukaya et al. 

(1991)] oder den Proteinase Inhibitor II in Kartoffel [Johnson & Ryan (1990)], durch Zucker 



Einleitung 11 

induzierbar sind. Genau gegensätzlich erfolgt die Regulation vieler Kern-codierter photosynthe-

tischer Gene, wie z.B. der kleinen Untereinheit der RubisCO (RbcS) und des Chlorophyll-a 

Bindeproteins (Cab), deren Expression durch Kohlenhydrate reprimiert wird [Sheen (1990), 

Krapp et al. (1993)]. Jang & Scheen (1994) haben ein Modell vorgestellt in welchem sie einen 

Zucker-regulierten Mechanismus postulieren, welcher als ein Schalter für die Genexpression 

fungiert um zelluläre Abwehrprozesse zu unterstützen. Dieses Modell wurde durch die Arbeiten 

von Herbers et al. (1996 a) an Zucker-akkumulierenden transgenen Tabakpflanzen mit übe-

rexprimierten Hefe-Invertasen unterstützt. Die Essenz dieses Modells ist, dass die Induktion der 

apoplastidären Invertase, z.B. durch Verwundung oder einen Pathogenangriff, in einem erhöhten 

Zuckergehalt und gesteigerter Pathogen-Resistenz resultiert. Gleichzeitig wir die Transkription 

photosynthetischer Gene reprimiert und ’Sink’-korrelierte Gene stark exprimiert. 

Die extrazelluläre Invertase ist das Schlüsselenzym der apoplastidären Phloementladung und 

katalysiert die irreversible, hydrolytische Spaltung der Saccharose zu Glucose und Fructose [als 

Review siehe Roitsch et al. (2003)]. Die Bedeutung dieses Enzyms für die pflanzliche ’Sink-

Source’-Regulation konnte an transgenen Tabakpflanzen aufgezeigt werden, die konstitutiv eine 

Hefe-Invertase im Apoplasten des ’Source’-Gewebes exprimieren [von Schaewen et al. (1990), 

Sonnewald et al. (1991)]. Bei diesen Pflanzen kommt es durch die Störung der Phloembeladung, 

d.h. des Saccharose-Exports, zu einer massiven Anreicherung von Photoassimilaten und zu einer 

Inhibition der Photosynthese in den ’Source’-Blättern [von Schaewen et al. (1990), Sonnewald 

et al. (1991)]. Weiterhin kommt es in diesen Pflanzen zu Störungen im ROS- und Antioxidant-

Haushalt [Polle (1996)], zu einer Anreicherung von Salicylsäure (’salicylic acid’ = SA), einer 

gesteigerten Expression abwehr-induzierter Gene (PR-Proteine) und einer erhöhten Resistenz 

gegenüber der Infektion mit Potato Virus Y [Herbers et al. (1996 a)]. Die Beteiligung der a-

poplastidären Invertase während der Interaktion von Pflanzen mit mikrobiellen Pathogenen 

konnte bereits häufig beobachtet werden [Sturm and Chrispeels (1990), Benhamou et al. (1991), 

Heisterüber (1993), Heisterüber et al. (1994), Scholes et al. (1994), Hall and Williams (2000), 

Herbers et al. (2000)]. Roitsch et al. (2003) postulieren darüber hinaus sogar, dass die apoplasti-

däre Invertase ein PR-Protein ist. Die aus der Invertasereaktion stammenden Hexosen verändern 

die Expressionsmuster vieler Gene [als Review siehe Smeekens (2000), Rolland et al. (2002)], 

welche wiederum Abwehr-korrelierte Gene, wie die Peroxidase und andere PR-Proteine aktivie-

ren [Herbers et al. (1996 a, b)]. Interessanterweise hat sich ergeben, dass der Schwellenwert an 

Hexosen für die Induktion Abwehr-korrelierter Gene identisch mit dem Schwellenwert zur Re-

pression photosynthetischer Gene ist [Herbers et al. (1996 b)]. Durch Zuckerfütterung zu Blatt-

scheiben konnte unabhängig von SA eine Induktion Abwehr-korrelierter Gene ausgelöst werden 

[Herbers et al. (1996 b)]. Die aufgeführten Arbeiten sind Teil einer Beweiskette die in den 

1990er Jahren entstanden ist und unter Anderem aussagt, dass es durch eine Anreicherung von 
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Zuckern zur Verminderung der Expression photosynthetischer Gene und einer Verstärkung des 

’Sink’-Stoffwechsels kommt [Paul & Foyer (2001)]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Vorgän-

ge in den transgenen Tabakpflanzen von hochkomplexer Natur sind und wahrscheinlich viele 

unabhängige Signalwege die pflanzliche Abwehr aktivieren [Herbers et al. (1996 a)]. Mögli-

cherweise hat die Hefe-Invertase eine Doppelrolle inne. Zum einen verhindert sie durch ihre en-

zymatische Aktivität die Phloembeladung im ’Source’-Gewebe und löst einen Zuckerrückstau 

aus, der über das ’sugar-sensing’ zu den beschriebenen Änderungen im Stoffwechsel der Pflan-

ze, bis hin zur HR führt. Andererseits könnte die Hefe-Invertase aufgrund ihrer pilzlichen Her-

kunft als Elicitor wirken und über SA-abhängige Signalwege pflanzliche Abwehrreaktionen aus-

lösen. 

Ehness et al. (1997) konnten bereits zeigen, dass die Elicitor-ausgelöste Induktion der apoplasti-

dären Invertase der Regulation von PAL oder RbcS nicht vorhergeht, sondern in etwa zeitgleich 

ausgelöst wird. Nach Verwundung geht die PAL-Induktion der Induktion der apoplastidären In-

vertase sogar zeitlich voraus [Sturm & Chrispeels (1990), Ehness et al. (1997)]. Diese Daten 

sind gute Hinweise darauf, dass die Erhöhung des apoplastidären Glukose-Levels möglicherwei-

se nicht das alleinige extrazelluläre Signal darstellt, welches nach einem Pathogen-Angriff die 

Abwehrreaktionen induziert und die Expression photosynthetischer Gene reprimiert, wie es von 

Jang & Sheen (1994) vorgeschlagen wurde. Es konnte gezeigt werden, dass es neben der Regu-

lation durch Zucker noch weitere Stress-, bzw. Pathogen-induzierte Signalwege geben muss 

[Ehness et al. (1997)]. Nach Pathogenbefall konnte oftmals ein Absinken des Saccharose-

Exports aus dem infizierten Gewebe, bisweilen sogar ein gesteigerter Kohlenhydrat-Import in 

den Infektionsbereich, beobachtet werden [Farrar (1992), Ayres et al. (1996)]. Die Induktion der 

apoplastidären Invertase und von Hexose-Transportern sind wichtige Voraussetzungen für den 

erhöhten Zuckertransport in diesen neuen, Abwehr-induzierten ’Sink’-Bereich (Tang et al. 

1996).  

Alle genannten Beobachtungen zeigen, dass eine enge Verknüpfung zwischen dem Kohlenhyd-

rat-Status in infiziertem Gewebe und einer erfolgreichen pflanzlichen Abwehr besteht. Hierfür 

spricht auch das Phänomen der sog. pflanzlichen 'Hoch-Zucker-Resistenz' [Horsfall & Dimond 

(1957)] und die Tatsache, dass viele PR-Gene durch Kohlenhydrate induzierbar sind [Herbers et 

al. (1996 a, b)]. Das Zurückhalten von Kohlenhydraten am Infektionsort ist daher vermutlich 

eine wichtige unterstützende Maßnahme für eine erfolgreiche pflanzliche Abwehr, welche aller-

dings auch von eindringenden Pathogenen genutzt werden könnte [Ayres et al. (1996)].  

Neben den beschriebenen Änderungen im pflanzlichen Kohlenhydrathaushalt kommt es wäh-

rend kompatiblen und inkompatiblen Pflanze-Pathogen-Interaktionen zu weiteren Umstellungen 

des pflanzlichen Primärstoffwechsels. Neben Änderungen in der Photosynthese, die in Kapitel 

1.5.2 ausführlicher betrachtet werden, treten während dieser Interaktionen drastische Änderun-
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gen in Glykolyse, respiratorischer Aktivität und der stomatären Leitfähigkeit auf [als Review 

siehe Lucas (1998)]. In vielen Fällen konnte eine Steigerung in der Atmungsrate nach Infektion 

festgestellt werden, die bei vielen Interaktionen auf eine erhöhte metabolische Aktivität infizier-

ter Zellen zurückzuführen ist [Daly et al. (1961), Raggi (1978), Owera et al. (1981), Esfeld 

(2000), Schön (2001), Bassanezi et al. (2002), als Review siehe: MacKenzie & McIntosh 

(1999)]. Bei Untersuchungen an kompatiblen Interaktionssystemen muss jedoch beachtet wer-

den, dass auch ein sich ausbreitendes, stoffwechselaktives Pathogen einen erheblichen Beitrag 

zu einer gesteigerten Gesamt-Atmung beitragen kann. 

1.5.2 Photosynthese und pflanzliche Abwehr 

Die Etablierung eines heterotrophen Zell-Stoffwechsels scheint eine Grundvoraussetzung für 

das erfolgreiche Ablaufen der pflanzlichen Pathogenabwehr zu sein. Die Hemmung der Photo-

synthese könnte daher ebenfalls eine wichtige Voraussetzung für die Etablierung eines hete-

rotrophen Zellstoffwechsels im Licht sein, da einige Stoffwechselwege, wie Dunkelatmung, 

Glykolyse und OPPP, in direktem Konflikt mit den metabolischen Bedingungen in photoau-

totrophem Gewebe stehen. Beispielsweise werden Calvin-Zyklus und stromaler OPPP über das 

Thioredoxinsystem komplementär reguliert, um das Ablaufen eines energieverbrauchenden, un-

nützen Stoffwechsels ('futile cycling') zu vermeiden [Scheibe (1991)]. Zwar konnte ein Absin-

ken der Photosynthese während der Interaktion von Pflanzen und Pathogenen schon öfters beo-

bachtet werden (s.u.), jedoch wurde die potentielle Funktion einer solchen Hemmung während 

der Abwehr bislang nur unzureichend diskutiert und es ist noch weitestgehend unklar über wel-

che Mechanismen eine solche schnelle Hemmung der Photosynthese im Licht ausgelöst wird. 

Sowohl bei inkompatiblen als auch bei kompatiblen Pflanze-Pathogen-Interaktionen können 

sehr häufig strikt begrenzte oder sich ausbreitende Chlorosen oder Nekrosen im Blattgewebe 

beobachtet werden. Dieses ist ein guter Hinweis darauf, dass Störungen in den Lichtsammel-

komplexen und somit auch der Photosynthese eine wichtige Rolle bei der Entwicklung dieser 

Symptome spielen könnten [Bechtold et al. (2005)]. Änderungen im Level von Phytohormonen, 

wie Cytokinin oder auch Auxin, können in infizierten Blättern zur Beschleunigung oder Ver-

langsamung des Zelltods beitragen und führen unweigerlich zu Änderungen der photosyntheti-

schen Aktivität [Pennazio & Roggero (1998), Jameson (2002)]. Daher sind die Änderungen der 

Photosynthese und hiermit assoziierten Prozessen während der Interaktion von Pflanzen mit Pa-

thogenen stärker in den Focus der aktuellen Forschung gerückt. An infizierten Blättern oder Eli-

citor-behandelten Mesophyllzellen konnte ein Absinken des photosynthetischen Elektronen-

transports (PET), bei gleichzeitiger Steigerung der nicht-photochemischen und photochemischen 

Fluoreszenzlöschung (’quenching’ = qN und qP), beobachtet werden [Bechtold et al. (2005)]. 

Auch in vielen andere Arbeiten konnten ähnliche Änderungen der Photosynthese nach Patho-

genbefall beobachtet werden [Livne (1964); Raggi (1978); Boote et al. (1980); Bastiaans 
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(1991); Shtienberg (1992); Tang et al. (1996), Scholes & Rolfe (1996); Esfeld (2000), Schön 

(2001), Meyer et al. (2001); Bassanezi et al. (2002)]. Allerdings ist zu beachten, dass eine 

Hemmung der Photosynthese in fast allen Fällen erst zu sehr späten Zeitpunkten von kompatib-

len Interaktionen beobachtet wurde, wenn Chlorosen oder Nekrosen sichtbar wurden. In diesen 

Fällen ist eine Hemmung der Photosynthese wahrscheinlich eine Folge des Absterbens infizier-

ter Zellen. Einige Studien konnten zeigen, dass die Photosyntheserepression nicht nur auf die 

primäre Infektionsstelle, bzw. die Region in der sich nekrotische Läsionen ausbilden, beschränkt 

ist, sondern auch im umgebenden, nicht-infizierten Gewebe auftritt [Luque et al. (1999), Allen 

et al. (1999), El-Omari et al. (2001), Arias et al. (2003), Roloff et al. (2004)]. In einigen Fällen 

konnte auch eine Stimulation der Photosynthese nach Infektion beobachtet werden [Schmitt-

mann (1991), Tesci et al. (1994), Esfeld (2000), Schön (2001), Berger et al (2004)], welche so-

wohl anlaufende Abwehrreaktionen im infizierten Gewebe unterstützen oder auch der Versor-

gung eines biotrophen Pathogens während einer kompatiblen Interaktion dienen könnten. So-

wohl bei kompatiblen, wie auch bei inkompatiblen Interaktionen konnte ein Absinken der pho-

tosynthetischen Aktivität zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion beobachtet werden 

[z.B. Schmittmann (1991), Esfeld (2000), Schön (2001)]. Diese Effekte treten zwar zu unter-

schiedlichen Zeiten nach Infektion und mit unterschiedlicher Intensität auf, jedoch kann auch 

bei kompatiblen Interaktionen nicht ausgeschlossen werden, dass ein Teil der verminderten PS-

Aktivität auf abwehr-korrelierte Umstellungen des pflanzlichen Stoffwechsels zurückzuführen 

und nicht nur eine Folge des sich ausbreitenden Pathogens ist. Diese Problematik gilt natürlich 

auch für viele andere Abwehr- oder Pathogen-induzierte Stoffwechseländerungen. Die Ände-

rungen der photosynthetischen Aktivität könnten daher möglicherweise auch von der Ernäh-

rungsweise und der Infektionsstrategie des jeweiligen Pathogens abhängen. 

In der jüngeren Vergangenheit konnte einem Absinken der photosynthetischen Aktivität, insbe-

sondere der Reduktion in der CO2-Asimilationsrate, eine mögliche Rolle während der Pathoge-

nabwehr zugeschrieben werden. Ein Verschließen der Stomata könnte in infizierten Blattberei-

chen dazu führen, dass die Anregungsenergie den Lichtbedarf der CO2-Fixierung übersteigt 

(’excess exitation energy’ = EEE) und es hierdurch zu einer verstärkten Produktion von ROS 

kommen könnte [Mateo et al. (2004)]. So könnte z.B. Singulett-Sauerstoff (1O2) als Nebenpro-

dukt einer Überenergetisierung im Reaktionszentrum von PS II oder den Antennensystemen ent-

stehen. Superoxid (O2) und Wasserstoffperoxid (H2O2) könnten als Nebenprodukt der Photo-

Reduktion von molekularem Sauerstoff am PS I gebildet werden (Mehler-Reaktion). Indirekt 

könnte auch die Produktion von H2O2 durch die Reaktion der Glycolat-Oxidase in den Peroxi-

somen, als Folge verstärkter Photorespiration ansteigen [Asada (1999), Niyogi (1999), Fufezan 

et al. (2002), Bechtold et al. (2005)]. Eine weitere mögliche Funktion einer Photosynthese-

Hemmung und der daraus resultierenden Störung im Kohlenhydrathaushalt betroffener Zellen, 
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könnte die Induktion Abwehr-induzierter Gene durch lösliche Zucker sein (vgl. Kapitel 1.5.1).  

Es wurde auch bei verschiedenen Pathosystemen Veränderungen der Transpirationsrate nach 

Infektion beobachtet [Owera et al. (1981), Ephrath et al. (1989), McGrath & Pennypacker 

(1990), Shtienberg (1992), Bassanezi et al. (2002)]. Ein Absinken der Tanspirationsrate ist in 

vielen Fällen die Folge von verminderter stomatärer Leitfähigkeit. Bei kompatiblen Interaktio-

nen ist ein solches Absinken häufig auf eine Störung des Wassertransports durch das sich aus-

breitende Pathogen zurückzuführen. Während der Abwehr von Pathogenen könnte ein Ver-

schließen der Stomata das Eindringen von Pathogenen durch die Spaltöffnungen unterbinden 

und somit die Pflanze vor weiterem Befall schützen. 

1.6 Ziele und Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit 

Obwohl bereits einige Aspekte des pflanzlichen Primärstoffwechsels während der Interaktion 

von Pflanzen und Pathogenen untersucht worden sind, sind Interpretationen und Vergleiche der 

Reaktionen aufgrund der Vielfalt der untersuchten Interaktionen, Infektionsstrategien und Ab-

wehrantworten nur bedingt möglich. So ist es bei vielen Untersuchungen schwierig zwischen 

Abwehr- und Pathogen-induzierten Stoffwechseländerungen während einer Interaktion zu diffe-

renzieren. 

In der vorliegenden Arbeit soll daher zunächst ein Pathosystem verwendet werden (P. nicotia-

nae und das hochresistente Tabakkultivar N. tabacum L. cv SNN) bei welchem die Wirtspflanze 

bereits kurze Zeit nach Infektion die Induktion von Abwehrreaktionen zeigt und die Abwehr 

i.d.R. bereits nach ca. 24 hpi mit dem hypersensitiven Zelltod abgeschlossen ist. Da bei diesem 

System die Entwicklung des Pathogens bereits frühzeitig unterbunden wird und es nicht zur 

Ausbreitung des Pathogens über den primären Infektionsort hinaus kommt, können viele Ände-

rungen im pflanzlichen Primärstoffwechsel eindeutig auf die pflanzliche Abwehr zurückgeführt 

werden.  

Im Rahmen dieser Arbeit soll überprüft werden, ob einige der bereits beobachteten Umstellun-

gen des Primärstoffwechsels – insbesondere der Photosynthese – die Abwehr nicht nur beglei-

ten, sondern dazu dienen, die anlaufenden Abwehrprozesse metabolisch zu unterstützen und so 

die notwendigen Voraussetzungen für eine erfolgreiche Abwehrantwort schaffen. Die zentrale 

Frage dieser Arbeit ist also: Welche Rolle spielt die Photosynthese im Konzert der Stoffwech-

seländerungen und Abwehrreaktionen?  

Ein besonderes Augenmerk soll bei diesen Untersuchungen auf der frühen Phase der anlaufen-

den pflanzlichen Abwehrprozesse liegen, da insbesondere während dieser Phase ein autotropher 

Zellstoffwechsel und somit auch die Photosynthese, den Erfordernissen der anlaufenden Abwehr 

entgegenstehen. Konkret stellen sich also die Fragen, ob und wie es zu einer schnellen und effi-

zienten Hemmung der Photosynthese in infizierten ’Source’-Zellen kommen kann, wodurch die 
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Voraussetzungen zur Etablierung eines heterotrophen Abwehr-Stoffwechsels im Licht geschaf-

fen werden. 

Die hypersensitive Reaktion ist in der Regel ein hochlokalisierter Abwehrprozess und häufig auf 

Zellen oder Gewebsbereiche beschränkt, die direkt vom Pathogen angegriffen werden oder mit 

Elicitoren in Kontakt kommen. Mit dem bildgebenden Chlorophyll-a-Imaging soll makro- und 

mikroskopisch überprüft werden, ob Veränderungen der photosynthetischen Aktivität ebenso 

lokal auftreten wie einzelne Abwehrreaktionen (z.B. hypersensitiver Zelltod oder ROS-

Produktion), oder ob es systemische Reaktionen in der Umgebung infizierter Zellen gibt, die die 

Abwehrprozesse unterstützen. Ferner soll überprüft werden, welche Prozesse für die strikte Lo-

kalisation von Abwehrreaktionen und abwehr-korrelierten Änderungen des Primärstoffwechsels 

verantwortlich sein könnten. 

Während der pflanzlichen Abwehr wird oftmals ein ’Sink’-artiger Metabolismus in infizierten 

Zellen etabliert. Daher soll untersucht werden, ob es auch bei der inkompatiblen Interaktion von 

P. nicotianae und SNN zu derartigen abwehr-induzierten Stoffwechselumstellungen kommt 

(z.B. Atmung, OPPP). Allerdings erfordert das Anlaufen dieser Prozesse im Licht vermutlich 

eine Hemmung der Photosynthese in und des Kohlenhydrat-Exports aus den betroffenen Zellen. 

Ein ’Hoch-Zucker-Status’ infizierter Zellen oder die Versorgung infizierter Zellen mit Kohlen-

hydraten zur Unterstützung der Abwehr könnte allerdings nicht nur den Abwehrprozessen, son-

dern auch einem angreifenden Pathogen zugute kommen, da der Transport von Kohlenhydraten 

in der Regel über den Apoplasten erfolgt und diese einem angreifenden Pathogen hier zugäng-

lich wären. Es soll daher überprüft werden, ob eine effektive metabolische Abschottung infizier-

ter Zellen, in Verbindung mit einer Umstellung des Stoffwechsels möglicherweise ausreichend 

ist um autonom Energie, Reduktionsäquivalente und Metabolite für die Abwehrprozesse bereit-

zustellen. Untersuchungen an verschieden resistenten Tabaklinien und Tabaktransformanten mit 

Störungen im Kohlenhydrat- und Primärstoffwechsel, könnten zudem weitere Einblicke in die 

Bedeutung einzelner Stoffwechselwege für eine erfolgreiche Abwehrantwort geben. 

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein breites Spektrum verschiedener Methoden eingesetzt werden. 

Hierzu zählen z.B. bildgebendes Chlorophyll-a-Imaging (seit dieser Arbeit auch auf zellulärer 

Ebene, siehe Kapitel 3), Messungen der P700-Reduktionskinetik und des pflanzlichen Gaswech-

sels, Expressionsanalytik mittels Northern-Blot, biochemischen Untersuchungen von Enzymak-

tivitäten und Metaboliten sowie histochemische Untersuchungen (Fluoreszenzmikroskopie und 

confokale Laser-Scanning-Mikroskopie). Durch die Kombination dieser Methoden sollte es 

möglich sein, eine grundlegende Charakterisierung von pflanzlichem Primärstoffwechsel und 

Abwehrprozessen durchzuführen. Hierdurch sollte eine Aufklärung der zeitlichen Abfolge und 

räumlichen Korrelation vieler Abwehr-induzierter Prozesse und ihrer Bedeutung für die Abwehr 

ermöglicht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Organismen 

2.1.1 Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L.) 

Für die Versuche wurden folgende Tabaklinien verwendet: Das hochresistente Kultivar Nicotia-

na tabacum L. cv SamsunNN (SNN; Vereinigte Saatzuchten e.G., Ebstorf), das suszeptible Kul-

tivar N. tabacum L. cv Xanthi (Xanthi) und eine Xanthi-Transformante welche eine NADPH-

tolerante P2-Isoform (plastidär) der G-6-PDH konstitutiv im Cytosol exprimiert (cP2-Pflanzen). 

Der Xanthi-Wildtyp und die Transformanten wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Antje von 

Schaewen (IfB, WWU Münster) zur Verfügung gestellt. Alle Pflanzen wurden im institutseige-

nen Gewächshaus angezogen und mindestens drei Wochen vor Versuchsbeginn in Klimakam-

mern überführt. Die Pflanzen wurden in Einheitserde Typ ED 73 (Gebr. Patzer GmbH & Co 

KG, Sinnetal-Jossa, Deutschland) angezogen und regelmäßig mit Hackaphos gelb (7,6% Nit-

ratstickstoff, 12,4% Ammoniumstickstoff, 16% wasserlösliches Kaliumoxid) gedüngt. Die kon-

trollierte Anzucht in den Klimakammern erfolgte bei einem Licht-/Dunkel-Rhythmus von 14/10 

h und einer Temperatur von 24°C (Tag), bzw. 22°C (Nacht). Die Anzuchts-Lichtintensität be-

trug ca. 350 µmol Quanten m-2 s-1. Für die Untersuchungen wurden sechs bis acht Wochen alte 

Tabakpflanzen, mit ca. fünf ausgewachsenen source-Blättern verwendet. 

2.1.2 Das Pathogen (Phytophthora nicotianae van Breda de Haan) 

Die Stammhaltung des Oomyceten Phytophthora nicotianae van Breda de Haan (P. nicotianae) 

Isolat 1828 (DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland) erfolgte auf geklärtem Tomatensaft-

Agar bei 24°C [v. Broembsen & Deacon (1996)]. Der Oomycet wurde alle zwei Wochen von 

dicht bewachsenen Platten aus auf neue V8-Platten überimpft und die Pertischalen wurden an-

schließend mit Parafilm luftdurchlässig verschlossen.  

2.2 Geräte 

2.2.1 Chlorophyll-a-Fluoreszenz Imaging 

Das in dieser Arbeit eingesetzte Imaging-System basiert grundsätzlich auf dem von Dr. Kathari-

na Siebke entwickelten und beschriebenen System [Siebke & Weis (1995 a)]. In Abbildung 2-1 

ist der Aufbau des hier verwendeten, leicht modifizierten Imaging-Systems schematisch darge-

stellt und wird im Folgenden detailliert beschrieben. 
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Abbildung 2-1 Schematische Darstellung des Chlorophyll-a-Fluoreszenz Imaging-Systems (modifiziert nach 

Siebke & Weis (1995 a)). (a) Diaprojektor mit HMI-Lampe, (b) Shutter mit NG-Filtern zur Einstellung der Lichtin-

tensität (0-3000 µE), (c) halbdurchlässiger Teilerspiegel, (d) Sandwich-Blattküvette, (e) Fluoreszenzstandard, (f) 

Schott RG 665-Filter, (g) CCD-Videokamera, (h) Computersteuerung und Datenerfassung. Nähere Erläuterungen 

im Text. 

•  a) Die Anregung von Photosynthese und Chlorophyll-a-Fluoreszenz erfolgte mit einem 

Hochleistungs-Diaprojektor (Götschmann Diaprojektoren, München, Deutschland) mit 

1200 W HMI-Lampe (Osram, München, Deutschland). In den Anregungs-Strahlengang 

sind Wärmeschutzfilter Schott KG1, OCLI-Hitzeschutzfilter sowie Blaufilter Corning 

9782 und Schott BG18 eingebaut (alle Fa. Schott, Mainz, Deutschland). 

•  b) Die Einstellung verschiedener Lichtintensitäten erfolgte über verschiedene Neutral-

Graufilter des Typs Schott NG (Fa. Schott, Mainz, Deutschland). Der Schiebeverschluss 

(’Shutter’) vor dem Strahlengang des Projektors kann über den Bildverarbeitungsrechner 

angesteuert und pneumatisch geöffnet und geschlossen werden (Eigenbau der Werkstatt 

des IfB; Herr Werner Rolf und Herr Harald Pohlmann). Die Bestimmung der Lichtinten-

sitäten erfolgte mit einem LI-COR Quantum-Radiometer / Photometer LI 189 mit Quan-

tum-Sensor LI 190 SZ (LI-COR, Lincoln, NE, USA).  

•  c) Ein halbdurchlässiger Teilerspiegel lenkt das Anregungslicht (λ < 630 nm) auf das zu 

untersuchenden Blattstücks in der Blattküvette. Vom Blatt emittiertes, längerwelliges 

Chlorophyll-a-Fluoreszenzlicht (λ > 660 nm) kann den Teilerspiegel passieren und zur 

CCD-Kamera gelangen. 
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•  d) Die Sandwich-Küvetten (Eigenbau der Werkstatt das IfB; Herr Werner Rolf) bieten 

etliche Vorteile gegenüber käuflich zu erwerbenden Küvettensystemen. Die eingebaute 

Kühlung ermöglicht es auch bei verschiedenen Lichtintensitäten eine konstante Messgas- 

und Blatt-Temperatur aufrecht zu erhalten. Die laminare Luftströmung in der Küvette 

sowie das kleine Innenvolumen sorgen für einen schnellen und vollständigen Gasaus-

tausch und erlauben daher eine schnelle und genaue Gaswechselmessung. Die Temperie-

rung von Messgas und Blattküvette erfolgte mit einem Kryostaten Lauda RM6 (Lauda, 

Königshofen, Deutschland).  

•  e) Auf der Küvette ist ein Fluoreszenzstandard (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutsch-

land) angebracht. Die Intensität des von diesem Standard emittierten Fluoreszenzlichts 

hängt streng linear von der Anregungslichtintensität ab, wodurch eine Normierung der 

aufgenommenen Chlorophyll-a-Fluoreszenzbilder vor den nachfolgenden Berechnungs-

schritten erfolgen kann. 

•  f und g) Zur Aufnahme der Chlorophyll-a-Fluoreszenz des PSII wurde ein aus mehreren 

Einzelkomponenten bestehendes Videokamerasystem verwendet. Eine hochempflindli-

che 8-bit CCD-Kamera KP M1E/K (Hitachi Denishi Ltd., Tokio, Japan) ist mit einer 

lichtstarken, manuellen 18-108 mm Zoom-Optik und einem vorgeschalteten Rotfilter 

Schott RG 665 (Schott, Mainz, Deutschland) ausgerüstet. Der RG 665 soll für einen 

möglichst vollständigen Ausschluss von langwelligem Streulicht sorgen.  

•  h) Für die Erfassung der von der CCD-Kamera aufgenommenen Bilder ist der Messrech-

ner mit einem „Overlay Frame Grabber“ ITI OFG-KIT-C2-AT (Stemmer PC-Systeme, 

Puchheim, Deutschland) mit einer Auflösung von 256 Graustufen ausgerüstet. Dieser 

Rechner steuert außerdem die Belichtung während der Bildaufnahme. Die Steuer- und 

Aufnahmesoftware „Mess99“ und die Bild-Analysesoftware wurden von Frau Dr. Katha-

rina Siebke (ehem. IfB, WWU Münster) programmiert und fortwährenden Verbesserun-

gen unterzogen. Die Beschriftung der Fluoreszenzaufnahmen, weiterführende Berech-

nungen und die Erstellung einer Falschfarbenskala für die 256 Graustufen erfolgten mit 

dem Bildverarbeitungsprogramm OPTIMAS® V. 6.51 (MediaCybernetics, Silver 

Spring, MD, USA). 

2.2.2 Computergesteuerte Gaswechselanlage 

Zur simultanen Analyse von Chlorophyll-a-Fluoreszenz und des pflanzlichen Gaswechsels wur-

de das Imaging-System so konzipiert, dass eine gleichzeitige Aufnahme von Fluoreszenzdaten 

und dem Gasaustausch des Blattes ermöglicht wird. Hierzu wurde von Frau Dr. Katharina Sieb-

ke (ehem. IfB, WWU Münster) ein Zweistrom-Gaswechselsystem in das oben beschriebene 

System integriert (Abbildung 2-2). 
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Abbildung 2-2 Schematische Darstellung des Zweikanal-Gaswechselmess-Systems. (a) Gasflusskontrollelemen-

te, (b) CO2-Adsorber, (c) Gasbefeuchtung, (d) Kühlfalle, (e) Gasflussmesselemente, (f) klimatisierte Blattküvette, 

(g) Infrarot-Gasanalysator (IRGA), (h) Computersteuerung und Datenerfassung. Nähere Informationen im Text. 

•  a und b) Das Messgas wird, zur genauen Reproduzierbarkeit der Gaszusammensetzung, 

aus CO2-freier Druckluft, Stickstoff und CO2 zusammengemischt. Die Gasmischung er-

folgte computergestützt über Gasflusselemente (’mass flow controler’; Tylan General 

GmbH, Eiching, Deutschland). Somit kann die O2-Konzentration zwischen 2 und 21%, 

der CO2-Partialdruck zwischen 0 und 1000 ppm stufenlos reguliert werden. 

•  c und d) Das Messgas wird durch eine Gaswaschflasche geleitet und mit Wasser gesät-

tigt. Anschließend wird die relative Feuchte des Messgases über eine Kältefalle mit Tau-

punktspiegel (Typ: KF 18/2 mit Temperaturregler KR-KW 12/2; Heinz Walz GmbH, Ef-

feltrich, Deutschland) eingestellt. 

•  e bis g) Das Messgas wird gleichmäßig auf zwei Gaswege (Messgasstrom und Referenz-

gasstrom) verteilt. Die Aufteilung wird mittels zweier Gasflussmesselemente (’mass 

flow meter’; Tylan General GmbH, Eiching, Deutschland) permanent überwacht und vor 

Messbeginn exakt justiert. Die Gasflussmesselemente dienen außerdem dazu die Dich-

tigkeit des Systems fortwährend zu überwachen. Das Messgas fließt durch die Blattkü-

vette zu einem Infrarot-Gas-Analysator (IRGA) LI-COR CO2/H2O Analyzer LI 6262 
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(LI-COR, Lincoln, NE, USA), während der Referenzgasstrom über ein Ausgleichsgefäß 

gleichen Volumens zum Gasanalysator geleitet wird. Somit ist sichergestellt, dass Refe-

renz- und Analysegas (vormals Messgas) zeitgleich am IRGA ankommen und die CO2- 

und H2O-Differenz korrekt bestimmt werden. Die verwendeten Blattküvetten wurden 

von Herrn Werner Rolf (ehem. Werkstatt des IfB, WWU Münster) angefertigt und bieten 

neben einem kleinen Innenvolumen, das für schnelle und genaue Gaswechselmessungen 

von Vorteil ist, ein effektives Kühlsystem, welches selbst bei hohen Lichtstärken eine 

konstante Temperierung des Messgases gewährleistet. Die Temperierung von Messgas 

und Blattküvette erfolgt mit einem Kryostaten Lauda RM6 (Lauda, Königshofen, 

Deutschland). 

•  h) Die Steuerung des Systems sowie die Aufnahme der Messdaten erfolgte computerge-

stützt, über A/D- und D/A-Konverter DT2814 (Data Translation, Bietheim-Bissingen, 

Deutschland) und PCI20093W-1 (Intelligent Instrumentation GmbH, Leinfeld-

Echterdingen, Deutschland) mit DiaDago-Software (Gesellschaft für Strukturanalyse 

mbH, Aachen, Deutschland). 

2.2.3 Mikroskope 

Als Basis für das Mirko-Fluoreszenz-Imaging-System (siehe Kapitel 3) und für histologische 

Untersuchungen diente ein Hochleistungs-Fluoreszenzmikroskop vom Typ Leica DMRBE 

(Leica, Wetzlar, Deutschland). Der grundsätzliche Aufbau dieses Mikroskops ist in Abbildung 

3-1 dargestellt und beschrieben. Zusätzlich zu den dort aufgeführten Komponenten zur Messung 

der Chlorophyll-a-Fluoreszenz stehen für fluoreszenzmikroskopische Anwendungen noch drei 

weitere Filtersets mit folgenden Spezifikationen zur Verfügung: 

A:   Anregung BP 340 – 380 nm, Teilerspiegel RKP 400 nm, Sperrfilter LP 425 nm  

L5: Anregung BP 450 – 490 nm, Teilerspiegel RKP 510 nm, Sperrfilter BP 515 – 560 nm  

I3:  Anregung BP 450 – 490 nm, Teilerspiegel RKP 510 nm, Sperrfilter LP 515 nm  

Zur Aufnahme der Mikroskop-Bilder stehen zwei Kamera-Systeme zur Verfügung. Eine hoch-

empfindliche 12 bit, s/w CCD-Kamera (Typ: SensiCam; PCO AG, Kelheim, Deutschland) dient 

vorwiegend zur Aufnahme der Chlorophyll-a-Fluoreszenz und zur Erfassung sehr schwacher 

Fluoreszenzsignale. Des Weiteren ist eine Farb-CCD-Kamera (Typ: PixelFly; PCO AG, Kehl-

heim, Deutschland) am Mikroskop angeschlossen. Diese Kamera ermöglicht die farbgetreue 

Aufnahme verschiedener Chomophore und Fluoreszenz-Farbstoffe. 

Außerdem stand für die genaue Lokalisation der frühen Callosebildung während der Abwehr ein 

confokales Laser-Scanning-Mikroskop (cLSM) vom Typ Leica TCS SP2 (mit inversem Leica 

DM IRB-Mikroskop) zur Verfügung (alles Leica, Wetzlar, Deutschland). Die Anregung der A-

nilin-Blau gefärbten Callose erfolgte mit einem blauen Dioden Laser (’blue diode Laser’; Leica, 
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Wetzlar, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 405 nm. Die Detektionsbandbreite für die e-

mittierte Anilin-Blau-Fluoreszenz lag zwischen 510-520 nm. Die Beobachtungen erfolgten mit 

einem 63x Wasserimmersions-Objektiv (HCX APO L U-V-I 0.90 W 63x 2,2 nm (Leica, Wetz-

lar, Deutschland). 

2.2.4 PAM-Fluorimeter 

Für einige Kontrollexperimente und Kalibrationsmessungen wurden neben den bildgebenden 

Methoden auch spektroskopische Messungen der Chlorophyll-a-Fluoreszenz eingesetzt. Diese 

Analysen wurden mit einem PAM 101 Spektroskop mit ED-101 Emitter-Detektor-Einheit 

durchgeführt (alles Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutschland). Die aktinische und sättigende 

Beleuchtung erfolgte mit Wolfram-Halogenlampen des Typs Schott KL 1500 electronic (Schott, 

Mainz, Deutschland). 

2.2.5 P700-Messplatz 

Zur Messung der P700-Reduktionskinetiken wurde folgender experimenteller Aufbau verwendet. 

Ein PAM 101 Spektroskop (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutschland) welches mit einem 

Computer zur Steuerung und Datenerfassung verbunden ist. Das P700-Absporptionssignal wurde 

mit dem Zweiwellenlängen- (∆A 810-860 nm) puls-modulierten Detektorkopf P700DW erfasst 

(Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutschland). 

2.2.6 Weitere Geräte 

2.2.6.1 Zentrifugen 

•  Eppendorf Centrifuge 5810 R mit Rotor A-4-62 (Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land) 

•  Eppendorf Centrifuge 5417 R mit Rotor F45-30-11 (Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land) 

2.2.6.2 Photometer 

•  Hitachi U-2810 Spectrophotometer und U-3010 Spectrophotometer mit ’Headon’-

Photomultiplier (Hitachi, Tokio, Japan) 

•  Eppendorf Photometer 1101 M mit Kompensationsschreiber 6521 (Eppendorf AG, 

Hamburg, Deutschland) 

2.2.6.3 pH-Elektrode 

Knick Digital pH-Meter 646 (Knick Elektronische Messgeräte GmbH & Co. KG, Berlin, 

Deutschland) 

2.2.6.4 Blattscheibenelektrode 

Blattscheibenküvette LD 2 mit Gasphasen O2-Elektrode (Clark-Typ) (Hansatech Instruments 

Ltd., Norfolk, England), mit Schreiber BD 111-40 /-41 (Kipp & Zonen, Delft, Niederlande). 
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2.2.6.5 Scanner 

Epson Perfection 1260 / 1660 Photo (Seiko Epson Corporation, Nagano, Japan). 

2.2.6.6 Infiltrationszange 

Zur Injektion von Soprensuspensionen oder anderen Wirkstoffen in das Blattmesophyll wurden 

(nach einem von Prof. Dr. B. Moerschbacher (IBBP, 

WWU Münster) freundlicherweise zur Verfügung ge-

stellten Modell) in der institutseigenen Werkstatt her-

gestellte, modifizierte Chirugenzangen verwendet 

(Abbildung 2-3). Um das Blattgewebe nicht zu stark 

zu verletzen und sicherzustellen, dass die zu injizie-

rende Lösung vollständig ins Blatt gelangt sind auf 

beiden Seiten Silikonpolster angebracht.  

2.2.6.7 Digitalkamera 

Zur Dokumentation der Infiltrationsbereiche und zur Aufnahme Abwehr- oder Infektions-

bedingter Veränderungen wurde eine digitale Spiegelreflexkamera vom Typ Nikon D 100 (Ni-

kon Corporation, Tokio, Japan) verwendet. 

2.2.7 Chemikalien 

Alle Chemikalien, Enzyme und Gase für die hier beschriebenen Untersuchungen wurden von 

folgenden Firmen bezogen: Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland), J.T. Baker B.V. (Deventer, 

Niederlande), Sigma-Aldrich (St- Louis, MO, USA), Biomol Feinchemikalien GmbH (Ham-

burg, Deutschland), Carl Roth GmbH & Co (Karlruhe, Deutschland), Boehringer Mannheim 

GmbH (Mannheim, Deutschland), F. Hoffmann-La Roche Ltd. (Basel, Schweiz), Serva (Hei-

delberg, Deutschland), Westfalen AG (Münster, Deutschland). 

2.3 Methoden 

2.3.1 Produktion von Zoosporen 

Die Produktion der Zoosporen erfolgte unter sterilen Bedingungen nach der von v. Broembsen 

& Deacon (1996) beschriebenen Methode. Die Freisetzung der Sporen erfolgt in sterilem Lei-

tungswasser. Nach Auszählung der intakten (= mobilen) Sporen mit einer Fuchs-Rosenthal-

Zählkammer und deren Einstellung des gewünschten Sporentiters (i.d.R. 1000 Zoosporen ml-1) 

kann diese Suspension direkt zur Infektion von Tabakpflanzen genutzt werden. Zur Aufbewah-

rung der Sporen werden diese aliquotiert, in Eppendorf-Gefäßen schock-gefroren und bei -20°C 

gelagert. Die eingefrorene Sporensuspension kann noch ca. drei Wochen nach Produktion ver-

wendet werden. 

Abbildung 2-3 Modifizierte Chirugenzange zur 

Injektion von Zoosporen ins Blattgewebe. 
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2.3.2 Infektion von Tabakblättern 

Die Infektion von Tabakblättern erfolgte nach der Methode von Colas et al. (2001). Hierbei 

werden kleine Blattbereiche ausgewachsener source-Blätter mit der Sporensuspension infiltriert. 

Der Sporentiter dieser Suspension beträgt ca. 1000 Zoosporen ml-1. Diese Infektionsmethode 

bietet den Vorteil, dass eine gleichmäßige Infektion aller Zellen und ein synchronisierter Infek-

tionsbeginn im Infiltrationsbereich ermöglicht werden. Mit dieser Methode ist es möglich den 

Infektionsbereich exakt auf die jeweiligen Versuchsanforderungen abzustimmen. In das Kon-

trollgewebe wurde anstelle der Sporensuspension steriles Leitungswasser injiziert, um Infiltrati-

ons-bedingte Effekte auszuschließen. Die Infiltration der Tabakblätter erfolgte i.d.R. eine Stun-

de nach Beginn der Lichtperiode. Alle Lösungen und Suspensionen wurden mittels einer Infilt-

rationszange (modifizierte Chirugenzange, Abbildung 2-3) in den Apoplasten des Tabakme-

sophylls injiziert. 

2.4 Biophysikalische Untersuchungen 

2.4.1 Imaging-Fluoreszenzanalyse der Photosynthese 

Die bildgebende Analyse photosynthetischer Parameter von lokal infizierten Tabakblättern er-

folgte durch die Aufnahme der von Photosystem II (PS II) emittierten Chlorophyll-a-

Fluoreszenz mittels eines computergesteuerten Kamerasystems und angeschlossener Bildverar-

beitung (Abbildung 2-1). Alle Fluoreszenzmessungen wurden unter genau kontrollierten Bedin-

gungen (Lichtstärke, Temperatur, relative Feuchte und Gaszusammensetzung) parallel zu den 

Gaswechselmessungen durchgeführt. 

Zur bildgebenden Analyse der Photosynthese wurde die Chlorophyll-a-Fluoreszenz sowohl 

während der aktinischen Belichtung (stationäre Fluoreszenz, FS), als auch während des kurzzei-

tigen sättigenden Lichtpulses (temporäre Maximal-Fluoreszenz, FM´) aufgenommen. Sowohl für 

die aktinische, wie auch die sättigende Belichtung wurde ein Hochleistungs-Diaprojektor mit 

HMI-Lampe verwendet, der durch einen Blaufilter nur Licht einer Wellenlänge kleiner 630 nm 

emittiert und dessen Lichtintensität über Neutral-Grau Filter reguliert wurde. Die Intensität der 

sättigenden Lichtpulse (SLP) (Shutter „offen“, ohne Filter) lag, abhängig vom genauen Aufbau 

des Messsystems, zwischen 2400 und 3000 µE (µE: MikroEinstein = µmol photosynthetisch 

nutzbare Lichtquanten m-2 s-1). Die Intensität der aktinischen Belichtung (Shutter ’geschlossen’, 

mit NG-Filtern) lag, je nach Messverfahren, zwischen 270 µE (Anzuchtsbedingungen) und 820 

µE (nahezu sättigende Lichtstärke). Durch den pneumatisch betriebenen „Shutter“ ist es möglich 

schnell zwischen den verschiedenen Lichtintensitäten umzuschalten. Das kurzzeitige Öffnen des 

Shutters während der Messung, zur Aufnahme eines FM- oder FM´-Bildes erfolgte computerge-

steuert, um einheitliche Öffnungszeiten zu gewährleisten. Über einen halbdurchlässigen Teiler-

spiegel (Transmission > 650 nm, Reflexion < 650 nm) wurde das Anregungslicht auf das in die 
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Küvette eingespannte Tabakblatt umgeleitet. Angeregtes Chlorophyll a emittiert bei Raumtem-

peratur Fluoreszenzlicht einer Wellenlänge von ca. 680 nm [Krause & Weis (1984)], welches 

den Teilerspiegel passiert und mit der CCD-Kamera detektiert werden kann. Ein vor die Kame-

ra-Optik montierter Schott RG 665 Filter stellt zudem sicher, dass die Kamera nur das vom Blatt 

emittierte Fluoreszenzlicht und nicht eventuell vorhandenes Streulicht detektiert. 

2.4.1.1 Aufnahmen der Chlorophyll a-Fluoreszenz 

Das Imaging-System erlaubt die bildgebende Darstellung verschiedener aus der Chlorophyll-a-

Fluoreszenz abgeleiteter Photosyntheseparameter. So können z.B. die Quanteneffizienz von PS 

II [Genty et al. (1989)], welche proportional zur Photosyntheserate und zum Elektronentransport 

durch PS II ist, und die nichtphotochemische Fluoreszenzlöschung (qN) bildgebend dargestellt 

werden. Als Grundlage für die Berechnung dieser Daten dienen folgende mit der CCD-Kamera 

aufgenommene Bilder der Chlorophyll-a-Fluoreszenz: 

M: Bild der Maximalfluoreszenz eines dunkeladaptierten Blattes 

Wird ein kurzer SLP auf ein dunkeladaptiertes Blatt eingestrahlt kann man ein Bild der maximal 

möglichen Chlorophyll-a-Fluoreszenz (FM) aufnehmen. Nach etwa zehnminütiger Dunkeladap-

tation sind alle PS II-Reaktionszentren oxidiert (= ’offen’), werden bei Einstrahlung eines SLP 

vollständig reduziert (= ’geschlossen’) und können die Ladungstrennung vollziehen. Alle primä-

ren Elektronenakzeptoren (QA) werden reduziert, weshalb die überschüssige Anregungsenergie 

in Form von Fluoreszenz und zu einem geringen Teil auch als Wärme abgegeben wird. 

M´: Bild der temporären Maximalfluoreszenz während der Photosynthese 

Wird während der aktinischen Belichtung des Blattes, d.h. bei laufender Photosynthese, ein kur-

zer SLP eingestrahlt, werden kurzzeitig alle aktiven PS II-Zentren geschlossen. Hierdurch steigt 

die Fluoreszenz zwar auf ein temporäres Maximum (FM´) an, erreicht aber nicht das maximale 

Fluoreszenzniveau (FM) des dunkeladaptierten Blattes. Die Differenz zwischen dem temporären 

Maximum FM´ und dem absoluten Maximum FM des dunkeladaptierten Blattes ist etwa propor-

tional zu den PS II-Zentren die während der Photosynthese inaktiv waren, d.h. keine Ladungs-

trennung vollziehen und nicht geschlossen werden können. 

S: Bild der stationären Fluoreszenz während der Photosynthese 

Durch verschiedene Mechanismen wird während der stationären Photosynthese, d.h. bei aktini-

scher Belichtung eines Blattes, ein großer Teil der maximal möglichen Fluoreszenz gelöscht 

(=’quenching’). Diese Fluoreszenzlöschung wird durch die Ableitung der Anregungsenergie in 

den photosynthetischen Elektronentransport (photochemische Fluoreszenzlöschung, qP), sowie 

durch verschiedene nicht-photochemische Löschungsmechanismen (qN), wie z.B. Antennenver-

kleinerung, Photoinhibition von PS II und der Ansäuerung des Thylakoidlumens, verursacht 

[Krause & Weis (1991)]. 
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2.4.1.2 Kalibrierung der Chlorophyll-a-Fluoreszenzbilder 

Abhängig von der Intensität des Anregungslichts bei den Aufnahmen der Bilder verschiedener 

Fluoreszenzparameter (aktinisches Licht für FS oder sättigendes Licht für FM und FM´), musste 

die Blendenöffnung der CCD-Kamera-Optik von Aufnahme zu Aufnahme angepasst werden. 

Daher war es notwendig die M-, M´- und S-Bilder für die weiteren Berechnungen zu kalibrie-

ren. Neben dem zu untersuchenden Blatt war ein Fluoreszenzstandard montiert (Heinz Walz 

GmbH, Effeltrich, Deutschland), dessen Fluoreszenz mit jedem Bild aufgenommen wurde. Da 

die Fluoreszenz des Standards streng proportional zur Anregungslichtintensität ist kann diese 

zur Kalibrierung der Fluoreszenzbilder dienen. Die Fluoreszenzbilder wurden Bildpunkt für 

Bildpunkt durch den Fluoreszenzwert dividiert, den der Standard unter den jeweiligen Lichtver-

hältnissen emittierte. Zu Beginn jeder Messung wurde das nicht aus der Chlorophyll-a-

Fluoreszenz des Untersuchungsobjekts stammende Streulicht im Dunkeln bestimmt (= ’Offset’), 

welches trotz vorgeschalteter Filter von der CCD-Kamera detektiert wurde. Der ’Offset’ betrug 

in der Regel weniger als 2% des maximalen Helligkeitswerts und wurde vor der eigentlichen 

Verrechnung von den gemessenen Fluoreszenzintensitäten subtrahiert. Nach Kalibrierung erhält 

man folgende Bilder:  

Formel 1 FM - Kalibriertes Bild der Maximal-Fluoreszenz 
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mit M  = Maximal-Fluoreszenz des dunkeladaptierten Blattes beim SLP 

 Offset = aus Streulicht herrührende Resthelligkeit 

 RefM  = Referenz; Fluoreszenzintensität des Standards während der Aufnahme 

 

Formel 2 FM´ - Kalibriertes Bild der temporären Maximal-Fluoreszenz 
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mit M´  = temporäre Maximal-Fluoreszenz beim SLP während der Photosynthese 

 Offset = aus Streulicht herrührende Resthelligkeit 

 RefM´ = Referenz; Fluoreszenzintensität des Standards während der Aufnahme 

 

Formel 3 FS - Kalibriertes Bild der stationären Fluoreszenz 
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mit S  = Fluoreszenz während der stationären Photosynthese 

 Offset = aus Streulicht herrührende Resthelligkeit 

 RefS = Referenz; Fluoreszenzintensität des Standards während der Aufnahme 
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2.4.1.3 Verrechnung der kalibrierten Fluoreszenzbilder 

Mit den kalibrierten und korrigierten Fluoreszenzbildern FM, FM´ und FS konnten weitere Be-

rechnungen durchgeführt werden um Aussagen über den Aktivitätszustand des Photosynthese-

apparates zu treffen. Bei allen beschriebenen Berechnungen wurde eine 8bit-Graustufenskala 

von 0-255 ausgenutzt.  

 

Berechnung der Quantenausbeute von PS II 

Nach Genty et al. (1989) ist es möglich nur durch die Messung von FM´ und FS die Quantenaus-

beute des Elektronentransports von PS II (ΦPSII) zu berechnen. Grundlage für die Berechnung 

von ΦPSII ist die Formel ΦPSII= (FM´- FS) / FM´. Diese Berechnung kann auch mit den Fluores-

zenzbildern durchgeführt werden, um die räumliche Verteilung der Quantenausbeute bildgebend 

darzustellen. Die Berechnungen wurden, wie bereits die Kalibrierung, Bildpunkt für Bildpunkt 

durchgeführt. Für die Berechnung von ΦPSII-Bildern gilt: 
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mit FM´  = Kalibriertes Bild der temporären Maximal-Fluoreszenz 

 FS  = Kalibriertes Bild der stationären Fluoreszenz 

 255/0,8      = Umrechnungsfaktor, da nur ca. 80% der Maximal-Fluoreszenz löschbar sind. 

 

Die Quantenausbeute von PS II kann Werte zwischen 0 und 0,8 annehmen. In den ΦPSII-Bildern 

entspricht ein Grauwert von 0 auch einer Quantenausbeute von 0, ein Grauwert von 255 der ma-

ximalen Quantenausbeute von 0,8. Die Darstellung der ΦPSII-Bilder erfolgt entweder in Graustu-

fen oder, zur besseren Übersicht, in Falschfarben. 

 

Berechnung der Elektronentransportrate aus der Quantenausbeute 

Da ein linearer Zusammenhang zwischen ΦPSII und dem linearen PET besteht, kann die Rate des 

linearen PET, bei bekannter Intensität des photosynthetisch nutzbaren Lichts, aus der Quanten-

ausbeute von PS II direkt berechnet werden [Genty et al. (1989)]. Zur Berechnung wurde die 

von Schreiber (1997) entwickelte Formel genutzt: 

Formel 5 

0,50,84PARΦ PET PSII ∗∗∗=  

mit PET Rate des linearen PET durch PS II [µmol Elektronen * m-2 * s-1] 

 ΦPSII = Quantenausbeute von PS II 

 PAR = photosynthetisch nutzbare Lichtenergie [µmol Lichtquanten * m-2 * s-1= µE] 
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Der Faktor 0,84 berücksichtigt, dass in einem durchschnittlichen C3-Blatt nur etwa 84% der 

eingestrahlten, theoretisch nutzbaren Lichtquanten, absorbiert werden. Dieser Absorptionsfaktor 

wurde auch an Blättern von N. tabacum L. cv SNN ermittelt, die unter ähnlichen Bedingungen 

wie die hier verwendeten Pflanzen angezogen wurden [Pörs (1999)]. Der Faktor 0,5 berücksich-

tigt, dass nur ca. 50% der theoretisch nutzbaren Lichtquanten vom PS II absorbiert werden, wäh-

rend die andere Hälfte dem PS I zur Verfügung steht. Da sich die PET-Rate proportional zur 

Quantenausbeute von PS II ändert kann man die PET-Rate direkt aus den ΦPSII-Bildern ablesen. 

Hierzu ist lediglich eine korrekte Skala erforderlich, die über die gezeigte PET-Formel erstellt 

werden kann. 

 

Berechnung der nichtphotochemischen Fluoreszenzlöschung (qN) 

Die nichtphotochemische Fluoreszenzlöschung (qN) gibt Aufschluss über lichtinduzierte Regu-

lationsmechanismen am PS II [Weis & Berry (1987)]. Basierend auf der Formel qN=(FM – FM´)/ 

FM kann ein qN-Bild berechnet werden: 
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mit FM´  = Kalibriertes Bild der temporären Maximal-Fluoreszenz beim SLP 

 FM  = Kalibriertes Bild der Maximal-Fluoreszenz eines dunkeladaptierten Blattes 

 255/0,8 = Umrechnungsfaktor, da maximal ca. 80% der Maximal-Fluoreszenz lösch-

bar sind. 

 

Berechnung von Integralbildern der photosynthetischen Induktion 

Um das Anlaufen des photosynthetischen Elektronentransports nach einer Dunkelphase zu ana-

lysieren wurden sog. Induktionsbilder aus den ΦPSII-Bildern berechnet. Dieses Verfahren erlaubt 

die Darstellung der photosynthetischen Induktion über einen definierten Zeitraum in einem ein-

zigen Bild. Zu diesem Zweck wurden die Einzelbilder von ΦPSII über die erste Zeit nach Belich-

tungsbeginn (i.d.R. 2 min) nach dem 'Euler´schen Verfahren' integriert: 
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mit IΦPSII = Bild des integrierten Elektronentransports über den Zeitraum t 

 ΦPSII = Bild der Quanteneffizient von PS II, mit n = Bildnummer 

 tX = Aufnahmezeitpunkt des jeweiligen Bildes 

 t = Zeitintervall vom ersten bis zum letzten Bild [s] 
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Das Resultat dieser Berechnung ist ein Integralbild, welches die Summe der während der Induk-

tionszeit transportierten Elektronen durch PS II repräsentiert. Mit diesem Rechenverfahren ist es 

möglich die Induktionsgeschwindigkeit des PET bildgebend darzustellen und die Topographie 

der photosynthetischen Induktion von benachbarten infizierten und nicht-infizierten Blattberei-

chen zu analysieren. Unter exakt gleichen Bedingungen kann mit diesem Verfahren auch die 

'Induktionsleistung' verschiedener Blätter miteinander verglichen werden.  

2.4.2 Aufnahme des pflanzlichen Gaswechsels 

Parallel zur Aufnahme der Chlorophyll-a-Fluoreszenz wurde der Gaswechsel infizierter und 

nicht-infizierter Tabakblätter aufgenommen und abgeleitete Größen berechnet. Während der 

Messung der Topographie photosynthetischer Parameter dienten die Messungen des pflanzli-

chen Gaswechsels in erster Linie der Einstellung der Messgasparameter und der Überwachung 

des pflanzlichen Gaswechsels. Jedoch konnten bei diesen Messungen keine genauen Aussagen 

über infektionsbedingte Änderungen der CO2-Assimilation oder der Dunkelatmung getroffen 

werden, da immer nur kleine infizierte Blattbereiche neben gesunden Regionen in die Blattkü-

vette eingespannt waren.  

Zur exakten Aufnahme des Gaswechsels wurden vollständig infizierte Regionen oder uninfizier-

te Kontrollbereiche eines Tabakblattes in eine kleinere Blattküvette (Gasraum 26,5 cm³) einge-

spannt, ohne das Blatt von der Pflanze abzutrennen oder zu verletzen. Die Küvettenränder wur-

den mit Moosgummidichtungen versehen welche einen gasdichten Verschluss der Küvette er-

möglichen und gleichzeitig das eingespannte Blatt abpolstern. Beim Einspannen des Blatts in 

die Küvette wurde außerdem darauf geachtet, dass das Blatt plan und unbeweglich im laminaren 

Luftstrom der Küvette positioniert war, um unscharfe Fluoreszenzaufnahmen und die Bildung 

von Taufall im Küvettenraum zu vermeiden. 

An der unteren Epidermis wurde ein Temperaturfühler angelegt, um die Blatt-Temperatur wäh-

rend des Versuchs aufzunehmen. Die Temperatur des Messgases wurde kurz vor Eintritt in den 

Küvettenraum gemessen und über einen vorgeschalteten Kryostaten auf ca. 23°C eingestellt. 

Die relative Feuchte des Messgases wurde über eine vorgeschaltete Kältefalle auf 55 – 57% ein-

gestellt. 

Über die Gasflusskontrollelemente wurde die exakte Zusammensetzung des Messgases compu-

tergesteuert eingestellt. Durch die Einstellung verschiedener Flussraten von CO2-freier Druck-

luft, Stickstoff (N2) und 10 %igem CO2, konnten der Kohlendioxid- (CO2) und der Sauerstoff-

gehalt (O2) des Messgases in weiten Grenzen variiert werden. Die Beimischung des CO2 erfolg-

te hinter der Kältefalle um zu vermeiden, dass CO2 im Tauwasser der Kältefalle in Lösung geht 

und es hierdurch zu Schwankungen in der CO2-Konzentration kommt. 

Der Gesamtgasstrom (2000 ml/min) wurde anschließend zu gleichen Teilen in einen Mess- und 

einen Referenzgasstrom aufgeteilt und die gleichmäßige Aufteilung durch Gasflussmesselemen-
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te überwacht. Das Messgas floss durch die Blattküvette und anschließend – jetzt als Analysegas 

bezeichnet – in den CO2/H2O-Analyzer. In diesem wurde mittels eines IRGA die Differenz von 

CO2- und H2O-Gehalt im Vergleich zum Referenzgas gemessen. Aus den vom IRGA übermit-

telten Messdaten und anderen vorgegebenen Daten (z.B. Blattfläche, Blatt-Temperatur) konnten 

abgeleitete Gaswechselgrößen, wie Transpirations- und CO2-Assimilationsrate, stomatäre Leit-

fähigkeit, Dunkelatmung und die interne CO2-Konzentration (ci), berechnet werden. 

2.4.3 Messungen der P700 Reduktionskinetik 

Basierend auf der Methode von Klughammer & Schreiber (1998) erfolgte die Aufnahme der 

P700 Reduktionskinetiken mit einem PAM 101 Spektroskop mit angeschlossener Emitter-

Detektor-Einheit ED-P700-DW (810 bis 860 nm) (alles Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutsch-

land). Die Messungen der P700-Signale erfolgten repetitiv in 20 s Intervallen in einer lichtge-

schützten, reflektierenden Messküvette. Vor der Probennahme für diese Messungen wurden die 

Rate des PET der zu untersuchenden Blattbereiche mit dem Imaging-System bestimmt, um in-

fektionsbedingte Änderungen der PET-Rate und der P700 Reduktionskinetik direkt miteinander 

korrelieren zu können. Außerdem konnte mit diesen Vorversuchen sichergestellt werden, dass 

nur vollständig Infizierte Blattbereiche, bzw. uninfizierte Kontrollen für die P700-Messungen 

herangezogen wurden. Die zu untersuchenden Blattscheiben wurden vor Messbeginn mit ca. 0,5 

ml einer 10 mM Methylviologen- (MV-) Lösung besprüht und vor Messbeginn für 5 min vorin-

kubiert. Das in der MV-Lösung enthaltene Tween 20 ist ein Detergenz, welches eine schnelle 

Passage des Herbizids in die Pflanzenzellen ermöglicht. MV (Handelsname Paraquat®) ist ein 

hocheffizienter Elektronenakzeptor an der Donorseite von PS I und kann im reduzierten Zustand 

Sauerstoff zu Superoxid reduzieren und unterbindet die Entgiftung von H2O2 durch die Ascor-

bat-Peroxidase. Daher führt die Applikation von MV im Licht zu schweren oxidativen Schädi-

gungen von Mesophyllzellen. Daher mussten die MV-behandelten Blätter bis zu Beginn der ei-

gentlichen Messung verdunkelt gehalten werden, um eine oxidative Schädigung der Proben zu 

vermeiden. Bei den hier durchgeführten Untersuchungen diente das MV dazu die angeregten 

Elektronen während eines kurzen SLP an der Donorseite von PS I schnell und vollständig auf-

zunehmen und so für eine möglichst vollständige Photo-Oxidation des P700 zu sorgen. Die fol-

gende Reduktionskinetik des P700+ gibt Aufschluss über mögliche Störungen in der Elektronen-

transportkette oberhalb von PS I. 

2.5 Biochemische, histologische und molekularbiologische Untersuchungen 

2.5.1 Bestimmung des Chlorophyllgehalts und des Chlorophyll a/b Verhältnisses 

Zur vollständigen Extraktion des Chlorophylls wurden Blattscheiben aus Infektions- oder Kon-

trollbereichen in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Blattscheiben wurden in einem vor-

gekühlten Mörser mit etwas Quarzsand und CaCO3 fein zermahlen und das Chlorophyll mit ei-
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ner 80 %igen (v/v) Acetonlösung vollständig extrahiert. Die Suspension wurde in Reagenzgläser 

überführt, für 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der klare Überstand wurde für die photometri-

sche Bestimmung des Chlorophyllgehalts und des Chlorophyll a/b-Verhältnisses eingesetzt. Die 

Berechnung der Pigment-Konzentrationen erfolgte nach Porra et al. (1989): 

 

Chlorophyll a (µg/ml)  = 12.25 (A663.6) - 2.55 (A646.6) 
Chlorophyll b (µg/ml)  = 20.31 (A646.6) - 4.91 (A663.6) 

Chlorophyll a + b (µg/ml)  = 17.76 (A646.6) + 7.34 (A663.6) 
 

2.5.2 RNA-Extraktion und Expressionsanalyse mittels Northern-Blot 

Zur Extraktion der Gesamt-RNA aus infizierten und gesunden Blattstücken wurde das von Lo-

gemann et al. (1987) entwickelte Verfahren angewendet. Die isolierte RNA (7 µg Gesamt-

RNA) wurde elektrophoretisch in einem 1 %igen Agarose-Formaldehyd Gel aufgetrennt. Im 

Anschluss erfolgte das Northern-Blotting der aufgetrennten RNA auf eine Hybond N+ Memb-

ran (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland). Die eingesetzten RNA-

Sonden wurden über PCR mit Biotin markiert [Löw & Rausch (1996)]. Die Hybridisierung er-

folgte in einem Reaktionsansatz mit 50% (v/v) Formamid, 1% (w/v) Natriumdodecylsulfat 

(SDS), 1 M NaCl, 6% (w/v) PEG 6000 und 250 µg ml-1 Heringssperm-DNA bei einer Tempera-

tur von 42°C. Anschließend wurden die Membranen mit 0,2 SSC / 0,5% SDS (w/v) bei 65°C 

gewaschen, wie bei Löw & Rausch (1996) beschrieben entwickelt und auf Hyperfilm ECL über-

tragen (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland). 

2.5.3 Nachweis der H2O2-Akkumulation 

Infizierte und nicht-infizierte Blattbereiche wurden auf die Bildung und Akkumulation von 

Wasserstoff-Peroxid (H2O2) untersucht. Der Nachweis von H2O2 erfolgte durch eine in situ-

Färbung mit 3,3-Diaminobenzidin (DAB), nach einer modifizierten Vorschrift von Thordal-

Christensen et al. (1997). Die Blattstücke wurden zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten 

frisch von der Pflanze abgeschnitten und umgehend für 6 Stunden in die DAB-Lösung (1 mg 

ml-1, pH 3.8) verbracht. Zum Abstoppen der DAB-Inkubation wurden die Blattstücke in ko-

chendes Ethanol (96%, v/v) überführt und für ca. 10 min gekocht, bis die Blattpigmente mög-

lichst vollständig extrahiert waren. Durch diese Prozedur blieb nur noch in den Bereichen der 

H2O2-Akkumulation die typische dunkelbraune Färbung des Polymerisierungsprodukts der Re-

aktion von DAB mit H2O2 übrig, während alle übrigen Blattbereiche nahezu farblos waren. 

2.5.4 Präparation der Epidermis zur Analyse der stomatären Apertur 

Von der Blattunterseite wurde die Epidermis mit einer feinen Pinzette (Inox No. 4, Dumont and 

Fils, Schweiz) abgezogen und auf einem Objektträger in destilliertem Wasser montiert. Von der 

so behandelten Epidermisprobe wurden innerhalb der nächsten zehn Minuten mindestens zehn 
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mikroskopische Aufnahmen angefertigt, welche im Anschluss ausgewertet werden konnten. Die 

Aufnahmen wurden an zufällig ausgewählten Orten des Präparats durchgeführt. Probennahme, 

Aufnahme und Auswertung der Bilder erfolgten in einem doppelten Blindtest. Das 'Epidermis-

peel'-Verfahren wurde auch eingesetzt, um hochauflösende Mikroskopbilder des Schwammpa-

renchyms zu erhalten. 

2.5.5 Nachweis der Callosebildung 

Zum Nachweis der Callosebildung wurden Blattstücke aus den Infektions- sowie den Kontroll-

bereichen zu definierten Zeitpunkten nach Infektion entnommen. Die untere Epidermis wurde 

sogleich mit einer feinen Pinzette möglichst vollständig entfernt (s.o.) und die Blattstücke um-

gehend in Farmer´s Fluid entfärbt (25% (v/v) Essigsäure in Ethanol). Die entfärbten Blattstücke 

wurden im Anschluss, nach einer modifizierten Methode von Gómez-Gómez et al. (1999), für 

15 min in Anilinblau (0,1% in 0,1M K2HPO4-Lösung, pH 7,0) gefärbt und anschließend 3-mal 

in Aqua bidest. gewaschen, um den überschüssigen Farbstoff zu entfernen. Die Blattstücke wur-

den in Aqua bidest. mit der Oberseite nach unten auf einem Objektträger montiert und mit ei-

nem Deckglas luftblasenfrei abgedeckt. Diese Art der Präparation erlaubt es das Schwammpa-

renchym mikroskopisch zu untersuchen, ohne dass Epidermis und Cuticula die Auflösung ver-

schlechtern. Die mit Anilinblau angefärbte Callose emittiert unter UV-Anregung grün-blaues 

Fluoreszenzlicht, die am Fluoreszenzmikroskop mit dem Filterblock A (Spezifikationen siehe 

Kapitel 2.2.3) detektiert werden kann. 

2.5.6 Extraktion der apoplastidären Waschflüssigkeit 

Die Präparation der apoplastidären/ interzellulären Waschflüssigkeit (IWF) wurde nach einem 

modifizierten Protokoll von Lohaus et al. (2001) ausgeführt. Die Blattscheiben wurden mit 1 M 

NaCL-Lösung infiltriert und die Oberfläche mit einem sauberen Tuch getrocknet. Die Blattstü-

cke wurden dann in zwei ineinandergesteckte Zentrifugenröhrchen verbracht von denen das in-

nere einen Siebboden aufweist und anschließend für 10 min bei 2500g und 4°C zentrifugiert, 

wobei die Blattstücke nach 5 min umgedreht wurden. Das Volumen der im äußeren Zentrifugen-

röhrchen angesammelten IWF wurde bestimmt, die IWF anschließend in flüssigem N2 schock-

gefroren und bis zur Messung bei -70°C gelagert. 

2.5.6.1 Bestimmung der G6PDH- und Invertase-Aktivität, des Kohlenhydrat-Gehalts 

und des Saccharose-Efflux 

Frisch geerntete Blattscheiben wurden umgehend in flüssigem N2 schockgefroren und anschlie-

ßend in flüssigem N2 zu einem feinen Pulver zermörsert. Die Extraktion und Bestimmung der 

G6PDH-Aktivität wurde nach dem Protokoll von Fickenscher & Scheibe (1986) durchgeführt. 

Die Aktivität der apoplastidären Invertase im der IWF wurde nach dem Protokoll von Jones et 

al. (1977), der Gehalt apoplastidärer Hexosen nach Kunst et al. (1984) bestimmt. Für die Mes-
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sungen des Saccharose-Efflux über das Phloem wurden Tabakblätter vollständig mit Zoosporen 

oder Wasser infiltriert, zu bestimmten Zeitpunkten von der Pflanze abgetrennt. Die Blattstiele 

wurden direkt in 2ml Eppendorf-Reaktionsgefäße mit einer definierten Menge10 mM Na-P Puf-

fer (pH 7,0) mit 20 mM EDTA überführt. Für die Dauer des Experiments standen die so präpa-

rierten Blätter in Kammern mit gesättigter Luftfeuchte, um die Transpiration und somit die Auf-

nahme des Puffers durch den Transpirationsstrom möglicht gering zu halten. Die Bestimmung 

des Saccharose-Efflux wurde nach Murillo et al. (2003) durchgeführt. 

2.5.7 Vitalitätstest 

Zu diesem Zweck wurde in einem ersten Schritt die Rate des PET an der Grenzregion eines In-

fektionsbereichs mit dem Mikro-Imaging-System aufgenommen (siehe Kapitel 3 und 4.1.2.11). 

Die Grenze wurde mit einem wasserfesten Stift markiert. Diese Markierungen wurden mit 

kleinstmöglicher Vergrößerung aufgenommen, um eine eindeutige Identifizierung der unter-

suchten Region zu ermöglichen. Anschließend erfolgte eine Färbung des Blattstücks mit Fluo-

rescein-Diacetat (FDA) und die erneute Untersuchung des Grenzbereichs unter dem Fluores-

zenzmikroskop mit dem Filterblock I3 (Spezifikationen siehe Kapitel 2.2.3). Vitale Zellen neh-

men das FDA auf und weisen nach Färbung und Waschung eine grünlich-gelbe Fluoreszenz auf, 

während tote Zellen nicht fluoreszieren. 
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Entwicklung fluoreszenzmikroskopischer Verfahren zur Erfassung der  
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3.1 Einführung 

Die pflanzliche Photosynthese erschloss sich der Forschung über viele Jahre hinweg ausschließ-

lich über die biochemische Analyse ihrer Metabolite oder über die Bestimmung des pflanzlichen 

Gaswechsels, wodurch viele physiologische Fragestellungen nur ansatzweise untersucht werden 

konnten. Einen entscheidenden Durchbruch in der Photosyntheseforschung stellte die Nutzbar-

machung der Chlorophyll-a-Fluoreszenz zur Determinierung photosynthetischer Elektronenflüs-

se dar. Erstmals wurde der, in erster Näherung reziproke, Zusammenhang zwischen Chloro-

phyllfluoreszenz und Photosynthese vor mehr als 70 Jahren von Kautsky & Hirsch (1931) unter-

sucht und beschrieben. Seither bezeichnet man die charakteristische Induktionskinetik der Chlo-

rophyllfluoreszenz eines Blattes beim Übergang vom Dunkeln ins Licht als ’Kautsky-Effekt’. 

Mit der Entwicklung eines pulsamplitudenmodulierten Chlorophyll-Fluorimeters (PAM-

Fluorimeter) durch Schreiber et al. (1986) stand eine schnelle und nicht-invasive Methode zur 

Erforschung der Photosynthese zur Verfügung, welche die moderne Pflanzenphysiologie und -

ökophysiologie in den folgenden Jahren maßgeblich bestimmt hat und bis heute prägt. Genty et 

al. (1989) entwickelten eine einfache Formel mit der es möglich war, nur mit Hilfe der Fluores-

zenzparameter FM´ und FS, die Quanteneffizienz des linearen Elektronentransports durch PS II 

(ΦPSII) routinemäßig zu berechnen. Somit konnte überaus einfach bestimmt werden, wie effi-

zient Pflanzen das eingestrahlte aktinische Licht für die Photosynthese nutzen können. Bei 

Kenntnis der eingestrahlten photosynthetisch nutzbaren Gesamtenergie und des Absorptionsko-

effizienten des untersuchten Gewebes kann auch der lineare PET durch PS II mit Hilfe einer ein-

fachen Formel berechnet werden [Schreiber (1997)]. Nähere Erläuterungen zu den Fluoreszenz-

parametern und ihrer Bedeutung, sowie zu den Berechnungen abgeleiteter Größen, sind in Kapi-

tel 2.4.1 zu finden.  

Das makroskopische Chlorophyll-a-Fluoreszenz-Imaging hat bereits einen wertvollen Beitrag 

zum Verständnis der durch die Pathogenese bzw. Abwehr ausgelösten Änderungen der Photo-

synthese und des pflanzlichen Primärstoffwechsels geliefert [z.B. Esfeld (2000), Schön (2001)]. 

Daher war ein Ziel der vorliegenden Arbeit, die Auflösung des Chlorophyll-a-Fluoreszenz-

Imagings zu optimieren, um Veränderungen im Primärstoffwechsel der Pflanze mit mikrosko-

pisch detektierbaren Parametern der pflanzlichen Abwehr korrelieren zu können. Hierdurch 

könnten möglicherweise weitere Einblicke in funktionelle Zusammenhänge von Photosynthese 

und Abwehr erlangt werden. 
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3.2 Aufbau des Mikro-Imaging-Systems 

Grundlage der im Folgenden beschriebenen Arbeiten war die Entwicklung von Chlorophyll-a-

Fluoreszenz-Mikroskopen durch Oxborough & Baker (1997) und Küpper et al. (2000). Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es sowohl das Messverfahren zu vereinfachen sowie die Messgenauig-

keit und die räumliche Auflösung der Messungen zu optimieren. Das hier entwickelte Imaging-

System basiert auf einem Hochleistungs-Forschungsmikroskop des Typs Leica DMRB (Leica, 

Wetzlar, Deutschland; Abbildung 3-1). 

 

Abbildung 3-1 Aufbau des Mikro-Imaging-Systems. Die wichtigsten Komponenten des Messplatzes (Foto 

links) sind in der Schemazeichnung dargestellt. a) Lichtquelle für Anregungslicht, b) Set von Neutral-Grau-Filtern 

zur Regulierung der Lichtstärke, c) Anregungsfilter BG39, d) Teilerspiegel 585DCXR, e) Objektiv(e), f) Probe, g) 

Emissionsfilter RG645LP, h) Teilerspiegel, i) s/w CCD-Kamera zur Erfassung der Chlorophyll-a-Fluoreszenz, j) 

Datenerfassung und Kamerasteuerung, k) Ausgang für PAM-Fluorimeter oder CCD-Farbkamera. Durchgezogene 

Pfeile kennzeichnen das Anregungslicht, gestrichelte Pfeile die Chlorophyll-a-Fluoreszenz. Nähere Erklärungen im 

Text. 

Für die Messungen der Chlorophyll-a-Fluoreszenz ist das Mikroskop mit Leica PL FLUOTAR 

Objektiven 10 x /0.30 und 25 x/0.75 OIL, sowie einem Objektiv mit langem Arbeitsabstand PL 

FLUOTAR L 63x/0.70 ausgerüstet (Abbildung 3-1 e; alle Leica, Wetzlar, Deutschland). Die 

numerische Apetur dieser Objektive ergibt einen großen Öffnungswinkel, eine hohe Lichtstärke, 

eine hohe Auflösung und guten Z-Kontrast, d.h. eine sehr geringe Tiefenschärfe. Hierdurch wird 

eine quantitative Erfassung der Chlorophyll-a-Fluoreszenz aus einer Zellebene (z.B. Palisaden-

parenchym) ermöglicht, ohne dass die Hintergrundfluoreszenz aus anderen Zellschichten die 

Messung signifikant stört. Als Lichtquellen für die aktinische und sättigende Belichtung dienen 

eine Leica 105z 50 W Quecksilber-Hochdrucklampe oder eine Leica 105 12V, 100W Nieder-

volt-Halogenlampe (Abbildung 3-1 a; Leica, Wetzlar, Deutschland). Die Lichtintensität kann 
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durch verschiedene Neutral-Grau-Filter (Typ: Schott NG; Schott AG, Mainz, Deutschland) im 

Anregungsstrahlengang reguliert werden (Abbildung 3-1 b). Für die Aufnahme der Chlorophyll-

a-Fluoreszenz wurde ein von uns konzipiertes Chlorophyll-Filterset für das Mikroskop benutzt 

(Abbildung 3-1 c, d und g; AF Analysentechnik, Tübingen, Deutschland). Das Anregungslicht 

(Abbildung 3-1, durchgezogene Pfeile) passiert einen Schott BG 39-Filter und wird durch einen 

halbdurchlässigen Teilerspiegel des Typs 585DCRX (Chroma, Irvine, USA) auf das zu untersu-

chende Blatt umgelenkt. Die emittierte Chlorophyll-a-Fluoreszenz (Abbildung 3-1, gestrichelte 

Pfeile) kann den Teilerspiegel passieren und wird mit Hilfe eines Langpassfilters (Schott RG645 

LP) von kurzwelligem Streu- und Anregungslicht befreit, welches den halbdurchlässigen Teiler-

spiegel zu einem geringen Anteil passieren kann. Die Spektraldaten dieses Filtersets (Abbildung 

3-2) verdeutlichen, dass dieses Filterset Anregungs- und Streulicht nahezu vollständig elimi-

niert, die langwellige Chlorophyllfluoreszenz hingegen nahezu ungehindert zur Kamera gelangt. 

 

Abbildung 3-2 Spektraldaten des Chlorophyll-Filtersets für das Mikro-Imaging-System. B) Absorptions- und 

Emissionsspektrum von Chlorophyll. 

Die bildgebende Aufnahme der Chlorophyll-a-Fluoreszenz erfolgte mit einer hochempfindli-

chen s/w CDD-Kamera, Typ PCO SensiCam, 12 bit, ’air-cooled’ (PCO AG, Kelheim, Deutsch-

land). Zur Kalibrierung des Imaging-Systems konnte zusätzlich ein PAM-Fluorimeter (Typ: 

PAM 101; Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutschland) an das Mikroskop angeschlossen wer-

den. Die Bildaufnahme und die Steuerung der Lichtintensitäten erfolgte manuell über die Steu-

er- und Bildaufnahmesoftware CamWare (PCO AG, Kelheim, Deutschland).  

3.2.1 Lichtstärkenmessung 

Die exakte Bestimmung und Einstellung der Anregungslicht-Intensität ist für die Interpretation 

der Fluoreszenzdaten und die Ableitung physiologischer Daten unerlässlich. Kann die Lichtstär-

ke von größeren Lichtquellen (> 1cm²) direkt mit Quantensensoren ermittelt werden, erfordert 

die Bestimmung der Lichtintensität im Fokus des Mikroskops spezielle Geräte oder Techniken, 

da der Durchmesser des Leuchtfelds im Fokus von Objektiven mit einer Objektivvergrößerung 
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≥ 5x bedeutend kleiner ist, als die Sensorfläche vieler Quantensensoren, so auch des hier ver-

wendeten LI-COR 189 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). Daher sind im Rahmen dieser Arbeit zwei 

Verfahren entwickelt worden, die eine schnelle und exakte Bestimmung der Lichtintensität am 

Mikroskop ermöglichen.  

3.2.1.1 Direkte Messung der Lichtintensität 

Bei dieser Methode erfolgte die Messung der relativen Lichtintensität (LImess) direkt mit dem LI-

COR Quantensensor, welche anschließend mittels einer Korrekturformel für das jeweilige Ob-

jektiv in die absolute Lichtintensität (LIkorr) umgerechnet werden kann. Für die Korrektur musste 

zunächst der exakte Durchmesser des Leuchtfelds eines Objektivs ermittelt werden (ØLF Objektiv). 

Hierzu wurde ein dünnes Tabakblatt unter dem zu vermessenden Objektiv für mehrere Minuten 

mit hoher Intensität belichtet, um Photoinhibition und -destruktion auszulösen. Anschließend 

wurde mit einem Objektiv schwächerer Vergrößerung ein Bild des photoinhibierten Bereichs 

aufgenommen, woraus der genaue Durchmesser und die Fläche (ALF) des Leuchtfelds ermittelt 

werden konnte. 

Tabelle 1 Leuchtfelddurchmesser und -flächen der verwendeten Objektive und des Quantensensors. 

Objektiv Durchmesser des Leuchtfelds (ØLF) [mm] Leuchtfeld (ALF) [mm²] 

5 x 6,2 30,19 

10 x 3,38 8,97 

25 x 1,35 1,42 

40 x 0,84 0,56 

63 x 0,58 0,26 

100 x 1,06 0,88 

LI-COR Quantensensor 7,7 46,57 

 

Auf dem verwendeten Quantensensor befindet sich eine Streuscheibe, die einfallendes Licht 

gleichmäßig auf die darunter liegende Sensorfläche leitet und verteilt. Hierdurch wird die Mes-

sung unempfindlich gegen leichte Verschiebungen in der x- und y-Achse oder den Abstand des 

Sensors vom Objektiv (z-Achse). Für die Berechnung der korrigierten Lichtintensität (LIkorr) aus 

der gemessenen Lichtstärke (LImess), gilt: 
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3.2.1.2 Messung der Lichtintensität mit einem 'Pin Hole'-Quantensensor 

Parallel zur direkten Lichtstärkenmessung wurde eine zweite Methode zur Bestimmung der 

Lichtintensität am Mikroskop entwickelt. Hierzu wurde eine Lochblende (Ø 0,5 mm) auf dem 
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ursprünglichen Quantensensor montiert, wodurch die Sensorfläche unter die Größe der Leucht-

felder der Objektive verkleinert wurde. Zunächst musste eine Kalibrierung mit bekannten Licht-

intensitäten erfolgen. Für die unterschiedlichen Lichtintensitäten ergab sich eine streng lineare 

Abhängigkeit von gemessener (LImess) und abgeleiteter Lichtstärke (LIkorr) (Abbildung 3-3).  
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Abbildung 3-3 Kalibrierung des 'Pin-hole'-Quantensensors für das LI-COR 189 Lichtmessgerät. Die Kalibrie-

rung wurde bei verschiedenen, mit Neutral-Grau Filtern eingestellten, Lichtintensitäten durchgeführt. 

Aus dieser Messung ergab sich für die Bestimmung der Lichtintensität aus den gemessenen 

Lichtintensitäten: 

Formel 9 
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Da gilt, -1,83-14→ 0, ergibt sich hieraus die vereinfachte Formel: 

Formel 10 

175,22    messkorr ∗= LILI  

Der direkte Vergleich beider Methoden zeigte, dass beide Methoden geeignet sind, die Lichtin-

tensitäten am Mikroskop zu determinieren (Abbildung 3-4). 
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Abbildung 3-4 Vergleichende Messung der Lichtintensitäten am Mikroskop mit beiden entwickelten Methoden. 
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3.2.2 Kalibrierung der CCD-Kamera 

Die genaue Kenntnis der Kameraempfindlichkeit ist eine unabdingbare Voraussetzung für die 

quantitative Analyse der Chlorophyll-a-Fluoreszenz aus den aufgenommenen Bildern. Daher 

wurde mit einem Fluoreszenzstandard (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutschland) in Vorver-

suchen überprüft, wie der CDD-Chip bei verschiedenen Anregungslichtintensitäten die emittier-

te Fluoreszenz in 4095 Graustufen (12 bit) ausgibt.  
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Abbildung 3-5 Empfindlichkeit der CCD-Kamera des Mikro-Imaging-Systems während der Kalibrierung mit 

einem Fluoreszenzstandard bei unterschiedlichen Lichtintensitäten. 

 

Abbildung 3-5 zeigt, dass das Signal der CCD-Kamera linear mit dem Anregungslicht für den 

Fluoreszenzstandard ansteigt. Auch der CCD-Chip der hier verwendeten Kamera emittiert tem-

peraturbedingt bei völliger Dunkelheit einige Elektronen, so dass selbst bei Unterbrechung des 

Anregungslichts der ausgegebene Grauwert  nicht gleich Null ist. Durch ein Luftkühlsystem 

wird der CCD-Chips während der Messungen konstant auf -25°C temperiert, so dass dieses 

’Grundrauschen’ konstant niedrig gehalten wird. Der mittlere Grauwert (’mean grey’ = MG) 

beträgt bei Dunkelheit 44,781 und liegt somit bei ca. 1,1% der ausgegebenen 4095 Grauwerte. 

Alle aufgenommenen Fluoreszenzbilder wurden vor der Berechnung abgeleiteter Größen, Pixel 

für Pixel, gegen das ’Grundrauschen’ korrigiert: 

Formel 11 
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Weiterhin wurde mit Hilfe des Fluoreszenzstandards überprüft, ob die Verteilung des Anre-

gungslichts über das Leuchtfeld homogen ist. Bei korrekter Justierung der Anregungslichtquelle 

wird eine sehr gleichmäßige Ausleuchtung des Objekts gewährleistet. Die prozentuale Abwei-

chung vom mittleren Fluoreszenzwert beträgt maximal 5%. 
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3.2.3 Bildaufnahme 

Ebenso wie die exakte Bestimmung der Anregungslichtstärke, ist ein genauer Abgleich der Auf-

nahmezeiten der CCD-Kamera für die korrekte Berechnung von PET-Bildern von großer Be-

deutung. Maßgeblich für die Auswahl des anzuwendenden Verfahrens ist hierbei das Versuchs-

ziel. Für die Bildaufnahme stehen folgende zwei Verfahren zur Auswahl. 

3.2.3.1 Bildaufnahme mit variabler Belichtungszeit 

Bei dieser häufig verwendeten Methode [Scholes & Rolfe (1996), Küpper et al. (2000)] erfolgt 

eine Anpassung der CCD-Belichtungszeit, je nach Lichtstärke, für jedes aufgenommene Fluo-

reszenzbild. Schwache Fluoreszenzen (F0, F0', FS) werden wesentlich länger aufgenommen als 

starke Fluoreszenzen (FM, FM'), so dass die ausgegebenen mittleren Grauwerte aller Fluores-

zenzbilder etwa gleich hoch liegen. Diese Vorgehensweise erleichtert die Aufnahme extrem 

schwacher Fluoreszenzen, allerdings müssen die Fluoreszenzbilder vor der Berechnung abgelei-

teter Parameter gegen die jeweilige Belichtungszeit korrigiert werden. Durch diesen zusätzli-

chen Rechenschritt geht jedoch Qualität verloren. Mit zunehmender Messdauer – für F0-Bilder 

häufig mehrere Minuten – steigt außerdem die Gefahr, dass die aufgenommenen Bilder verwa-

ckeln oder unscharf werden. Diese Fehler fließen in jede weitere Berechnung ein, so dass Auflö-

sung und Schärfe der abgeleiteten Bilder oftmals unbefriedigend sind. 

3.2.3.2 Aufnahme aller Bilder mit einer Belichtungszeit 

Neuere CCD-Kameras, wie z.B. die für diese Arbeiten eingesetzte 12 bit PCO SensiCam (PCO 

AG, Kelheim, Deutschland), weisen eine sehr hohe Lichtempfindlichkeit und gleichzeitig eine 

hohe Linearität über einen großen Intensitätsbereich auf (Abbildung 3-5). Dieses ermöglicht die 

Aufnahme der Chlorophyll-Fluoreszenzparameter FM, FM’ und FS, bei gleich bleibend kurzer 

Belichtungszeit (je nach Objekt und Lichtintensität zwischen 100 und 600 ms). Diese Methode 

bietet sich für die routinemäßige Analyse der photosynthetischen Aktivität in einzelnen Pflan-

zenzellen an, da die aufgenommen Fluoreszenzbilder vor weiterführenden Berechnungen nicht 

mehr zeitlich aneinander angeglichen werden müssen und zudem ein Verwackeln der Bilder 

während der Belichtung weitestgehend vermieden wird. 

3.2.4 Kalibrierung des Mikro-Imaging-Systems 

Vor der routinemäßigen Aufnahme von Fluoreszenzbildern mit dem Mikro-Imaging-System und 

der Berechnung abgeleiteter Daten war es erforderlich die Messgenauigkeit des Systems zu ü-

berprüfen und gegebenenfalls Korrekturverfahren zu entwickeln. Hierfür kamen verschiedene 

Verfahren zur Anwendung, die im Folgenden kurz dargestellt werden sollen.  

Ein einfaches Verfahren zur Überprüfung des Systems ist die vergleichende Messung der Chlo-

rophyll-a-Fluoreszenz an identisch vorbehandelten Blattstücken unter standardisierten Messbe-

dingungen. Bei dieser Analyse werden die am Mikroskop aufgenommenen Fluoreszenzparame-
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ter mit einer parallel durchgeführten Messung an einem kalibrierten PAM-Fluorimeter vergli-

chen. Für die Messungen wurde eine Blattprobe (Ø 1,5 cm) aus einer Versuchspflanze ausge-

stanzt und mit einem Messpuffer infiltriert (20 mM TRIS-HCl, pH 7,3). Anschließend wurde 

das vorbehandelte Blattstück geteilt. Beide Hälften wurden in Messpuffer auf Objektträger mon-

tiert und luftblasenfrei mit einem Deckglas abgedeckt. Eine der so vorbereiteten Proben wurde 

unter dem Mikroskop für die Messung vorbereitet, während die Parallelprobe unter dem PAM-

Messplatz montiert wurde. Die Intensitäten für aktinische und sättigende Belichtung wurden im 

Vorfeld der Messung an beiden Messplätzen identisch eingestellt. Nach einstündiger Dunkel-

adaptierung der Proben erfolgte zunächst die Aufnahme der Maximalfluoreszenz (FM). An-

schließend wurde die Kinetik der Fluoreszenzlöschung bei fortwährender Belichtung bis zum 

Erreichen eines konstanten Werts aufgenommen. Aus den erhaltenen Daten konnte direkt die 

Kinetik der Fluoreszenzlöschung bestimmt und die nichtphotochemische Fluoreszenzlöschung 

(qN) berechnet werden. 

Zeit nach Belichtungsbeginn [min]
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Mikro-Imaging-System

 

Abbildung 3-6 Exemplarischer Verlauf der nichtphotochemischen Fluorezenzlöschung (qN) eines Tabakblattes 

nach einstündiger Vorverdunkelung. Die Intensität der sättigenden Lichtpulse betrug 3030µE, die der aktinischen 

Beleuchtung 820 µE. Nähere Erläuterungen im Text. 

Abbildung 3-6 zeigt deutlich, dass der Verlauf von qN mit beiden Messverfahren nahezu iden-

tisch aufgenommen werden kann. In weiteren, unabhängigen Messreihen wurde dieser Zusam-

menhang verifiziert und es ergab sich eine durchschnittliche prozentuale Abweichung der am 

Mikroskop erhaltenen Daten von den Daten des PAM-Fluorimeters von nur -1,44% ± 4,92% 

(n=200).  

In ähnlicher Weise wurde die Berechnung von mikroskopischen Quanteneffizienz- (ΦPSII) und 

PET-Bildern mit Hilfe des 'Makro-Imaging-Systems' und eines PAM-Fluorimeters verglichen. 

In Abbildung 3-7 ist zu erkennen, dass die mit der Mikro-Imaging Methode ermittelten PET-

Raten um weniger als 2% von den mit dem PAM-Fluorimeter ermittelten Werten abweichen. 

Weitere Details und Informationen zur Berechnung PET-Bilder sind in Kapitel 3.2.5 beschrie-

ben. Die Ergebnisse der in Abbildung 3-6 und Abbildung 3-7 gezeigten Experimente zeigen, 
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dass die hier entwickelte 'Mikro-Imaging-Methode' eine stabile Methode zur quantitativen, bild-

gebenden Analyse photosynthetischer Prozesse auf zellulärer und subzellulärer Ebene ist. 
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Abbildung 3-7 Exemplarische Kalibrationsreihe zur Überprüfung der Messgenauigkeit des Mikro-Imaging-

Systems. Als Referenz diente die Messung einer identisch behandelten Parallelprobe mit dem PAM-Fluorimeter. 

Neben den Messwerten der zwei Methoden sind die mit dem Mikro-Imaging-System aufgenommenen PET-Bilder 

dargestellt. 

3.2.5 Berechnung von PET-Bildern aus Mikroskopbildern 

Für die Berechnung von PET- und qN-Bildern aus den Mikro-Fluoreszenzdaten werden im We-

sentlichen dieselben Rechenverfahren angewendet, die bereits im allgemeinen Material und Me-

thoden Kapitel für das Makro-Imaging beschrieben wurden (vgl. Kapitel 2.4.1). Jedoch wurden 

mussten einige Berechnungen modifiziert werden, da im Gegensatz zum 'Makro-Imaging' die 

routinemäßige Verwendung eines Fluoreszenzstandards nicht möglich war. Beim 'Makro-

Imaging' dient dieser Standard dazu die Intensität der aktinischen (LIakt) und sättigenden (LISLP) 

Beleuchtung während der Messung zu bestimmen. Beim 'Mikro-Imaging' wurde LISLP vor der 

Messung eingestellt. Während der Messung konnte die Lichtintensität mit Neutral-Grau Filtern 

zwischen LISLP und verschiedenen LIakt umgeschaltet werden (Abbildung 3-1). Exemplarisch 

sind die Einstellmöglichkeiten für eine sättigende Lichtintensität von 3046 µmol m-2 s-1 in 

Tabelle 2 aufgeführt. 

Tabelle 2 Während der Mikro-Imaging-Messung zu verwendende Einstellmöglichkeiten für die Intensität von akti-

nischem und sättigendem Licht 

Filter (-Kombination) Transmission [%] PAR [µmol m-2 s-1] 

ohne Filter 100 3046 

NG 4 26,92 820,0 

NG 16 8,63 262,9 

NG 4 + NG 16 2,28 69,4 
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Während einer Messung stehen somit vier verschiedene Lichtintensitäten zur Verfügung, die 

durch manuelles Zuschalten der NG-Filter in den Anregungsstrahlengang angewählt werden 

können. Nimmt man z.B. FM´-Bilder bei einer sättigenden Lichtintensität von 3046 µmol m-2 s-1 

und FS-Bilder bei einer aktinischen Lichtintensität von 820 µmol m-2 s-1 auf, muss z.B. das FS-

Bild mit dem Faktor 3,71 multipliziert werden (s.u.), um es mit dem Bild bei sättigendem Licht 

vergleichbar zu machen. Um Informationsverluste zu vermeiden, wurden die am Mikro-

Imaging-System aufgenommenen 12-bit Fluoreszenzbilder als 16-bit Tiff-Bilder abgespeichert. 

Das 16-bit Format der aufgenommenen Bilder bietet den Vorteil, dass die 12-bit Kamera die 

Fluoreszenzdaten auf nur 4096 der, bei 16-bit möglichen 65536 Graustufen, darstellt. Daher bie-

tet dieses Bildformat einen deutlich größeren Spielraum für die Normierung der Bilder oder wei-

tere Berechnungen, ohne dass es durch eine geringe Farbtiefe zu Informationsverlust kommt. 

Alle im Folgenden beschriebenen, weiterführenden Berechnungen wurden mit dem Programm 

OPTIMAS 6.51 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) durchgeführt und erfolgen 'Pixel 

für Pixel'. Die Berechnung von PET-Bildern aus je einem FS- und FM´-Bild erfolgt grundsätzlich 

auf folgende Weise: 

 

1. Korrektur des Grundrauschens aller zu verrechnenden Fluoreszenzbilder (siehe Formel 11). 

2. Normierung der Bilder (Formel 12) 

3. Berechnung von ΦPS II-Bildern (Formel 13) 
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Aus den mit diesen Formeln berechneten ΦPS II-Bildern kann, mit Hilfe einer geeigneten, linea-

ren Skala der 4095 Graustufen, direkt der photosynthetische Elektronentransport ausgelesen 

werden. Für die Bestimmung der PET-Werte aus den 4096 Graustufen gilt: 

Formel 14 
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Für das Erstellen einer Graustufenskala zur einfachen Interpretation der Bilder wurde die von 

Schreiber (1997) entwickelte Formel zur Bestimmung des PET aus der Quanteneffizienz ver-

wendet (Formel 5). Mit diesen Berechnungsschritten ist es möglich, eine schnelle, einfache Be-

rechnung abgeleiteter Größen, wie z.B. qN, ΦPSII und der PET-Rate aus den Fluoreszenzdaten 

durchzuführen (Abbildung 3-8). Somit steht ein einfaches Werkzeug zur Ermittlung photosyn-

thetischer Parameter auf subzellulärer Ebene zur Verfügung. 

0                              0,4                             0,8

Φ PSII (für Abbildungen C und D)

C) D)

A) B)

0                              0,4                             0,8

Φ PSII (für Abbildungen C und D)

C) D)

A) B)

 

Abbildung 3-8 Chlorophyll-a-Fluoreszenzbilder und daraus berechnete Bilder der Quanteneffizienz. A) FM´-

Bild, B) FS-Bild, C und D) 12-bit-Graustufen- und Falschfarben-Bild der Quanteneffizienz von PS II. 

Ein Problem bei der Berechnung hochauflösender Fluoreszenzbilder ist die, trotz geringer Tie-

fenschärfe der Objektive, auftretende Streu-Fluoreszenz. Diese resultiert aus vielfach gestreuter 

Chlorophyll-a-Fluoreszenz aus den Zellen, die unterhalb der Fokusebene im Blatt liegen (siehe 

Abbildung 3-8 A und B). Das Problem potenziert sich durch die Verrechnung und führt zu ei-

nem diffusen 'Photosynhteserauschen' auch in Bereichen ohne Chloroplasten oder Zellen (z.B. 

Interzellularräume oder substomatäre Höhlen; siehe Abbildung 3-8 C und D). 

Um die Auflösung der berechneten Bilder zu optimieren, ohne relevante Fluoreszenzdaten zu 

verfälschen, sollte ein Verfahren zur Hintergrundkorrektur der Fluoreszenzbilder entwickelt 

werden. Die Nachbearbeitung und teilweise Korrektur der Streu-Fluoreszenz erfolgte manuell 

mit dem Bildverarbeitungsprogramm OPTIMAS 6.51 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, 

USA).  
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A) B)A) B)

 

Abbildung 3-9 Hintergrundkorrektur von Fluoreszenzbildern am Beispiel des FM´-Bildes aus Abbildung 3-8. 

A) FM´-Bild mit linearer Grauwertskalierung, B) Hintergrundkorrigiertes FM´-Bild. Unter den Fluoreszenzbildern 

ist die jeweils zugehörige Intensitätsskala dargestellt. 

 

Zunächst wird der durchschnittliche Grauwert der Hintergrundfluoreszenz ermittelt. Dieser Wert 

wird über mehrere Kalibrationsschritte auf Null gesetzt, während die Graustufen der helleren 

Bereiche unverändert bleiben (Abbildung 3-9). Nachdem dieses Korrekturverfahren auf die FM´- 

und FS-Bilder angewendet wurde, kann die Berechnung der Quanteneffizienz- und PET-Bilder 

erfolgen. 

 

Abbildung 3-10 Korrigierte Bilder Quanteneffizienz von PS II, dargestellt als (A) 12-bit-Graustufen- und (B) 

Falschfarben-Bild. Die Bilder wurden aus den korrigierten Fluoreszenzbildern (Abbildung 3-9) berechnet. 
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Vergleicht man die in Abbildung 3-8 und Abbildung 3-10 dargestellten Quanteneffizienzbilder 

kann man erkennen, dass das beschriebene Korrekturverfahren die störende Hintergrundfluores-

zenz und die daraus resultierende fehlerhafte Quanteneffizienz nahezu vollständig eliminiert. 

Interzellularräume und Zellbereiche ohne Chloroplasten, wie z.B. die Zentralvakuole, weisen 

keine signifikante Quanteneffizienz auf. Da die Berechnung hochauflösender PET-Bilder jedoch 

sehr zeitaufwendig ist und durch die zusätzlichen Korrekturschritte auch Bildfehler erzeugt wer-

den können, wir dieses Verfahren nur an ausgewählten Bildern angewendet. Besonders bei 

hochauflösenden Fluoreszenzbildern, ab einer Objektivvergrößerung von 25x aufwärts, ist das 

beschriebene Korrekturverfahren jedoch unerlässlich, um detailreiche Bilder photosynthetischer 

Prozesse zu erhalten. Zur schnellen, bildgebenden Analyse von räumlichen Veränderungen der 

Photosynthese ist, insbesondere bei schwacher Objektivvergrößerung (5 – 10x), ein Vergleich 

der unkorrigierten PET-Bilder mit den Fluoreszenzbildern aussagekräftig genug. 

3.2.6 Optimierung der Bildauflösung 

Das Mikro-Imaging-System wurde entwickelt um hochauflösende Bilder der photosynthetischen 

Aktivität im pflanzlichen Gewebe zu erhalten. Zur Begasung der Gewebeproben mit definierten 

Gasen wurde eine kleine Blattküvette entwickelt, die fest auf dem Objekttisch des Mikroskops 

montiert werden kann. Ohne ein komplettes Gasmischsystem zu installieren, konnte jedoch nur 

eine sehr grobe Regulation des CO2-Gehalts des Messgases durchgeführt werden. Erste Versu-

che mit Blättern von Kichererbse (Cicer arietinum L.) und Weizen (Triticum aestivum L.) zeig-

ten, dass es prinzipiell möglich ist Messungen unter verschiedenen Gasbedingungen am Mikro-

Imaging System durchzuführen, jedoch ist die Auflösung der Bilder aus verschiedenen Gründen 

stark eingeschränkt. Im intakten Blatt passiert die Chlorophyll-Fluoreszenz vor Eintritt in das 

Objektiv viele Zellen und Interzellularen, wodurch eine unterschiedlich hohe Anzahl von Grenz-

flächen Luft-Wasser, bzw. Wasser-Luft, durchquert wird. Da Luft und Wasser unterschiedliche 

Brechungsindizes aufweisen (Luft=1,000292; Wasser=1,3329) wird das einfallende Fluores-

zenzlicht an jeder dieser Grenzflächen gemäß dem Snelliusschen Brechungsgesetz gebrochen. 

Da außerdem auch Totalreflexion und Dispersion an den Grenzflächen auftreten, ist eine detail-

getreue Abbildung der Chlorophyll-a-Fluoreszenz in intaktem Blattgewebe bei hoher Auflösung 

(> 5x Objektiv) nahezu unmöglich (siehe Abbildung 3-11 A und D). 
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Abbildung 3-11 Chlorophyll-a-Fluoreszenzbilder von Tabakblättern nach unterschiedlicher Vorbehandlung. A) 

und D) Unbehandeltes Blatt in der Mikroskop-Küvette, B) und E) Blattoberseite mit Wasser beschichtet, C) und F) 

mit TRIS-HCl Puffer infiltriertes Blattstück. A-C) 10x Objektiv, D-F) 63x Objektiv. 

Die Fluoreszenzbilder in Abbildung 3-11 zeigen deutlich, dass bereits ein Ausfüllen des Zwi-

schenraumes von Blatt und Küvettendeckglas mit wässrigen Medien (B und E) zu einer deutli-

chen, jedoch nur kurzfristigen, Verbesserung der Bildauflösung führt. Eine wesentliche Opti-

mierung der Auflösung konnte durch die Infiltration des zu untersuchenden Blattes mit wässri-

gem Puffer erzielt werden (Abbildung 3-11 C und F), wodurch die Grenzflächeneffekte redu-

ziert und die Auflösung gesteigert werden kann. 

Nach der Infiltration eines Blattes mit einem wässrigen Medium, ist es jedoch nicht mehr mög-

lich über die Änderung des äußeren CO2-Partialdrucks (Ca) Einfluss auf die CO2-Verfügbarkeit 

für die RubisCO und somit auf die photosynthetische Aktivität zu nehmen, wodurch einige 

Messverfahren nicht durchführbar sind. Da in wässrigem Puffer wenig Carbonat enthalten ist, 

musste ein Infiltrationsmedium entwickelt werden, welches die CO2-Versorgung für den Mess-

zeitraum sichert stellt und die Aufnahme der PET-Rate unter reproduzierbaren Bedingungen er-

laubt. Hierzu wurden verschiedene Puffermedien mit unterschiedlichen Konzentrationen an Ka-

liumhydrogencarbonat (KHCO3) hergestellt.  
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Abbildung 3-12 Abhängigkeit des maximalen photosynthetischen Elektronentransports von der KHCO3-

Konzentration im Messpuffer. Die Versuche wurden an infiltrierten Blattstücken von Tabak durchgeführt. Die In-

tensität der aktinischen Beleuchtung betrug 820 µE. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus jeweils 3 unab-

hängigen Messungen 

Da andere Puffermedien den PET deutlich herabsetzten, wurden alle weiteren Versuche 20mM 

TRIS-HCl-Puffer (pH 7,1) durchgeführt. Abbildung 3-12 zeigt, dass bei einer KHCO3-

Konzentration von 500mM die maximale Kapazität des PET erreicht wird, weshalb für alle wei-

teren Messungen an Tabakblättern ein 20mM TRIS-HCl-Puffer mit 500mM KHCO3 eingesetzt 

wurde. Ein mit diesem Puffer infiltriertes Tabakblatt kann unter sättigenden Lichtbedingungen 

mindestens 15 min lang untersucht werden, bevor es zu einem signifikanten Absinken des PET 

kommt. 

3.2.7 Anwendungsbeispiele 

3.2.7.1 Messung der Photosynthese nach mechanischer Verletzung eines Blattes 

Hauptziel bei der Entwicklung des Mikro-Imaging Systems war es eine hohe räumliche Auflö-

sung bei der Messung photosynthetischer Parameter zu ermöglichen, um die in unserer Arbeits-

gruppe durchgeführten Untersuchungen von Pflanzen während der Interaktion mit pathogenen 

Mikroorganismen zu vertiefen. Eine kleine mechanische Verletzung eines intakten Blattes führt, 

ähnlich wie bei der Pathogenabwehr, zu einer hochlokalisierten Wundreaktion in deren Verlauf 

auch die photosynthetische Aktivität der angrenzenden Zellen beeinflusst wird. Hierzu wurden 

lichtadaptierte Sekundärblättern von Weizen (Triticum aestivum L.) mit einer feinen Nadel ver-

letzt und in den folgenden Minuten die Chlorophyll-a-Fluoreszenz der Verletzungsregion mit 

dem 'Mikro-Imaging-System' aufgenommen. 
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Abbildung 3-13 Änderungen in der Quanteneffizienz von PSII in einem Weizenblatt nach mechanischer Verlet-

zung. Die Aufnahme der Fluoreszenzdaten erfolgte in der Mikro-Küvette unter definierten Gasbedingungen mit 350 

ppm CO2 21% O2 und 78% N2. Die Intensität des aktinischen Lichts betrug 250 µE, die der sättigenden Lichtpulse 

1900 µE. Der schwarze Balken in Bild A repräsentiert 1mm.  

Abbildung 3-13 zeigt den Verlauf der Quanteneffizienz von PSII in einem Weizenblatt nach 

mechanischer Verletzung. Bereits 30 Sekunden nach der Verletzung sank die Quanteneffizienz 

im umgebenden Palisadenparenchym um ca. 33% ab. Nachdem sich der Bereich mit reduzierter 

Quanteneffizienz nach 1 min maximal, in einem Bereich von etwa 12 Parenchymzellen um die 

Verletzung ausgedehnt hatte, stieg die Quanteneffizienz innerhalb der folgenden 2 min wieder 

deutlich an. 90 min nach Verletzung war die photosynthetische Aktivität in den umgebenden 

Zellen wieder auf Ausgangsniveau. Nur in ca. 2 bis 3 Zellen, die direkt an die Verletzungsregion 

grenzen, blieb die Quanteneffizienz von PSII dauerhaft erniedrigt.  

Es ist sehr wahrscheinlich, dass es sich hier um eine zelluläre Reaktion auf mechanische Ver-

wundung handelt. Möglicherweise findet in der Umgebung einer Verletzung eine Umsteuerung 

des pflanzlichen Stoffwechsels statt, um die Wundstelle zu versiegeln. Typischerweise ist pho-

toautotrophes ’Source’-Gewebe optimal für die Produktion und den Export von Kohlenhydraten 

eingestellt. Der heterotrophe Stoffwechsel läuft daher nur stark eingeschränkt ab. Beispielsweise 
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wird der stromale OPPP, ein zentraler Stoffwechselweg für die Versorgung von Biosynthese-

prozessen mit Metaboliten, in photoautotrophem ’Source’-Gewebe über das Thioredoxin-

System herabreguliert, um ein sog. ’futile-cycling’ mit dem im Licht ablaufenden Calvin-Zyklus 

zu vermeiden [Scheibe (1991)]. Im Fall einer Verwundung ist jedoch eine schnelle Reaktion er-

forderlich, um den Wundbereich versiegeln zu können. Für das Anlaufen von Biosynthesereak-

tionen muss allerdings der autotrophe, assimilatorische Stoffwechsel, wie in dem Experiment zu 

sehen ist, herabreguliert werden. Diese Reaktionen laufen höchstwahrscheinlich in den 2 bis 3, 

die Verletzung direkt umgebenden Zellen ab. Jedoch kann hiermit nicht das schnelle, reversible 

Absinken der photosynthetischen Aktivität in der weiteren Umgebung der Verwundung erklärt 

werden. Die Daten zeigen, dass es mit dem Mikro-Imaging System möglich ist sowohl schnelle 

Änderungen der photosynthetischen Aktivität, mit stark erhöhter Auflösung gegenüber konven-

tionellen Imaging-Systemen, zu erfassen und diese auch über einen Messzeitraum von vielen 

Stunden zu verfolgen.  

3.2.7.2 Imaging-Mikroskopie von Stoma-Chloroplasten 

Nachdem die Eignung des Mikro-Imaging-Systems zur Verfolgung von lokalen Änderungen der 

photosynthetischen Aktivität im Blatt nachgewiesen war, sollten weitere Versuche die Grenzen 

der räumlichen Auflösung des Systems definieren. Pflanzliche Schließzellen befinden sich un-

mittelbar an der Blattoberfläche (bzw. -unterseite) und erschließen sich optimal der mikroskopi-

schen Untersuchung, ohne dass andere Zellschichten die Aufnahme durch Brechung oder Streu-

ung verfälschen. Das in Abbildung 3-14 A gezeigte, unbearbeitete Fluoreszenzbild verdeutlicht 

diesen Vorteil gegenüber den in Abbildung 3-11 dargestellten Aufnahmen der Chlorophyll-a-

Fluoreszenz im Palisadenparenchym von unbehandelten Tabakblättern. 
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Abbildung 3-14 Hochauflösende Bilder der photosynthetischen Aktivität in Chloroplasten der Schließzellen von 

Tabakblättern. (A) Bild der Chlorophyll-a-Fluoreszenz und (B) daraus abgeleitetes Bild der Quanteneffizienz von 

PSII in Schließzellen von Nicotiana tabacum L.. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder erfolgte in der Mikro-

Imaging-Küvette unter 350 ppm CO2, 21% O2, 78% N2. Die Intensität der aktinischen Beleuchtung betrug 500 µE, 

die des sättigenden Lichtpulses 1900 µE. Der weiße Balken repräsentiert 100 µm. 
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Abbildung 3-14 B zeigt die Quanteneffizienz von Stoma-Chloroplasten unter Anzuchts-Licht- 

und Gasbedingungen. Bereits bei einer Objektivvergrößerung von 40x ist gut zu erkennen, dass 

die Quanteneffizienz von Zelle zu Zelle variiert und sogar Inhomogenitäten innerhalb der Chlo-

roplasten einer Schließzelle auftreten können. Daher wurden weitere Versuche mit der maximal 

möglichen Mikroskop-Vergrößerung (100x) durchgeführt.  
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Abbildung 3-15 Bilder der photosynthetischen Aktivität einzelner Chloroplasten in Schließzellen von N. taba-

cum L. cv SNN. A) Durchlichtaufnahme einer Spaltöffnung, B) unbearbeitetes Chlorophyll-a-Fluoreszenzbild und 

C) Quanteneffizienzbild derselben Spaltöffnung. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder erfolgte in der Mikro-

Imaging-Küvette unter 350 ppm CO2, 21% O2, 78% N2. Die Intensität der aktinischen Beleuchtung betrug 645 µE, 

die des sättigenden Lichtpulses 2440 µE. Der weiße Balken in (A) repräsentiert 10 µm. 

 

Abbildung 3-15 C zeigt, dass nicht alle Chloroplasten innerhalb einer Schließzelle identisch ho-

he photosynthetische Aktivitäten aufweisen, sondern etwa ¼ aller Chloroplasten eine 35%ige 

Reduktion gegenüber der maximalen Quanteneffizienz von 0,55 zeigen. Dieses ist ein direkter 

Beweis, dass die photosynthetische Aktivität der Chloroplasten in einer Zelle sehr inhomogen 

sein kann. Einzelne Chloroplasten können mit hoher Effizienz Photosynthese betreiben, wäh-

rend die photosynthetische Aktivität eines direkt benachbarten Plastiden stark reduziert ist. Über 

die Ursachen dieser unterschiedlichen photosynthetischen Aktivität kann zum jetzigen Zeitpunkt 

nur spekuliert werden. Möglicherweise liegen in einer Zelle Chloroplasten mit unterschiedlichen 

physiologischen Aufgaben oder in unterschiedlichen Entwicklungsstadien vor. Auch könnte die 

Photosynthese in einzelnen Chloroplasten unabhängig reguliert werden, um die Gesamtrate dem 

tatsächlichen Bedarf genau anzupassen.  
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Abbildung 3-16 Quanteneffizienzbilder von Chloroplasten intakter Schließzellen von N. tabacum L. cv SNN. 

Die gezeigten Bilder sind Ausschnittsvergrößerungen aus Abbildung 3-15 C. Der weiße Balken entspricht 1 µm. 

Bei genauerer Betrachtung der Mikroskopbilder fällt auf, dass die Quanteneffizienz von PS II 

der aufgenommenen Chloroplasten zur Mitte hin maximal hoch ist und zum Rand hin deutlich 

abfällt (siehe Abbildung 3-15 C und Abbildung 3-16). Diese Beobachtung ist in guter Überein-

stimmung mit der bekannten Ultrastruktur der Chloroplasten, da im zentralen Bereich der Chlo-

roplasten das Thylakoidmembransystem liegt welches die Komponenten des linearen PET, z.B. 

LHC II und PS II, enthält. Unter optimalen Bedingungen durchgeführte Mikro-Imaging-

Messungen, z.B. an isolierten Chloroplasten, könnten daher weitere Erkenntnisse über die Hete-

rogenität des linearen PET innerhalb des Chloroplasten und der Thylakoidmembran liefern. Die 

von Goh et al. (1999) mit einem Mikro-PAM-Fluorimeter durchgeführten Untersuchungen lie-

ferten bereits Erkenntnisse über die photosynthetische Aktivität in Schließzellen bei künstlicher, 

irreversibler Öffnung der Stomata durch Fusicoccin. Das dort angewendete Messverfahren er-

laubte, im Gegensatz zu der hier vorgestellten Methode, jedoch nur die Bestimmung integrierter 

photosynthetischer Parameter. 

3.2.8 Schlussfolgerungen und Ausblick 

Baker et al. (2001) zeigten, dass sich das Mikro-Imaging gut zur Unterscheidung der photosyn-

thetischen Aktivität benachbarter Zellen eignet. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Me-

thode bietet darüber hinaus die Möglichkeit zur subzellulären, unter geeigneten Bedingungen 

sogar subchloroplastidären, Auflösung photosynthetischer Prozesse in intaktem Blattgewebe. 

Die Reaktion einzelner Zellen auf veränderte Umweltbedingungen kann mit dieser Methode e-

benso untersucht werden, wie die Umstellung des Stoffwechsels einzelner Zellen nach Patho-

genbefall oder Verwundung. Darüber hinaus ist es nun auch möglich, die beobachteten physio-

logische Veränderungen des pflanzlichen Primärstoffwechsels direkt mit histologisch detektier-

baren Veränderungen einzelner Zellen zu korrelieren und funktionell miteinander in Beziehung 

zu setzen (vgl. Kapitel 4.1.1.10, 4.1.1.11 und Scharte et al. (2005)). Inzwischen sind erste Mik-

ro-Imaging-Systeme bereits käuflich zu erwerben (z.B. Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutsch-
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land). Jedoch basieren diese Systeme auf der Methode der pulsamplitudenmodulierten Fluores-

zenzmessung und sind aufgrund dessen in ihrer räumlichen Auflösung dem hier entwickelten 

System nicht ebenbürtig. Das hier entwickelte Mikro-Imaging-System stellt ein wichtiges 

Werkzeug zum Verständnis der Regulation der Photosynthese dar, da es eine bisher nicht er-

reichte räumliche Auflösung photosynthetischer Prozesse, bei gleichzeitiger weitestgehender 

Unversehrtheit des untersuchten Blattes, unter physiologischen Bedingungen erlaubt. 
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4.1 Vorversuche 

Für die Messungen photosynthetischer Parameter, wie z.B. der PET-Rate oder der photosynthe-

tischen Induktion zur indirekten Bestimmung des Dunkelstoffwechsels, mussten zunächst einige 

grundlegende physiologische Charakteristika der Versuchspflanzen ermittelt werden. Die stan-

dardisierte Anzucht der Pflanzen unter konstanten Umweltbedingungen trägt, wie im Folgenden 

gut zu erkennen ist, entscheidend zur Vergleichbarkeit der Analysedaten bei. Ein wichtiger Pa-

rameter bei der Messung des PET ist das Lichtsättigungsverhalten der Pflanzen. Die Lichtsätti-

gungskurven wurden an ausdifferenzierten ’Source’-Blättern von Tabak aufgenommen. Die 

PET-Rate wurde mit dem Imaging-System mit angeschlossener Gasmischanlage bestimmt, wel-

ches die Aufnahme der Lichtsättigungskurve bei steigender aktinischer Lichtintensität, aber an-

sonsten konstanten Umgebungsbedingungen ermöglicht. 
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Abbildung 4-1 Lichtsättigungskurve von ausdifferenzierten Tabakblättern (Nicotiana tabacum L. cv. SNN). Al-

le Messungen wurden unter 700 ppm CO2, 21% O2, 78% N2, einer Messgastemperatur von 22°C, bei einem Tau-

punkt von 12°C durchgeführt. Die dargestellten Messpunkte sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus vier 

unabhängigen Messreihen. 

Abbildung 4-1 zeigt, dass die unter standardisierten Bedingungen angezogenen Tabakpflanzen 

ein sehr einheitliches Lichtsättigungsverhalten zeigen. Daher wurden alle weiteren Versuche zur 

Bestimmung der maximalen PET-Rate bei einer Lichtintensität von 820 µE durchgeführt. Bei 

dieser Lichtintensität ist die Photosynthese der Versuchspflanzen lichtgesättigt. Außerdem wur-

de diese Lichtstärke aus verschiedenen technischen Gründen ausgewählt. Des Weiteren war die 

Bestimmung des CO2-Kompensationspunktes von Tabak für die Messung der photosyntheti-
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schen Induktion notwendig. Dieses von Meng et al. (2001) entwickelte Messverfahren gibt indi-

rekt, über die Messung photosynthetischer Parameter, Einblicke in den Metabolitzustand im 

Chloroplasten und somit in den Dunkelstoffwechsel einer vorverdunkelten Pflanze. Nähere Er-

läuterungen zu diesem Messverfahren sind in Kapitel 2 beschrieben. Die Induktionsmessung 

wird bei reduziertem CO2-Partialdruck (etwa am CO2-Kompensationspunkt) durchgeführt. Un-

ter diesen Bedingungen ist die Induktion des Calvin-Zyklus nach einer Dunkelphase von der 

chloroplastidären Konzentration an Triosephosphaten abhängig. Ist diese bereits im Dunkeln 

hoch – dieser Zustand kann durch einen aktivierten OPPP erreicht werden –, wird auch der Cal-

vin-Zyklus – und damit die Photosynthese – schnell induziert. Messungen an Tabakblättern er-

gaben, dass bei einer Lichtintensität von 250 µE der CO2-Kompensationspunkt bei ca. 65 ppm 

lag. Daher wurden alle Induktionsmessungen mit einer Lichtintensität von 250 µE und einem 

CO2-Partialdruck von 65 ppm durchgeführt. 

4.1.1 Umsteuerung des pflanzlichen Primärstoffwechsels nach Infektion mit      

Phytophthora nicotianae 

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse des pflanzlichen Primärstoffwechsels wäh-

rend der Abwehr des phytopathogenen Oomyceten Phytophthora nicotianae. Diese Untersu-

chungen sollten aufzeigen, dass nicht nur die bereits umfassend untersuchten Änderungen des 

pflanzlichen Sekundärstoffwechsels, sondern auch Umstellungen des Primärstoffwechsels eine 

wichtige Voraussetzung für die erfolgreiche pflanzliche Abwehrantwort sind. In der ersten Pha-

se der Untersuchungen wurde daher das Tabakkultivar Nicotiana tabacum L. cv. SNN (SNN) 

ausgewählt. Zwar war bislang nicht bekannt, ob SNN das von uns verwendete Pathogen ab-

wehrt, jedoch haben bereits eine Reihe von Untersuchungen gezeigt, dass dieses Kultivar hoch-

resistent gegenüber anderen mikrobiellen Pathogenen, wie z.B. dem Tabak-Mosaik-Virus 

(TMV), ist [z.B. Seo et al (2000) und Referenzen hierin]. Parallel zu den Untersuchungen an 

SNN wurden vergleichende Untersuchungen an dem Tabakkultivar N. tabacum L. cv. Xanthi 

(Xanthi) durchgeführt, welches als suszeptibel gegenüber dem Oomyceten P. nicotianae gilt 

[Way et al. (2000)]. Die an diesen Kultivaren gewonnenen Erkenntnisse könnten aufzeigen, 

welche bei einer inkompatiblen Interaktion auftretenden Umstellungen des Primärstoffwechsels 

typisch für eine resistente Pflanze sind und möglicherweise eine notwendige Voraussetzung für 

die Induktion einer erfolgreichen Abwehrantwort darstellen. 

4.1.1.1 Die hypersensitive Reaktion (HR) 

Da in der Literatur bislang keine Angaben über die Resistenz von SNN gegenüber dem Oomy-

ceten Phytophthora nicotianae existieren, wurde zunächst überprüft wie diese Tabaklinie auf die 

Infektion reagiert. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Probeinfektionen an ’Source’-

Blättern von SNN durchgeführt und die Reaktion auf das Pathogen analysiert. Die Infektion mit 
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den Zoosporen von P. nicotianae erfolgte nach der Methode von Colas et al. (2001). Die Zoo-

sporenlösung wird bei diesem Ansatz direkt in das Mesophyll der zu untersuchenden Blätter 

eingespritzt (Abbildung 4-2 A; siehe auch Kapitel 2). Der Kontrollbereich wurde zeitgleich mit 

sterilem Leitungswasser infiltriert. 

A BA B

 

Abbildung 4-2 Infiltationsbereiche von P. nicotianae Zoosporen (’Infection site’) und sterilem Leitungswasser 

(’Control’) in ’Source’-Blättern von SNN. A) Durchlichtbild unmittelbar nach Infiltration, B) Aufnahme desselben 

Blattbereichs 48 Stunden nach Infektion. Die weißen Balken repräsentieren 10mm. 

Abbildung 4-2 zeigt, dass diese Methode für die hier durchgeführten Untersuchungen aus ver-

schiedenen Gründen sehr gut geeignet ist. Es können exakt definierte Zoosporenmengen in das 

Blatt eingespritzt werden, wodurch die Infektionsfläche genau den Versuchsanforderungen an-

gepasst werden kann. Daher können, je nach Versuchsdurchführung, die zu den Infektionsberei-

chen passenden Kontrollproben aus einem Blatt, z.T. sogar aus demselben Intercostalfeld, ge-

nommen werden. Beim direkten Vergleich von Kontrollen und infizierten Blattbereichen ist so-

mit sichergestellt, dass keine Entwicklungs- oder Pflanzenspezifischen Unterschiede in die Ana-

lyse einfließen. Da die Sporen nach Injektion in den Interzellularraum weder Cuticula noch Epi-

dermis passieren müssen ist außerdem ein synchronisierter Infektionsstart im gesamten infilt-

rierten Gewebe gewährleistet. Diese Faktoren stellen sicher, dass die Versuchsbedingungen über 

viele Messungen hinweg konstant gehalten werden können und eine hohe Reproduzierbarkeit 

der Messungen erzielt werden konnte. 

Die ersten Infektionen gaben außerdem Aufschluss über den zeitlichen Verlauf der inkompatib-

len Interaktion zwischen Pathogen und Pflanze. In den ersten neun Stunden nach Infektion 

(’Hours post infection’ = hpi) waren keine makroskopischen Veränderungen des Blattgewebes 

am Infektionsort zu erkennen. Zwischen 9 und 12 hpi traten in einigen Fällen erste sichtbare 

Veränderungen des Gewebes auf der Blattunterseite auf. Nach 24 hpi war die Abwehrreaktion 

im Infektionsbereich weitestgehend abgeschlossen. Das Gewebe hat hypersensitiv reagiert und 

es hat sich eine gut zu erkennende hypersensitive Läsion am Infektionsort ausgebildet. In 

Abbildung 4-2 ist klar zu erkennen, dass die Abwehrreaktion auf den primären Infektionsbereich 

beschränkt bleibt. Das direkt umgebende Gewebe scheint von Infektion, bzw. Abwehr nicht be-

einflusst zu werden. Beobachtet man das infizierte Blatt über einen Zeitraum von ca. vier Wo-
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chen, kann man keine Anzeichen für ein weiteres Ausbreiten des Pathogens im infizierten Blatt 

erkennen und der Abwehrbereich bleibt in Form und Größe unverändert. Es kommt in keinem 

Fall zu weiterem nachweisbaren Wachstum des Oomyceten, noch zur Ausprägung von Sym-

ptomen der Blattflecken-Krankheit. 

Während der ersten Stunden nach Infektion (0 – 12 hpi), deutlich vor der Ausbildung ma-

kroskopisch sichtbarer Läsionen am Infektionsort, konnten verschiedene weitere Belege für das 

schnelle Anlaufen der Abwehrreaktion festgestellt werden. So kann bereits nach 1 hpi die Bil-

dung reaktiver Sauerstoffspezies (’reactive oxygen species’ = ROS) in infizierten Blattberei-

chen nachgewiesen werden. Das Auftreten von H2O2 ist über den gesamten Untersuchungszeit-

raum (bis 12 hpi) hochlokalisiert am Infektionsort nachzuweisen (Abbildung 4-3 A). Auch die 

Expression von PR-Proteinen (’pathogenesis related’ = PR), hier am Beispiel von PR-Q gezeigt, 

nahm wenige Stunden nach Infektion deutlich zu (Abbildung 4-3 B). PR-Q codiert für eine 

saure Chitinase [Payne et al. (1990)] und wurde als Salicylsäure-induzierbar beschrieben [Ward 

et al. (1991)]. Daher könnte die verstärkte Expression dieses Proteins als Indikator für eine sys-

temische Reaktion einer infizierten Pflanze dienen. Allerdings kommt es in den benachbarten, 

nicht-infizierten Kontrollbereichen aus demselben Blatt weder zu einer Erhöhung der PR-Q Ex-

pression (Abbildung 4-3 B), noch zur Bildung von H2O2 (Abbildung 4-3 A). Beides deutet stark 

darauf hin, dass während dieser frühen Phase der Abwehr (1 – 12 hpi) keine signifikante syste-

mische Reaktion auf die Infektion mit P. nicotianae erfolgt.  

 

 

Abbildung 4-3 Frühe Abwehrreaktionen von N. tabacum L. cv SNN nach Infektion mit P. nicotianae. (A) 

DAB-Färbung als Nachweis von H2O2-Akkumulation am Infektionsort (1 – 12 hpi). (C) Genexpression des PR-

Proteins PR-Q. Die Gesamt-RNA wurde aus Kontrollregionen (’Control’) und Infektionsorten (’Infection site’) von 

Tabak-source-Blättern isoliert (12 hpi). 18S cDNA diente als Beladungskontrolle. 
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Basierend auf diesen Beobachtungen, klassifizierten wir die Interaktion als inkompatibel. Das 

Tabakkultivar SNN reagiert hochresistent auf die Infektion mit P. nicotianae. Da die Abwehr 

nach ca. 24 Stunden vollständig abgelaufen ist und der Beginn der Bildung hypersensitiver Lä-

sionen bereits nach 12 hpi manifest wird, müssen alle für eine erfolgreiche Abwehr notwendigen 

Umstellungen des pflanzlichen Stoffwechsels in einem kurzen Zeitraum nach Infektionsbeginn 

erfolgen. Der Hauptfokus aller weiteren Untersuchungen wurde daher auf die ersten 12 Stunden 

nach Infektionsbeginn gelegt. 

Nach der Infektion von Xanthi mit Zoosporen von P. nicotianae beobachtet man eine gänzlich 

unterschiedliche Symptomatik als bei der inkompatiblen Interaktion von SNN und dem Patho-

gen. Bei SNN reagieren nahezu alle Zellen im Infektionsbereich hypersensitiv und es kommt zur 

Ausbildung einer hypersensitiven Läsion, die sich über den gesamten primären Infektionsbe-

reich erstreckt (Abbildung 4-2).  

 

Abbildung 4-4 ’Source’-Blätter des suszeptiblen Kultivars N. tabacum L. cv. Xanthi zu verschiedenen Zeit-

punkten nach Infektion mit P. nicotianae. (A) 24 hpi, (B) 48 hpi und (C) 120 hpi. Links der Mittelrippe liegt der 

Infektionsbereich. Auf der rechten Seite wurde als Kontrolle steriles Leitungswasser infiltriert. 

24 h nach Infiltration des Pathogens sind bei Xanthi keine phänotypischen Veränderungen im 

Infektionsbereich zu beobachten (Abbildung 4-4 A). Frühestens nach 48 Stunden wird das be-

troffene Gewebe leicht chlorotisch, wobei zu diesem Zeitpunkt in keinem Fall vollständig aus-

gebleichte hypersensitive Läsionen auftreten (Abbildung 4-4 B). Erst 120 Stunden nach Infekti-

on treten punktuelle Läsionen auf, wobei im größten Teil des Infektionsbereichs keine Anzei-

chen der HR zu erkennen sind (Abbildung 4-4 C).  

 

Abbildung 4-5 H2O2-Akkumulation, nachgewiesen mittels DAB-Färbung, im Infektionsbereich von suszep-

tiblen Tabakpflanzen (Xanthi) zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion. Die schwach erkennbaren Markierun-

gen zeigen den primären Infektionsbereich an. 
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Abbildung 4-5 zeigt den Verlauf der ROS-Produktion in infizierten Blattbereichen des suszep-

tiblen Tabakkultivars Xanthi. Im Gegensatz zur schnellen ROS-Produktion im resistenten SNN 

(vergleiche Abbildung 4-3 A) tritt bei Xanthi in den ersten 6 hpi keine signifikante H2O2-

Akkumulation auf. Erst nach 9 hpi ist im primären Infektionsbereich eine schwache ROS-

Akkumulation erkennbar, die in den folgenden 3 Stunden leicht zunimmt. Im Vergleich zur in-

kompatiblen Interaktion ist die ROS-Produktion bei Xanthi jedoch fast vernachlässigbar gering.  

4.1.1.2 Stimulierung von mitochondrialer Atmung und OPPP 

 

Abbildung 4-6 Abwehr-induzierte Änderungen des pflanzlichen Dunkelstoffwechsels. Anstieg der (A) Dunkel-

atmung und (B) der Aktivität der Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase (G6PDH) am Infektionsort, dargestellt als 

prozentualer Anstieg relativ zum Kontrollbereich (= 0%) in demselben Tabakblatt. Die eingefügten Graphen zeigen 

die Originaldaten der Infektionsorte (schwarze Punkte) und der Kontrollen (weiße Punkte). Die Mittelwerte stam-

men aus je vier unabhängigen Messreihen. (C) Bilder der photosynthetischen Induktion infizierter und gesunder 

Blattbereiche eines Tabakblattes. Die Bilder stellen den integrierten photosynthetischen Elektronenfluss in den ers-

ten zwei Minuten nach einstündiger Vorverdunkelung dar. Der weiße Balken repräsentiert 10 mm. 
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Bereits eine Stunde nach Infiltration des Pathogens ins Blattgewebe steigt die Dunkelatmungs-

rate, gemessen als Netto-CO2-Abgabe, im Infektionsbereich um ca. 70% gegenüber gesundem 

Kontrollgewebe an (Abbildung 4-6 A). Die Atmungsrate stagniert für etwa neun Stunden auf 

diesem Niveau und steigt daraufhin in einer zweiten Phase um ca. 250% im Vergleich zur Kon-

trolle an. Möglicherweise liegt die reale Atmungsrate sogar noch höher, da nicht auszuschließen 

ist, dass kleine, nicht-infizierte Blattbereiche in die Messung mit einbezogen wurden. Die Infilt-

ration von Tabakblättern mit einem zellfreien Zoosporen-Filtrat, in dem keine intakten Struktu-

ren des Pathogens vorliegen, löst eine ähnlich starke Zunahme der Atmungsrate aus (Daten nicht 

gezeigt). Dieses lässt den Schluss zu, dass der beobachtete Anstieg der CO2-Freisetzung zu ei-

nem wesentlichen Teil pflanzlichen Ursprungs ist und nicht vom Pathogen verursacht wird. 

Auch die Aktivität der Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (G6PDH), dem Schlüsselenzym 

des OPPP, steigt kurz nach Infektionsbeginn deutlich an (Abbildung 4-6 B). Bereits zu 1hpi ist 

die Aktivität um ca. 40% gegenüber der Kontrolle gesteigert. Nach 4 hpi ist ein weiterer Anstieg 

der Aktivität, mit einem Maximum von ca. 110% zwischen 6 und 12 hpi, zu verzeichnen. Der 

OPPP ist in verschiedenen Kompartimenten einer Pflanzenzelle lokalisiert. Ein Teil dieses 

Stoffwechselweges ist im Cytosol lokalisiert, während andere Reaktionen im Chlo-

roplastenstroma ablaufen. Allerdings wurde in den Messungen keine Diskriminierung zwischen 

cytosolischer und stromaler G6PDH vorgenommen. Hierzu ist ein erheblich aufwendigeres 

Messverfahren notwendig, auf das im Rahmen dieser Arbeit verzichtet wurde. 

Nach Infektion mit P. nicotianae wurde die Induktion der Photosynthese in den ersten zwei 

Minuten der aktinischen Belichtung analysiert. Die Messungen erfolgten nach einstündiger Vor-

verdunkelung, bei 21% O2, einer aktinischen Lichtintensität von 250 µE und bei 65 ppm CO2, 

d.h. am für Tabak ermittelten CO2-Kompensationspunkt. Unter diesen experimentellen Bedin-

gungen ist die Induktion der Photosynthese unabhängig von der stomatären Leitfähigkeit. Die 

bildgebende Analyse der Chlorophyll-a-Fluoreszenz ermöglicht eine Visualisierung der photo-

synthetischen Induktion nach Infektion (Abbildung 4-6 C). Im primären Infektionsbereich – in 

denen auch die G6PDH-Aktivität stark erhöht ist (vgl. Abbildung 4-6 B) – läuft die Photosyn-

these beschleunigt an. In den Kontrollbereichen und der direkten Umgebung der infizierten Zo-

nen ist die Induktion, im Vergleich zu vollkommen unbehandelten Tabak ’Source’-Blättern, un-

verändert langsam. Die Zonen der schnellen Induktion sind außerdem scharf begrenzt und exakt 

kongruent zu den primären Inokulationsbereichen.  

Auch bei Xanthi wurde die Photosynthese-Induktion zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infek-

tion aufgenommen, um Hinweise auf den Dunkelstoffwechsel-Status zu erhalten. Abbildung 4-7 

zeigt den integrierten photosynthetischen Elektronentransport infizierter Xanthi-Blätter (rote 

Markierungen = Infektionsbereiche) während der ersten zwei Minuten nach Belichtungsbeginn. 

Die Bilder können direkt mit den SNN-Messungen (Abbildung 4-6 C) verglichen werden. 
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Abbildung 4-7 Abwehrinduzierte Änderungen der photosynthetischen Induktion von Xanthi nach Infektion mit 

P. nicotianae. Die Bilder stellen den integrierten photosynthetischen Elektronenfluss in den ersten zwei Minuten 

nach einstündiger Vorverdunkelung dar. Die roten Markierungen zeigen die primären Infektionsorte an. Der weiße 

Balken repräsentiert 20 mm. 

In den nicht-infizierten Kontrollen bleibt die Induktion des PET, ähnlich wie bei SNN, auf kon-

stant niedrigem Niveau. In den Infektionsbereichen ist bei Xanthi erst nach 6 hpi eine leicht be-

schleunigte PET-Induktion zu erkennen, welche bis 12 hpi annähernd konstant bleibt. Die sti-

mulierte Induktion der Photosynthese tritt auch bei Xanthi ausschließlich im Bereich der primä-

ren Inokulation der Zoosporen auf und bleibt über den gesamten Untersuchungszeitraum auf 

diesen Bereich begrenzt. Bei Xanthi wird durch die Infektion eine – wenngleich gegenüber SNN 

verzögerte, schwächere und inhomogenere – leichte Beschleunigung der PET-Induktion ausge-

löst. Ursächlich für diese Beschleunigung sollte, wie bei SNN, eine gesteigerte Aktivität des 

OPPC sein. Weitere Analysen G6PDH-Aktivität oder Messungen der Dunkelatmung, könnten 

genaueren Aufschluss über eine mögliche Infektions-bedingte Stimulation des Dunkelstoff-

wechsels bei Xanthi liefern. 

4.1.1.3 Aktivierung von Abwehrreaktionen 

Die beschriebene Aktivierung von Dunkelatmung und OPPP sind klare Indizien für eine Um-

stellung des Stoffwechsels infizierter SNN-Blätter. In den Chloroplasten stellt der OPPP Reduk-

tionsäquivalente und Metabolite für den Shikimatweg, dem Hauptbiosyntheseweg pflanzlicher 

Phenole, zur Verfügung. Der Shikimatweg liefert u.A. die Substrate für die Lignin- oder Phytoa-

lexinbiosynthese, die eine wichtige Rolle in der Abwehrantwort von Pflanzen spielen [Heldt 

(1999)]. Hingegen stellt die cytosolische G6PDH vermutlich die für die Abwehr-induzierte 

ROS-Bildung notwendigen Reduktionsäquivalente zur Verfügung. Das vom Shikimatweg ge-

bildete Phenylalanin ist Ausgangsprodukt des Phenylpropanstoffwechsels in Pflanzenzellen, 

dessen Startreaktion von der PAL eingeleitet wird, welche die Desaminierung von Phenylalanin 

katalysiert. Durch die Abspaltung von Ammoniak (NH3) kommt es zur Ausbildung einer C=C-

Doppelbindung und es entsteht trans-Zimtsäure. Über weitere Reaktionsschritte werden hieraus 

p-Cumarsäure, Ferulasäure und Sinapinsäure gebildet, welche Ausgangssubstanzen für die Lig-

ninsynthese sind. Die PAL sollte daher in den Geweben aktiv sein, in denen Phytoalexine und 

zellwandverstärkendes Lignin für die Abwehrreaktionen benötigt werden. 
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Abbildung 4-8 Abwehrinduzierte Änderungen der PAL-Aktivität in ’Source’-Blättern von SNN (schwarze 

Symbole) und Xanthi (weiße Symbole) nach Infektion mit P. nicotianae. Die angegebenen Änderungen sind pro-

zentuale Werte bezogen auf die scheininfizierten Kontrollen (=100%). Die dargestellten Daten stammen aus zwei 

unabhängigen Messreihen.  

In Abbildung 4-8 ist der relative, auf die blattspezifische Kontrolle bezogene Verlauf der PAL-

Aktivität in ’Source’-Blättern von SNN und Xanthi nach Infektion mit P. nicotianae dargestellt. 

Ähnlich wie die Dunkelatmung und die G6PDH-Aktivität (vgl. Abbildung 4-6 A und B) steigt 

auch die Aktivität der PAL bei SNN in den ersten 12 hpi zweiphasig an. Nach einem moderaten 

Anstieg in den ersten 9 hpi steigt die Aktivität nach 12 hpi auf nahezu 700% der Kontrollwerte 

an. Ob die Erhöhung der PAL-Aktivität auf die Aktivierung vorhandener Enzyme oder auf eine 

abwehr-induzierte de novo-Synthese des Enzyms zurückzuführen ist, kann anhand dieser Daten 

nicht festgestellt werden. 

Nach Infektion des suszeptiblen Tabakkultivars Xanthi ist im Gegensatz zu SNN nur eine 

schwache Stimulation der PET-Induktion und somit des OPPP zu beobachten. Daher sollten 

auch alle hiervon versorgten Stoffwechselwege, wie z.B. der Shikimatweg und der Phenylpro-

panoid-Stoffwechsel, ebenfalls nur schwach stimuliert werden. Dazu passt, dass bei Xanthi in 

den ersten 9 hpi keine wesentliche Stimulation der PAL-Aktivität im Infektionsort stattfindet. 

Erst 12 Stunden nach Infektion mit P. nicotianae ist bei Xanthi eine moderate Zunahme der 

PAL-Aktivität gegenüber scheininfizierten Kontrollen zu beobachten, während SNN eine ähnli-

che Stimulation bereits zu 3 hpi zeigt  

4.1.1.4 Stomaschluss und Inhibition der Photosynthese 

Neben den Veränderungen der photosynthetischen Induktion wurden auch weitere verschiedene 

photosynthetische Parameter nach Infektion mit P. nicotianae untersucht. Bei einem CO2-

Partialdruck von 700 ppm, 21% O2 und einer sättigenden Lichtintensität von 820 µE wurde die 

Gesamtrate des photosynthetischen Elektronentransports ('Gesamt-PET') ermittelt. Unter diesen 

Bedingungen werden die Elektronen nicht nur durch CO2-Fixierung, sondern auch durch Photo-
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respiration verbraucht. In den ersten sechs Stunden nach Infektion sinkt der Gesamt-PET am 

Infektionsort im Vergleich zur Kontrolle nur leicht ab, bricht dann jedoch stark ein und erreicht 

bei 12 hpi nur noch etwa 30% des Kontrollwertes (Abbildung 4-9 A und C). In den meisten Fäl-

len ist die 'Gesamt-PET' nach 24 hpi unter 10% des Ausgangswertes abgesunken (Daten nicht 

gezeigt).  

 

Abbildung 4-9 Abwehrinduzierte Veränderungen von Photosynthese und stomatärer Leitfähigkeit. (A und B) 

PET-Bilder bei stationärer Photosynthese zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion. (A) Gesamtkapazität 

des PET unter 21% O2 und (B) Kapazität der CO2-Fixierung unter 2% O2. Der weiße Balken repräsentiert 10 mm. 

(C) Änderungen der PET-Kapazität, abhängig von Infektionszeit und der Zusammensetzung des Messgases (’Ge-

samt PET’ – Kreise; ’Assimilatorische Kapazität’ – Dreiecke). (D) Zeitverlauf des Stomaschlusses im Infektionsbe-

reich, dargestellt als prozentualer Anteil der offenen Stomata, relativ zur Gesamtzahl im Untersuchungsbereich. (C 

und D) Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus je drei unabhängigen Messreihen. 

Reduziert man den Sauerstoffpartialdruck im Messgas von 21% auf 2%, bei gleichzeitig erhöh-

ter CO2-Konzentration (700 ppm), wird die Oxygenasereaktion der RubisCO nahezu vollständig 

unterbunden [Sharkey (1988)]. Die mitochondriale Atmung bleibt von dieser Absenkung weit-

gehend unbeeinflusst, da die O2-Affinität des Cytochrom-a/a3-Komplexes in den Mitochondrien 

sehr hoch ist und bei 2% O2 gesättigt bleibt. Unter sättigenden Lichtbedingungen (820 µE) ist 

der Elektronentransport allein von der CO2-Fixierung begrenzt, so dass bei dieser Messung indi-

rekt die Rate der CO2-Fixierung bestimmt wird ('CO2-Fixierung'; Abbildung 4-9 B und drei-

eckige Symbole in Abbildung 4-9 C). Im Infektionsbereich ist unter diesen Bedingungen bereits 
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zwischen 1 und 6 hpi - zu einem Zeitpunkt an dem der ’Gesamt-PET’ unter 21% O2 kaum ver-

ändert ist - eine deutliche Hemmung der ’CO2-Fixierung’ zu erkennen (vgl. Abbildung 4-9 A 

und B, und Abbildung 4-9 C). Zwischen 6 und 12 hpi gleichen sich die Flüsse in 21% und 2% 

O2 wieder an und sinken auf ca. 30% des Kontrollniveaus ab. 

Die Hemmung der ’CO2-Fixierung’ in den ersten Stunden nach Infektion geht bei SNN mit ei-

nem Verschluss der Stomata am Infektionsort einher. Im Infektionsbereich sinkt die Zahl geöff-

neter Stomata (alle Stomata mit einer Öffnungsweite ≥ 3µm) während der ersten 6 hpi stark ab, 

steigt jedoch zwischen 6 und 12 hpi wieder deutlich an (Abbildung 4-9 D). In den Kontrollbe-

reichen und der direkten Umgebung der Infektionsbereiche bleibt die Anzahl der offenen Sto-

mata über die gesamte Messdauer unverändert. 

Die mikroskopischen Messungen der Stomaöffnung konnten durch Gaswechselmessungen bes-

tätigt werden, die einen Einbruch der stomatären Leitfähigkeit von Wasserdampf (g H2O) und 

ein Absinken der CO2-Konzentration im Mesophyll (Ci) zeigen (Tabelle 3). Möglicherweise 

sind die hier angegebenen Änderungen sogar noch unterbestimmt, da bei den Gaswechselmes-

sungen eine Beteiligung von kleinen, nicht-infizierten Blattbereichen nicht ausgeschlossen wer-

den konnte.  

Tabelle 3 Stomatäre Leitfähigkeit für Wasser (g H2O) und interner CO2-Partialdruck (Ci) von Kontrollen und infi-

zierten SNN-Blätten nach 6 hpi. Die Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus 4, bzw. 3 unabhängi-

gen Messreihen. 

 Kontrolle Infektionsort Änderung [%] 

g H2O [mmol m-2 s -1] 111,2 ± 23,0 64,4 ± 14,8 -42,1 

Ci [µl CO2 l
-1] 251,4 ± 28,6 119,7 ± 21,2 -52,4 

 

Als Konsequenz des Stomaschlusses sinkt der interne CO2-Partialdruck (Ci) im Infektionsbe-

reich und damit auch die Rate der CO2-Fixierung (Abbildung 4-9 B und C).  

Die Infektion mit P. nicotianae löst bei SNN eine zweiphasige Hemmung der Photosynthese 

aus. In der ersten Phase (1 – 6 hpi) wird die CO2-Aufnahme durch den Verschluss der Stomata 

gehemmt, während der ’Gesamt-PET’ und Calvin-Zyklus nur schwach gehemmt werden. Nach 

etwa 6 hpi sinkt die Rate des ’Gesamt-PET’ ab. Dieses Absinken könnte durch eine Hemmung 

des Calvin-Zyklus oder eine Störung in der Elektronentransportkette verursacht werden. Die 

Stoma-abhängige Reduktion der ’CO2-Fixierung’ unter 2% O2 ist weniger scharf begrenzt, als 

die Inhibition des ’Gesamt-PET’ bei 21% O2 (vgl. Abbildung 4-9 A und B). Diese Beobachtung 

steht in gutem Einklang mit der Annahme, dass die unter 2% O2 beobachtete Reduktion des 

photosynthetischen Flusses auf eine reduzierte stomatäre Leitfähigkeit zurückzuführen ist. Die 

Zone mit niedrigem Ci kann sich durch lateralen Gasaustausch mit angrenzenden, nicht-

infizierten Mesophyllbereichen vermischen. 
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Abbildung 4-10 Infektionsbedingte Änderungen des photosynthetischen Elektronentransports im suszeptiblen 

Tabakkultivar Xanthi. (A) ’Gesamt-PET’ unter 21% O2 und (B) ’CO2-Fixierung’ unter 2% O2. Der weiße Balken 

repräsentiert 20 mm. (C und D) Änderungen der PET-Rate, abhängig von Infektionszeit und der Zusammensetzung 

des Messgases (’Gesamt-PET’ – Kreise; ’Assimilatorische Kapazität’ – Dreiecke). In Graph (C) sind zur besseren 

Vergleichbarkeit mit den Daten von SNN (Abbildung 4-2) nur die ersten 12 hpi dargestellt. Graph (D) zeigt den 

PET im weiteren Infektionsverlauf bis 48 hpi. Die in (C) und (D) dargestellten Daten sind Mittelwerte aus 3 unab-

hängigen Messungen. Die roten Markierungen in (B) zeigen die primären Infektionsorte an. 

Im Unterschied zu SNN (Abbildung 4-9 B und C) zeigt das suszeptible Kultivar Xanthi keine 

Reduktion der ’CO2-Fixierung’ in den ersten 6 hpi (Abbildung 4-10 B und C). Bei Xanthi tritt 

offensichtlich kein Stomaverschluss am Infektionsort und somit auch keine stoma-abhängige 

Repression der ’CO2-Fixierung’ in der frühen Infektionsphase auf. Auch das Absinken des ’Ge-

samt-PET’ erfolgt bei Xanthi wesentlich später und schwächer als bei SNN. Erst nach 9hpi ist 

eine schwache Hemmung des ’Gesamt-PET’ zu erkennen, die zu 12 hpi maximal 30 % gegen-

über den Kontrollen beträgt (Abbildung 4-10 A und C). Zu diesem Zeitpunkt ist bei SNN bereits 

eine etwa 70%ige Hemmung des ’Gesamt-PET’ festzustellen (Abbildung 4-9 A und C). Wäh-

rend die Photosynthese bei SNN nach 24 hpi nahezu vollständig inhibiert ist, konnte bei Xanthi 

zu 24 und 48 hpi eine maximale Hemmung von ca. 50 % des Kontroll-Niveaus beobachtet wer-

den (Abbildung 4-10 D). Es fällt jedoch auf, dass auch bei Xanthi die Hemmung der Photosyn-

these auf den primären Infektionsort beschränkt bleibt und es zu keiner infektionsbedingten 

Umsteuerung der Photosynthese im umgebenden, gesunden Gewebe kommt (Abbildung 4-10 A 

und B). 
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4.1.1.5 Inhibierung des photosynthetischen Elektronentransports 

Zu dem Zeitpunkt an dem bei SNN die Hemmung des ’Gesamt-PET’ einsetzt (>6 hpi) ist die 

Atmung stark aktiviert, das Gewebe noch völlig turgeszent und zeigt noch keine sichtbaren 

Symptome der HR. Weder der Chlorophyllgehalt (Abbildung 4-11 A), noch das Chlorophyll a/b 

-Verhältnis sind signifikant gegenüber den Kontrollen verändert. Erst zu wesentlich späteren 

Zeitpunkten nach Infektion (> 12 hpi) tritt ein erheblicher Verlust an Chlorophyll – hauptsäch-

lich Chlorophyll a – auf. Auch die Expression des Chlorophyll a/b Bindeproteins (Cab) bleibt in 

den ersten 12 hpi relativ stabil (Abbildung 4-11 B). Hingegen ist bereits nach 4 hpi die Expres-

sion der kleinen Untereinheit der RubisCO (RbcS) vollständig unterbunden (Abbildung 4-11 B). 

Beachtet man jedoch die relativ hohe Stabilität dieses Enzyms [Mehta et al. (1992)], ist eine Be-

teiligung dieses Expressionsstopps an der Hemmung der Photosynthese eher gering, wenngleich 

nicht gänzlich auszuschließen. Die RubisCO kann zwar bis zu 35% des Gesamtproteins von 

Pflanzen ausmachen, ist jedoch bei hohen Lichtintensitäten der limitierende Faktor der Photo-

synthese [Ishida at al (1999)]. Jedoch wurde diese Frage im Rahmen dieser Arbeit nicht ab-

schließend behandelt. 

 

Abbildung 4-11 Abwehrinduzierte Änderungen verschiedener Komponenten des PET bei SNN. (A) Chloro-

phyllgehalt (a + b) in Kontrollen (weiße Punkte) und im Infektionsbereich (schwarze Punkte). Die Daten sind Mit-

telwerte aus drei unabhängigen Messungen. (B) Expressionsanalyse (Northern Blot) des Chlorophyll a/b Bindepro-

teins (Cab) und der kleinen Untereinheit der RubisCO (RbcS) in den ersten 24 hpi. (C) Rate des ’Gesamt-PET’ 

aufgetragen gegen die Ratenkonstante der P700+ Reduktion nach sättigendem Lichtpuls. Die Messung der ’Gesamt-

PET’ erfolgte an infizierten Blattbereichen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion unter 21% O2, 700 ppm 

CO2 und sättigendem Licht (vgl. Abbildung 4-9 C). Die Zahlen hinter den einzelnen Datenpunkten geben den Zeit-

punkt nach Infektion (hpi) an. Die P700 Reduktionskinetiken dieser Blattbereiche wurden in Anwesenheit von Me-

thylviologen (MV) bestimmt. Der eingefügte Graph zeigt zwei originale P700 Reduktionskinetiken – beginnend mit 

einem 120 ms dauernden sättigenden Lichtpuls, gefolgt von der Reduktion im Dunkeln – für ein Kontrollblatt und 

ein infiziertes Blatt (8 hpi).  
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Um die Aktivität der photosynthetischen Elektronentransportkette zu überprüfen wurden Blätter 

mit dem künstlichen Elektronenakzeptor Methylviologen (MV) behandelt und die Reduktions-

kinetik von P700+ nach einem SLP analysiert. In Anwesenheit von Methylviologen wird die Ge-

samtheit aller P700 – dem Chlorophyll-a-Dimer im Reaktionszentrum von PS I – durch einen 120 

ms dauernden SLP zum oxidierten P700+ umgewandelt. Bei 8 hpi ist die Amplitude des P700 Sig-

nals im Infektionsbereich nur leicht gegenüber der Kontrolle verändert (Abbildung 4-11 C, Ein-

schub). Die Amplitude dieses Signals gibt Information über die relative Anzahl photoaktiver 

PSI Reaktionszentren. Weitere Informationen kann man der Kinetik der P700+ Reduktion nach 

dem SLP entnehmen. Im Einschub von Abbildung 4-11 C kann man deutlich erkennen, dass die 

Dunkel-Relaxation des P700 Signals im infizierten Gewebe deutlich gegenüber der Kontrolle 

verzögert ist. Diese Verzögerung weist auf eine Störung in der Elektronentransportkette auf-

wärts von PS I hin. Die Raten-Konstante der Elektronen-Donation an P700 sank von 0,041 [ms-1] 

in Kontrollbereichen auf Werte unter 0,025 [ms-1] in infiziertem Mesophyll bei 8 hpi 

(Abbildung 4-11 C). Dieses Absinken legt die Vermutung nahe, dass eine Störung im photosyn-

thetischen Elektronentransport zu dem beobachteten, Stoma-unabhängigen Absinken der Photo-

synthese beiträgt (vgl. Abbildung 4-9 A und C). Es kann natürlich nicht völlig ausgeschlossen 

werden, dass auch andere Reaktionen der Photosynthese – wie zum Beispiel die RubisCO-

Aktivität – gedrosselt sind und auch zu dem Absinken des ’Gesamt-PET’ beitragen. Wie bereits 

erwähnt, ist im Verlauf der Infektion eine frühe und deutliche Abnahme des Transkriptlevels der 

kleinen Untereinheit der RubisCO zu erkennen (Abbildung 4-11 B). 

4.1.1.6 Bildung von Callose  

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die zelluläre Auflösung physiologischer Umstellungen in 

Tabakblättern während der Abwehr von P. nicotianae. Um die Bedeutung solcher Veränderun-

gen für die Abwehr zu verstehen und mögliche funktionelle Zusammenhänge aufzuklären, wur-

den typische abwehr-induzierte Veränderungen, wie z.B. die Synthese und Einlagerung von Cal-

lose und die Bildung von ROS in infiziertem Blattgewebe, auf zellulärer Ebene untersucht. Be-

reits zu 1 hpi konnte eine deutliche Zunahme der Callosebildung in infizierten Blattbereichen 

festgestellt werden, welche sich im weiteren Verlauf der Abwehr deutlich verstärkt (Abbildung 

4-12 A und B). In den Kontrollen ist eine solche Reaktion nicht zu beobachten. Lediglich an 

einzelnen Zell-Zell-Kontakten oder im Leitgewebe ist manchmal eine schwache Callose-

Fluoreszenz zu erkennen. Vermutlich kommt es in Einzelfällen zu Verletzungs-bedingter Callo-

sebildung, da bei der Präparation der Blattstücke die untere Epidermis entfernt wird und dabei 

die Verletzung einzelner Schwammparenchymzellen nicht gänzlich auszuschließen ist. 
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Abbildung 4-12 Abwehrinduzierte Bildung von Callose bei SNN. Die grün-blaue Anilin-Blau-Fluoreszenz zeigt 

Calloseeinlagerungen an. (A) Infektionsort, 1 hpi; (B) Infektionsort, 6 hpi und (C) Kontrolle, 3 hpi. (D bis F) Loka-

lisierung der Callosebildung im Mesophyll zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion: (D) 1 hpi, (E) 3 hpi und 

(F) 6 hpi. Die weißen Balken repräsentieren: (A bis C) 500 µm, (D bis F) 100 µm. Die weißen Pfeile zeigen exem-

plarisch Calloseeinlagerungen an den Zell-Zell-Kontakten infizierter Zellen. ic = Interzellularraum. Abbildungen 

(C) ist repräsentativ für alle Kontrollen (n > 20). 

In Abbildung 4-12 D und E ist klar zu erkennen, dass die Calloseeinlagerung zu frühen Zeit-

punkten nach Infektion ausschließlich an den Kontaktstellen einzelner Mesophyllzellen auftritt. 

Mit Hilfe des cLSM war es möglich hochauflösende Bilder dieser Region, zu frühen Infektions-

zeitpunkten zu erhalten (Abbildung 4-13, 4-14 und 4-15). Bereits nach 0,5 hpi sind erste Callo-

seeinlagerungen innerhalb der Kontaktregion infizierter Mesophyllzellen zu erkennen 

(Abbildung 4-13 A und 4-14 A). 

 

Abbildung 4-13 Callosebildung im Schwammparenchym von SNN zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infekti-

on mit P. nicotianae. Callose ist mit Anilin-Blau gefärbt und erscheint unter UV-Anregung als helle, grün-blaue 

Fluoreszenz. (A) 0,5 hpi, (B) 1 hpi, (C) 2 hpi, (D) 3 hpi und (E) Kontrolle (3 hpi). (F) Callosebildung nach Elicitie-

rung mit soprenfreiem Kulturfiltrat von P. nicotianae (3 hpi). Die weißen Balken repräsentieren 20 µm. 



Ergebnisse und Schlussfolgerungen  71 

Die cLSM- Bilder zeigen klar, dass die Bildung von Callose in distinkten Bereichen infizierter 

Mesophyllzellen beginnt (Abbildung 4-14). In Abbildung 4-14 ist zu erkennen, dass die an den 

Zellplatten gebildete Callose von der Mittellamelle unterbrochen ist (weiße Pfeile). Dieses ist 

ein guter Hinweis, dass die erste abwehr-induzierte Bildung von Callose in der Halsregion der 

Plasmodesmata infizierter Mesophyllzellen stattfindet. Würde sich die Callose im cytoplasmati-

schen Bereich der Plasmodesmata einlagern und einen Pfropfen ausbilden, könnte man eine 

solch klare Trennung durch die Mittellamelle nicht erkennen. 

 

Abbildung 4-14 Callosebildung an Zell-Zell-Kontakten infizierter Tabak-Mesophyllzellen. (A) 0,5 hpi, (B und 

C) 1 hpi. Die weißen Pfeile zeigen die ungefärbte Mittellamelle zwischen den benachbarten Zellen an. Die weißen 

Balken repräsentieren (A und B) 20 µm, bzw. (C) 10 µm. 

Anschließend breitet sich die Calloseeinlagerung über den gesamten Apoplasten der Kontaktzo-

ne aus (Abbildung 4-12 D und E, Abbildung 4-13 B und C, Abbildung 4-15). Im weiteren Infek-

tionsverlauf bleibt die Callosebildung nicht auf die Zell-Zell-Kontakte beschränkt, sondern brei-

tet sich in der gesamten Zellwand infizierter Zellen aus (Abbildung 4-12 F und Abbildung 4-13 

D). Da eine ebensolche Callosebildung auch nach Elicitierung von Tabak mit sporenfreiem Kul-

turfiltrat von P. nicotianae auftritt (Abbildung 4-13 F) ist kein direkter Bezug zu Infektions-

strukturen des Pathogens gegeben und es ist unwahrscheinlich, dass es sich um Papillen handelt. 

Die Bildung von Callose beginnt immer an den Zellplatten infizierter Zellen, also an Orten die 

für das Pathogen unzugänglich sind. In den Kontrollregionen ist zu keinem Zeitpunkt eine Ak-

kumulation von Callose zu beobachten (Abbildung 4-13 G und Abbildung 4-16). 

 

Abbildung 4-15 Dreidimensionale Darstellung der Callosebildung in infizierten Tabak-Mesophyllzellen (1 hpi). 

(A) Aufsicht, (B) um 30° und (C) um 60° nach links gedreht. Zur besseren Übersicht sind zwei Kontaktbereiche 

farbig gekennzeichnet. Der weiße Balken repräsentiert 20 µm. 
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Auch bei der Interaktion von Xanthi und P. nicotianae tritt nach Infektion Callosebildung an 

den Zell-Zell-Kontakten im Infektionsbereich auf, während in den Kontrollen keine signifikante 

Callosebildung zu verzeichnen ist (Abbildung 4-16). 
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Abbildung 4-16 Abwehrinduzierte Änderungen der Callosedeposition in Blättern von SNN (schwarze Punkte) 

und Xanthi (weiße Punkte). Dargestellt ist die Anzahl an Calloseeinlagerungen an Zell-Zell-Kontakten im 

Schwammparenchym pro 1,48 mm² Blattfläche. Für jeden Messpunkt wurden 10 Mikroskopaufnahmen aus je drei 

unabhängigen Infektionsreihen ausgewertet. 

Die Callosebildung beginnt bei Xanthi ebenfalls an den Zellplatten einzelner infizierter Zellen 

und breitet sich im weiteren Verlauf über die gesamte Zellwand aus (Daten nicht gezeigt). Beim 

quantitativen Vergleich zu SNN fällt jedoch auf, dass die Callosebildung an den Zell-Zell-

Kontakten bei Xanthi um ca. fünf Stunden verzögert einsetzt (Abbildung 4-16). Bei Xanthi tritt 

erst nach 6 hpi eine signifikante Zunahme der Callosedeposition an den Kontaktbereichen auf, 

die nach 9 Stunden auf ähnlich hohem Niveau stagniert wie bei SNN. In den ersten 3 hpi konnte 

bei Xanthi nahezu keine Callosebildung detektiert werden. 

4.1.1.7 Räumliche Begrenzung der ROS-Bildung 

Erste Untersuchungen an Diaminobenzidin- (DAB) behandelten Blättern von SNN zeigten, dass 

bereits kurz nach Infektionsbeginn eine starke Akkumulation von H2O2 im Infektionsbereich 

festzustellen ist (Abbildung 4-3 A). Um zu überprüfen ob zwischen Callosedeposition und dem 

lokalen Auftreten von ROS ein Zusammenhang besteht, wurde ein Verfahren zur Kolokalisie-

rung von Callose und H2O2 am Fluoreszenzmikroskop entwickelt. 
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Abbildung 4-17 Kolokalisierung von Calloseeinlagerung (grün-blaue Fluoreszenz; weiße Pfeile) und H2O2-

Akkumulation (braune DAB-Färbung) im Schwammparenchym von SNN zu 3 hpi. (A und B) Infektionsort, (C) 

Kontrolle. Die weißen Balken repräsentieren 100 µm. Schwarze Pfeile zeigen Zell-Zell-Kontakte im Kontrollgewe-

be. ic = Interzellularraum. (C) ist repräsentativ für alle untersuchten Kontrollen (n > 20). 

Abbildung 4-17 A und B zeigen, dass in allen Zellen in denen H2O2 akkumuliert auch Callo-

seeinlagerungen im Apoplasten an den Zell-Zell-Kontakten auftreten. Es fällt außerdem auf, 

dass sich die DAB-Färbung in keinem Fall signifikant über die Callose-Barrieren auf benachbar-

te Zellen ausbreitet. Möglicherweise verhindert die Callose die Ausbreitung von ROS im A-

poplasten infizierter Zellen um eine unkontrollierte Ausbreitung der HR im pflanzlichen Gewe-

be zu unterbinden. Da H2O2 auch nach mechanischer Verwundung auftreten kann wurde eine 

große Anzahl an Kontrollexperimenten durchgeführt, um auszuschließen, dass präparationsbe-

dingte Artefakte die infektionsbedingte Reaktion verfälschen. Es zeigte sich jedoch, dass in kei-

ner Kontrolle ROS-Akkumulation auftritt (Abbildung 4-17 C). 

4.1.1.8 Saccharose-Efflux bei SNN 

Die frühe Callosebildung an den Plasmodesmata infizierter SNN-Zellen verweist auf eine mög-

liche Störung des interzellulären Assimilattransports. Um zu überprüfen ob die frühe Callosebil-

dung mit einer Drosselung des Saccharose-Exports aus dem infizierten Gewebe einhergeht, 

wurden Efflux-Experimente an SNN-Blättern durchgeführt. Abbildung 4-18 A zeigt die Repres-

sion des Saccharose-Exports nach Infektion. Während der ersten Stunden nach Infektion nimmt 

der Export der Saccharose aus den infizierten Blattbereichen um etwa 70% ab und bleibt, relativ 

zur Kontrolle, während des gesamten Messzeitraums auf konstant niedrigem Niveau. Eine der-

maßen drastische Hemmung des Exports muss Auswirkung auf den Saccharose-Gehalt im A-

poplasten der Infektionsstelle haben. Daher wurden die erhobenen Daten mit Messungen zum 

Kohlenhydrat-Haushalt infizierter Tabakpflanzen verglichen, die Jutta Essmann (AG Weis, IfB, 

WWU Münster) im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgeführt hat. Es zeigte sich, dass zeitgleich 

zur Reduktion des Saccharose-Exports ein etwa 50%iger Anstieg im apoplastidären Saccharose-

Gehalt in infiziertem Gewebe auftritt (Abbildung 4-18 B). Im weiteren Verlauf der Infektion (> 

6 hpi) steigt der Saccharose-Gehalt im Apoplasten auf bis zu 250% im Vergleich zu gesunden 

Kontrollblättern an (Abbildung 4-18 B). 
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Abbildung 4-18 Zeitverlauf von Abwehr-induzierten Änderungen im Kohlenhydrat-Stoffwechsel von SNN-

Blättern. (A) Verminderung des Saccharose-Efflux aus infizierten Blattbereichen. Der eingefügte Graph zeigt die 

zugrunde liegenden Exportdaten der Saccharose (weiße Punkte – Kontrolle; schwarze Punkte – Infektionsbereich). 

(B) Anstieg des apoplastidären Saccharose-Gehalts im Infektionsbereich. Der Mittelwert in Kontrollen beträgt 135 

µmol m-2 Blattfläche. (C) Genexpression der apoplastidären Invertase. (D) Anstieg der Aktivität der apoplastidären 

Invertase nach Infektion mit P. nicotianae und nach Elicitierung mit einem zellfreien Filtrat der Zoosporen. Der 

Mittelwert in Kontrollen beträgt 394 nKat m-2 Blattfläche. (E) Anstieg der Hexosen im Apoplasten des Infektions-

bereichs. Der Mittelwert in Kontrollen beträgt 63 µmol m-2 Blattfläche. Alle hier gezeigten prozentualen Änderun-

gen sind relative Änderungen basierend auf den Kontrollen (= 0%). Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je-

weils vier unabhängigen Messreihen. Die Daten der AbbildungenA, B, D und E wurden von Dipl. Biol. Jutta Ess-

mann in der AG Weis, IfB, WWU Münster erhoben.  

4.1.1.9 Apoplastidäre Invertase und Hexosen bei SNN  

Der Anstieg im Gehalt von apoplastidärer Saccharose nach Infektion wird von einem Anstieg 

der Genexpression (Abbildung 4-18 C) und der Aktivität (Abbildung 4-18 D) der apoplastidären 

Invertase im Infektionsbereich begleitet. Im Kontrollgewebe sind sowohl Expression, als auch 

Aktivität dieses ’Sink’-typischen Enzyms erwartungsgemäß niedrig. Bereits zu 0,5 hpi ist ein 

leichter Anstieg des Transkriptlevels in infizierten Blattbereichen zu verzeichnen. Bis 6 hpi 

steigt die Expression dieses Gens weiter an und nimmt zu späteren Zeitpunkten wieder leicht ab 

(Abbildung 4-18 C). Auch die Aktivität der apoplastidären Invertase steigt nach Infektion 

schnell an und erreicht bei 2 hpi ein erstes, temporäres Maximum. Von 4 hpi an ist ein sekundä-

rer Aktivitätsanstieg dieses Enzyms zu verzeichnen. Die Aktivität ist nach 12 Stunden um etwa 

250% gegenüber den Kontrollen erhöht (Abbildung 4-18 D). Ein vergleichbares Bild ergab sich 

nach Elicitierung von Tabakblättern mit einem zellfreien Filtrat von P. nicotianae Zoosporen 

(Abbildung 4-18 D). Dieser Kontrollversuch bestätigt die Annahme, dass der zu verzeichnende 
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Anstieg der Invertase-Aktivität vorwiegend auf eine Reaktion der Pflanze zurückzuführen ist 

und nicht vom Pathogen stammt. Die Daten legen nahe, dass die, eigentlich für den Export be-

stimmte, Saccharose durch die apoplastidäre Invertase in Glukose und Fruktose gespalten wird 

und somit die Beladung des Phloems und der Kohlenhydrat-Export unterbunden werden. Die 

Hexosen können von membranständigen Hexose-Transportern hocheffizient in die Mesophyll-

zellen zurück transportiert werden und hier die Abwehrreaktionen unterstützen. Abbildung 4-18 

E zeigt, dass zunächst (1 – 4 hpi) nur ein moderater Anstieg des Hexosegehalts im Apoplasten 

zu verzeichnen ist. In einer zweiten Phase (4 – 12 hpi) steigt der Gehalt jedoch, ähnlich wie die 

Invertase-Aktivität, deutlich an und liegt zu 12 hpi etwa 250% über den Kontrollwerten. Mögli-

cherweise übersteigt zu diesen Zeitpunkten die Saccharosespaltung im Apoplasten die Aktivität 

der Hexose-Transporter und verursacht dort eine Akkumulation von Hexosen. Ein identischer 

Effekt kann durch die Elicitierung mit zellfreiem P. nicotianae Kulturfiltrat erzielt werden (Da-

ten nicht gezeigt).  

4.1.1.10 Räumliche Kongruenz von metabolischen Umstellungen und Abwehrreaktionen 

Alle bisher vorgestellten Daten des resistenten SNN deuten auf eine schnelle und koordinierte 

Umstellung des pflanzlichen Stoffwechsels während der Abwehr von P. nicotianae hin. Mit den 

hier vorhandenen und neu entwickelten Methoden sollte weiterhin überprüft werden, inwieweit 

eine räumliche Korrelation zwischen den beschriebenen Stoffwechselumstellungen und der 

pflanzlichen Abwehr besteht. Zu diesem Zweck wurden Versuchsreihen durchgeführt die es er-

lauben verschiedene Stoffwechselparameter und Abwehrreaktionen bildgebend miteinander zu 

vergleichen. 

Abbildung 4-19 A zeigt die primären Infiltrationsbereiche in Blättern von SNN mit der Zoospo-

rensuspension des Pathogens (obere Blatthälfte) und Leitungswasser (untere Blatthälfte). In 

Abbildung 4-19 B bis E ist zum Vergleich die räumliche Verteilung verschiedener Stoffwech-

selparameter zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion dargestellt. Abbildung 4-19 B 

zeigt die lokale Stimulierung des OPPC im Infektionsbereich (3 hpi), erkennbar an der be-

schleunigten PET-Induktion. In den darauf folgenden Abbildungen sind die Stoma-abhängige 

(Abbildung 4-19 C, 3 hpi) sowie die Stoma-unabhängige (Abbildung 4-19 D, 6 hpi) Repression 

der Photosynthese und die H2O2-Akkumulation (Abbildung 4-19 E, 9 hpi) dargestellt. 

Diese Bildfolge zeigt, dass alle metabolischen Änderungen und die Akkumulation von H2O2 

exakt kongruent zum primären Infektionsbereich auftreten. Offenkundig ist auch die abschlie-

ßende hypersensitive Läsion deckungsgleich mit dem primären Infektionsort (Abbildung 4-2). 

Die untersuchten Änderungen des Primärstoffwechsels, Abwehrreaktionen und die HR treten 

demnach hoch lokalisiert auf. Keine der bislang untersuchten Veränderungen scheint sich sys-

temisch über die Infektionsstelle hinaus auszubreiten 
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Abbildung 4-19 Kongruenz von Infektionsort, Veränderungen im pflanzlichen Primärstoffwechsel und der 

pflanzlichen Abwehr bei SNN nach Infektion mit P. nicotianae. (A) Primärer Infektionsbereich nach Infiltration der 

Sporensuspension (Infektionsort – oben) bzw. sterilem Leitungswasser (Kontrolle – unten). (B) Stimulation der 

photosynthetischen Induktion zu 3 hpi (vergleiche mit Abbildung 4-6 C). (C) Stoma-abhängige Abnahme der pho-

tosynthtischen ’CO2-Fixierung’ zu 3 hpi (vergleiche Abbildung 4-9 B). (D) Stoma-unabhängige Reduktion des ’Ge-

samt-PET’ zu 6 hpi (vergleiche Abbildung 4-9 A). (E) Akkumulation von H2O2 am Infektionsort (9 hpi). (A bis E) 

Der weiße Balken repräsentiert 10mm. (F) Mikroskopische Aufnahme des ’Gesamt-PET’ im Randbereich einer 

infizierten Blattregion (7 hpi, vergleiche Abbildung 4-9 A). (G) UV-angeregte Fluoreszenzaufnahme desselben 

Blattbereichs wie in (F) nach Elution der Blattpigmente. Die hellgelbe Fluoreszenz stammt wahrscheinlich aus li-

gnifizierten Zellen und indiziert den hypersensitiven Zelltod. Die rotbraune Fluoreszenz wird vermutlich von Zellen 

emittiert, die beginnende Zellwandverstärkungen und die Synthese phenolischer Komponenten aufweisen und sich 

daher in einem Übergangsstadium zwischen intakt und hypersensitivem Zelltod befinden. Die blaue Fluoreszenz ist 

wird ausschließlich von uninfizierten Zellen emittiert, die keine Veränderungen im ’Gesamt-PET’ aufweisen. Gelbe 

Markierungen: Zellen mit unverändert hohem PET und ohne Anzeichen für Lignifizierung oder Zelltod. Rote Mar-

kierungen: Tote, lignifizierte Zellen mit hoher Autofluoreszenz und stark reduziertem PET. Weiße Markierungen: 

Zellen mit reduziertem PET und Anzeichen beginnender Lignifizierung. Die weißen Balken in (F) und (G) reprä-

sentieren 100 µm. 

Die strikte Lokalisierung von HR und der Abnahme der ’Gesamt-PET’ bei SNN konnten außer-

dem mit mikroskopischer Auflösung untersucht werden (Abbildung 4-19 F und G). Abbildung 

4-19 F zeigt die photosynthetische Aktivität einzelner Mesophyllzellen im Randbereich eines 
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Infektionsorts zu 7 hpi. Photosynthetisch hoch aktive Zellen können offenbar direkt an Zellen 

mit stark reprimierter Photosynthese angrenzen. Abbildung 4-19 G zeigt denselben Bildaus-

schnitt nach Extraktion der Blattpigmente unter UV-Anregung. Es fällt auf, dass Zellen mit ho-

her photosynthetischer Aktivität unter UV-Anregung eine hellblaue Fluoreszenz zeigen, welche 

vermutlich phenolischen Komponenten emittiert wird (gelbe Markierungen in Abbildung 4-19 F 

und G).Etwas schwächer Blau-fluoreszierende Zellen zeigen bereits eine deutliche Reduktion 

der photosynthetische Aktivität (weiße Markierungen in Abbildung 4-19 F und G). Zellen deren 

Photosynthese nahezu vollständig inhibiert ist emittieren hingegen eine starke, gelblich-weiße 

Autofluoreszenz (rote Markierungen in Abbildung 4-19 F und G). Zu späteren Zeitpunkten der 

Infektion dominiert diese Autofluoreszenz in allen infizierten Zellen. Diese Autofluoreszenz 

spiegelt wahrscheinlich die Abwehr-induzierte Zellwandverstärkung und den hypersensitiven 

Zelltod wider [Tiwari et al. (2002)]. Dieser gelblich-weißen Fluoreszenz geht offenbar eine 

schwächere, rotbraune Fluoreszenz voraus (Abbildung 4-19 G). Bislang ist der Ursprung dieser 

Fluoreszenz nicht schlussendlich aufgeklärt, jedoch könnte es sich um einen Zwischenzustand 

der beginnenden Zellwandverstärkung und der hypersensitiven Reaktion handeln. Ein Vergleich 

des PET-Bildes mit dem UV-angeregtem Bild (Abbildung 4-19 F und G) zeigt deutlich, dass 

autofluoreszierende und daher wahrscheinlich tote Zellen direkt an intakte, photosynthetisch ak-

tive ’Source’-Zellen angrenzen können. Offensichtlich sind in diesem Pathosystem sowohl hy-

persensitiver Zelltod, wie auch die beschriebenen metabolischen Umstellungen „Alles oder 

Nichts“ -Reaktionen, die in einzelnen, infizierten Mesophyllzellen auftreten und keinen signifi-

kanten systemischen Einfluss auf benachbarte, nicht-infizierte Zellen ausüben. 

4.1.1.11 Überprüfung der Vitalität infizierter Zellen 

Um sicherzustellen, dass das Absinken der photosynthetischen Aktivität infizierter SNN-Zellen 

nicht nur auf deren Abwehr-induzierten Tod zurückzuführen ist, wurde die Vitalität infizierter 

Zellen im Infektionsverlauf überprüft. Die hohen Atmungsraten in infiziertem Gewebe 

(Abbildung 4-6 A) erbrachten erste Hinweise, dass die Photosynthese hier zwar stark herab re-

guliert wird, das Gewebe aber noch vital ist. Auch die Aktivitäten verschiedener Enzyme, wie 

der Invertase oder der G6PDH (Abbildung 4-18 D und Abbildung 4-6 B), legen die Vermutung 

nahe, dass die Zellen im Infektionsbereich noch metabolisch aktiv und somit lebendig sind. Um 

diese Hinweise zu verifizieren, wurden verschiedene Methoden zur mikroskopischen Visualisie-

rung der Vitalität getestet. Aufgrund der hohen Sensitivität und einfachen Anwendbarkeit wurde 

die Vitalfärbung mit Fluorescein-Diacetat (FDA) routinemäßig angewendet. 
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Abbildung 4-20 Vitalitätstest mit FDA und Messung der photosynthetischen Aktivität an Blättern von SNN 

nach Infektion mit P. nicotianae. (A – D) Kontrollen nach (A) 6 hpi, (B) 9 hpi, (C) 12 hpi und (D) 24 hpi. (E – H) 

Infektionsbereiche nach (E) 6 hpi, (F) 9 hpi, (G) 12 hpi und (H) 24 hpi. (I – L). Bilder des ’Gesamt-PET’ infizierter 

Blattbereiche nach (I) 6hpi, (J) 9 hpi, (K) 12 hpi und (l) 24 hpi vor der Probennahme für den Vitalitätstest (A-H). 

Der weiße Balken repräsentiert (A-H) 200 µm und (I – L) 7 mm. 

In Abbildung 4-20 A bis D sind Kontrollbereiche aus Tabakblättern nach FDA-Färbung zu un-

terschiedlichen Zeitpunkten nach Wasserinfiltration abgebildet (6 – 24 hpi). Neben der roten 

Chlorophyll-Fluoreszenz ist deutlich die grüne FDA-Fluoreszenz zu erkennen, welche nur von 

lebenden Zellen, die den Farbstoff aufnehmen können, emittiert wird. Färbt man infizierte Blät-

ter mit FDA ist während der ersten 12 hpi kein signifikanter Unterschied zu den jeweiligen Kon-

trollen zu erkennen (Abbildung 4-20 E – G). Nach 24 Stunden (Abbildung 4-20 H) ist im Infek-

tionsbereich keine FDA-Färbung mehr erkennbar. Vor der Vitalitätsbestimmung wurde der ’Ge-

samt-PET’ in diesen Blattbereichen bestimmt (Abbildung 4-20 I – L). Ein Vergleich der Abbil-

dungen zeigt, dass zu Zeitpunkten an denen bereits eine signifikante Verminderung der Photo-

synthese zu verzeichnen ist (6-12 hpi, Abbildung 4-20 I – K) die Zellen nach FDA-Behandlung 

noch stark fluoreszieren, also noch vital sind. Erst nach 24 hpi, wenn die Photosynthese im In-

fektionsbereich nahezu vollständig ausgeschaltet ist (Abbildung 4-20 K), ist keine Anfärbung 

mit FDA mehr möglich (Abbildung 4-20 H) – die Zellen sind tot. 
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Abbildung 4-21 Kolokalisation der photosynthetischen Aktivität und Zellvitalität in SNN-Blättern nach Infekti-

on mit P. nicotianae. (A – C) PET-Kapazität an Infektionsgrenzen im Tabakmesophyll nach (A) 9 hpi und (B und 

C) 24 hpi. (D – F) Fluoreszenzbilder derselben Blattbereiche nach Färbung mit FDA, nach (D) 9 hpi und (E und F) 

24 hpi. Grün fluoreszierende Zellen sind lebendig, ungefärbte, dunkle Regionen zeigen tote Zellen an. Der weiße 

Balken repräsentiert 200 µm. 

Des Weiteren wurde überprüft, ob dieser Vitalitätstest auch geeignet ist den Zelltod einzelner 

Mesophyllzellen nach Infektion nachzuweisen. In Abbildung 4-21 A bis C ist die Repression 

des ’Gesamt-PET’ in Blättern von SNN während der Abwehr von P. nicotianae zu erkennen. 

Bereits nach 9 hpi ist die Photosynthese im Infektionsbereich stark reprimiert, während die be-

troffenen Zellen noch vital sind und eine deutliche FDA-Fluoreszenz aufweisen (Abbildung 

4-21 A und D). Im Randbereich des Infektionsorts wird außerdem deutlich, dass photosynthe-

tisch aktive Zellen direkt neben inaktiven Zellen existieren können. Nach 24 hpi weisen die Zel-

len im Infektionsbereich keine signifikante photosynthetische Aktivität mehr auf und zeigen 

auch keine FDA-Fluoreszenz mehr – die Zellen sind tot (vergleiche Abbildung 4-21 B und C 

mit E und F). Die Vitalitätstests sind ein direkter Beweis, dass die während der Abwehrreaktion 

von SNN ausgelöste Hemmung der Photosynthese keine Folge des hypersensitiven Zelltods ist, 

sondern dass die Hemmung der Photosynthese der HR vorausgeht. Die Repression der Photo-

synthese ist demnach ein kontrollierter Prozess vitaler Zellen und kein trivialer Nebeneffekt des 

Abwehr-induzierten Zelltods. 
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4.1.1.12 Unterschiede zwischen inkompatibler (SNN) und kompatibler (Xanthi) Interaktion 

Bereits wenige gezielte Untersuchungen zur Auswirkung einer Infektion mit P. nicotianae am 

suszeptiblen Tabakkultivar Xanthi konnten einige signifikante Unterschiede zur Reaktion der 

resistenten Tabaklinie aufzeigen.  

•  Verglichen mit der drastischen Hemmung der Photosynthese bei SNN bleibt die photo-

synthetische Aktivität bei Xanthi über mehrere Tage nach Infektion erhalten und sinkt 

auf maximal 50% der Kontrollen ab. 

•  Die bei SNN zwischen 1 und 6 hpi auftretende Stoma-abhängige Abnahme der CO2-

Fixierung unterbleibt bei Xanthi gänzlich. 

•  Die bei SNN unmittelbar nach Infektion einsetzende Callosebildung, beginnt bei Xanthi 

deutlich verzögert, erreicht jedoch nach 6 – 9 hpi ein vergleichbar hohes Niveau  

•  Atmung, OPPP-, G6PHD- und PAL-Aktivität werden bei SNN bereits kurz nach Infekti-

on deutlich stimuliert, wohingegen bei Xanthi eine wesentlich schwächere Aktivierung 

von OPPP und PAL zu verzeichnen ist.  

•  Die Akkumulation von H2O2 am Infektionsort tritt bei Xanthi erst ab 9 hpi auf und ist 

sehr schwach ausgeprägt, während bei SNN bereits nach 1 hpi eine signifikante ROS-

Produktion zu detektieren ist. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass viele der bei SNN auftretenden Abwehr-

korrelierten Reaktionen offensichtlich auch während der kompatiblen Interaktion in Xanthi auf-

treten. Allerdings ist das Auftreten der metabolischen Umstellungen in allen Fällen deutlich (ca. 

4 bis 9 h) gegenüber dem resistenten Tabakkultivar verzögert. Außerdem ist die Ausprägung der 

bei Xanthi auftretenden Stoffwechseländerungen i.d.R. schwächer als bei SNN. Daher liegt die 

Schlussfolgerung nahe, dass eine schnelle und vollständige Umstellung zu einem heterotrophen, 

’Sink’-artigen Abwehrstoffwechsel eine notwendige Voraussetzung für die erfolgreiche Patho-

genabwehr von ’Source’-Zellen im Licht darstellen könnte.  

4.1.2 Auswirkungen der G6PDH-Hemmung auf die pflanzliche Abwehr  

Die vergleichenden Untersuchungen einer inkompatiblen und einer kompatiblen Interaktion 

zeigten deutliche Unterschiede in den eigentlichen Abwehrreaktionen, wie auch in den beglei-

tenden Umsteuerungen des pflanzlichen Primärstoffwechsels. So tritt bei SNN eine schnelle 

Hemmung der Photosynthese auf, während gleichzeitig eine Aktivierung des OPPP zu verzeich-

nen ist. 

Das Glucose-6-Phosphat (G6P)-Analog N-Acetyl-Glucosamin-6-phosphat (N-Glc6P) ist ein 

kompetitiver Inhibitor der G6PDH [Glaser & Brown (1955)]. Pugin et al. (1997) konnten zei-

gen, dass eine Hemmung des OPPP durch N-Glc6P die Bildung von ROS verringert und die 
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pflanzliche Abwehr in Tabakzellkulturen vermindert. Um mögliche Auswirkungen der OPPP-

Hemmung auf die Abwehr von SNN zu untersuchen wurden eine Stunde nach Infektion von 

SNN mit P. nicotianae Zoosporen verschieden konzentrierte N-Glc6P-Lösungen vom Rand her 

in die primäre Infektionszone eingespritzt. So war gewährleistet, dass jeweils nur ein Teilbe-

reich des Infektionsorts mit dem Hemmstoff infiltriert wurde und der übrige Infektionsbereich 

als Referenz der Infektion dienen konnte.  

 

Um auszuschließen, dass es durch eine nachträgliche Infiltration zu einem Ausschwemmen des 

Pathogens aus dem Infektionsbereich kommt, wodurch die Abwehrreaktion beeinflusst werden 

könnte, wurde eine Stunde nach Infektion steriles Leitungswasser in den primären Infektionsbe-

reich infiltriert. Nach 30 hpi waren in den Infektionsorten jedoch keine Auswirkung dieser zwei-

ten Infiltration zu beobachten (Abbildung 4-22). Die hypersensitive Läsion trat im gesamten 

primären Infektionsbereich auf, ohne dass Unterschiede in der Geschwindigkeit dieser Reaktion 

zu beobachten sind. 

 

 

Abbildung 4-23 Einfluss von N-Acetyl-Glucosamin-6-

phosphat auf die Abwehrreaktion von SNN. (A) Infiltra-

tionsbereiche von Zoosporen (schwarze gepunktete Li-

nien) und N-Glc6P (rote Markierungen). (B) Hypersensi-

tive Läsionen nach 30 hpi. (C) Integralbild der photosyn-

thetischen Induktion während der ersten 2 min nach Vor-

verdunkelung (6 hpi). 

Abbildung 4-22 Hypersensitive Läsionen in 

SNN-Blätten 30 Stunden nach Infektion mit P. nico-

tianae. Beide Infektionsbereiche (schwarze Linie) 

wurden nach 1 hpi zur Hälfte mit sterilem Leitungs-
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Abbildung 4-23 C zeigt, dass im N-Glc6P-infiltrierten Bereich (rote Markierungen) die typische 

Beschleunigung der Photosyntheseinduktion (grüner Bereich links; Indikator für erhöhte OPPP-

Intermediate) unterbleibt. Auch der Kollaps des infizierten Gewebes und die Ausbildung der 

hypersensitiven Läsion, welche in den nur mit Zoosporen infiltrierten Regionen deutlich ausge-

prägt sind, wird durch die Applikation von N-Glc6P fast vollständig unterbunden (Abbildung 

4-23 B). Diese Beobachtungen zeigen, dass der OPPP durch die Applikation von N-Glc6P dras-

tisch gehemmt wird und es hierdurch nicht mehr zu einer Abwehr-induzierten Stimulation des 

pflanzlichen Dunkelstoffwechsels kommt. Diese Daten sind zwar nur erste Hinweise, zeigen 

jedoch deutlich die Notwendigkeit einer Stimulation des Dunkelstoffwechsels, speziell des 

OPPP, für eine erfolgreiche Pathogenabwehr auf. 

Weitere Kontrollversuche sollten klären, ob durch die Applikation von N-Glc6P die Abwehrre-

aktionen von SNN vollständig unterbunden werden oder es nur zu einer zeitlichen Verzögerung 

der Abwehr kommt. Zu diesem Zweck wurden verschiedene N-Glc6P-Konzentrationen nach 

Infektion appliziert, die Infektionsorte über mehrere Tage nach Infektion beobachtet und die 

Abwehrreaktionen dokumentiert. 

 

Abbildung 4-24 Ausbildung von hypersensitiven Läsionen und Verzögerung der Abwehr in SNN durch Appli-

kation von N-Acetyl-Glucosamin-6-phosphat. (A) Infiltrationsbereiche der N-Glc6P-Lösung (rote Markierungen). 

Die schwarzen, punktförmigen Markierungen zeigen die primären Infektionsorte an. (B) Abwehrbereiche nach 24 

hpi. (C) Abwehrbereiche nach 48 hpi.  

Das in Abbildung 4-24 dargestellte Experiment zeigt deutlich, dass sich zu 24 hpi die hypersen-

sitiven Läsionen im gesamten Infektionsbereich ausbilden (Abbildung 4-24 B: 'ohne'). In den 

mit N-Glc6P behandelten Infektionsbereichen war zu diesem Zeitpunkt das Gewebe noch intakt 

und es sind nur schwache Anzeichen für eine Abwehrreaktion zu verzeichnen. Nach 48 Stunden 
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war jedoch auch in den N-Glc6P-Regionen die HR weitestgehend abgeschlossen (Abbildung 

4-24 C). Es zeigte sich eine deutliche Dosisabhängigkeit der OPPP-Hemmung. Während die mit 

25, bzw. 50 mM N-Glc6P-Lösung behandelten Bereiche nahezu vollständig hypersensitiv rea-

giert haben, war die Abwehr bei 100 mM N-Glc6P nach 48 hpi noch immer behindert. Auch 

dieses Experiment bestätigt, dass es durch die Infiltration der N-Glc6P-Lösung nicht zu einem 

Ausschwemmen der Zoosporen kommt. Nach spätestens 48 hpi kann das N-Glc6P die G6PDH 

nicht mehr hemmen, die Abwehrreaktionen laufen verzögert an und es kommt zur Ausbildung 

hypersensitiver Läsionen.Da der cytosolische OPPP an der Versorgung der Peroxidasen mit Re-

duktionsäquivalenten maßgeblich beteiligt ist, sollte eine Hemmung dieses Stoffwechselweges 

auch zu einer Reprimierung der Abwehr-induzierten Bildung von H2O2  im Infektionsbereich 

führen.  

 

Abbildung 4-25 Repression der Abwehr-induzierten H2O2-Akkumulation durch N-Acetyl-Glucosamin-6-

phosphat. (A) Primäre Infektionsorte (schwarze Linien) und Infiltrationsbereiche der N-Glc6P-Lösung (durchschei-

nende Bereiche). (B) H2O2-Akkumulation (dunkelbraune DAB-Färbung) in den Infektionsorten (4 hpi). 

In Abbildung 4-25 sind die Auswirkungen der OPPP-Hemmung auf die Akkumulation von ROS 

dargestellt. Vier Stunden nach Infektionsbeginn zeigte sich eine signifikante Anreicherung von 

H2O2 am Infektionsort (Abbildung 4-25 B). In den N-Glc6P-behandelten Zonen (Abbildung 

4-25 A) war die H2O2-Bildung deutlich reduziert, was durch die wesentlich schwächere DAB-

Färbung in diesen Bereichen erkennbar ist (Abbildung 4-25 B).  

4.1.3 Untersuchungen von Tabak mit veränderter G6PDH-Aktivität 

Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung der Bedeutung des OPPP für die pflanzliche Abwehr 

wurde an Xanthi-Transformanten durchgeführt, die uns freundlicherweise von Prof. Dr. Antje 

von Schaewen (IfB, WWU Münster) zur Verfügung gestellt wurden. Diese Pflanzen exprimie-

ren konstitutiv eine NADPH-tolerante P2-Isoform der G-6-PDH im Cytosol (cP2-Pflanzen) und 

sollten daher über eine erhöhte Reduktionskraft im Cytosol verfügen. Die Frage war, ob sich die 

Expression der plastidären G6PDH-Isoform im Cytosol auf die Stress-Toleranz der Pflanzen 

auswirkt und es hierdurch möglicherweise zu Änderungen während der Interaktion der eigent-

lich suszeptiblen Tabaklinie Xanthi mit P. nicotianae kommt.  
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Abbildung 4-26 Auswirkungen der Infektion der cP2-Transformante mit P. nicotianae. (A) Primäre Infektion-

sorte (links 2x Zoosporen; rechts 2x steriles Leitungswasser). (B) Integralbild der Induktion des PET (6 hpi). (C) 

Rate des ’Gesamt-PET’ (12 hpi). (D) Ausbildung hypersensitiver Läsionen im Infektionsbereich (24 hpi). 

Erste Untersuchungen der cP2-Transformanten zeigten deutliche Unterschiede zu den bei Xan-

thi beobachteten Reaktionen nach Infektion mit P. nicotianae. Die Induktion des PET nach Vor-

verdunkelung der Pflanze ist bei cP2-Pflanzen gegenüber Xanthi erhöht (vergleiche Abbildung 

4-26 B und Abbildung 4-7). Es ist allerdings zu beachten, dass die Induktion im Kontrollgewebe 

von cP2 bereits leicht gegenüber dem Xanthi-Wildtyp erhöht ist. Diese Infektions-unabhängige 

Induktionsbeschleunigung ist ein eleganter Nachweis für die konstitutiv erhöhte G6PDH-

Aktivität in der Transformante und bestätigen die Eignung des Chlorophyll-a-Fluoreszenz-

Imagings zur bildgebenden Analyse des Dunkelstoffwechsels, insbesondere der OPPP-Aktivität. 

Der ’Gesamt-PET’ sinkt in den Infektionsorten von cP2-Pflanzen bereits zu 6 hpi deutlich ab 

und ist nach 12 hpi bereits um ca. 70% gegenüber den Kontrollen erniedrigt (Abbildung 4-26 

C). Eine ähnliche Hemmung konnte auch bei SNN nach Infektion mit P. nicotianae festgestellt 

werden (Abbildung 4-9 A und C). Nach 24 hpi ist in den Infektionsbereichen von cP2 keine sig-

nifikante photosynthetische Aktivität mehr detektierbar. Zu diesem Zeitpunkt haben sich im ge-

samten Infektionsbereich hypersensitive Läsionen ausgebildet (Abbildung 4-26 D). Da sich auch 

nach mehreren Tagen keine weiteren Veränderungen der Abwehrbereiche zeigten und keine 

Krankheitssymptome auftraten, kann man die Interaktion der Xanthi-Transformante cP2 mit P. 

nicotianae als inkompatibel betrachten. Die Expression der plastidären P2-Isoform der G6PDH 

im Cytosol führt möglicherweise zu einer deutlichen Steigerung der pflanzlichen Resistenz. Al-

lerdings ist zu beachten, dass nicht alle getesteten cP2-Linien solch deutliche Abwehrreaktionen 

nach Infektion zeigen. Während die hier untersuchte Linie 103 eine in Geschwindigkeit, Sym-

ptomatik und Effizienz ähnliche Reaktion wie das hochresistente Tabakkultivar SNN zeigte 

(Abbildung 4-26), ist die Abwehrreaktion anderer Linien langsamer oder schwächer und zum 

Teil – wie bei Xanthi-Wildtypen – nicht effizient genug für eine erfolgreiche Pathogenabwehr.  
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5 Diskussion 

5.1 Die Rolle der Photosynthese während der Pathogenabwehr 

Die metabolische Situation von photoautotrophem ’Source’-Gewebe ist für die Abwehr von Pa-

thogenen denkbar ungeeignet. Ein ’Source’-Blatt ist optimal auf die effiziente Produktion von 

Kohlenhydraten eingestellt, welche schnell in die Verbrauchsorgane ('Sink') exportiert werden. 

Hingegen sind andere, 'Sink’-typische Stoffwechselwege wie Glykolyse, Atmung, OPPP und 

Shikimatweg, welche eine wichtige Rolle in der pflanzlichen Abwehr spielen, auf ein für die 

Eigenversorgung ausreichendes Niveau herab reguliert [Scheideler et al. (2002)] (vgl. 

Abbildung 1-2). Wird ein belichtetes ’Source’-Blatt von einem Pathogen angegriffen, befinden 

sich die attackierten Zellen in einem metabolischen Dilemma. Die ablaufende Photosynthese 

und der damit verbundene rasche Export der produzierten Kohlenhydrate verhindern das Anlau-

fen vieler für die Abwehr notwendiger Prozesse, wie z.B. Glykolyse, Atmung, OPPP und Shi-

kimatweg (siehe Einleitung). Jedoch können belichtete ’Source’-Zellen die Photosynthese nicht 

ohne weiteres herabregulieren oder gar vollständig abschalten. Hierfür sind komplexe Änderun-

gen im Zellstoffwechsel und der Genexpression nötig. 

Die Infektion mit Pathogenen führt in vielen Fällen zu Änderungen in der photosynthetischen 

Aktivität betroffener Blattregionen [Livne (1964), Raggi (1978), Boote et al. (1980), Bastiaans 

(1991), Schmittmann (1991), Shtienberg (1992), Tang et al. (1996), Scholes & Rolfe (1996), 

Esfeld (2000), Meyer et al. (2001), Schön (2001), Bassanezi et al. (2002)]. In der Regel ist eine 

Abnahme der Photosynthese erst zu späten Zeitpunkten nach Infektion zu verzeichnen, wenn 

sich das Pathogen in der Wirtspflanze etabliert hat und es zum Auftreten von Chlorosen oder 

Nekrosen kommt. Jedoch treten die Reaktionen der Photosynthese bei verschiedenen Patho-

systemen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion auf, sind z.T. auch gegensätzlich und 

daher schwierig zu interpretieren (siehe Einleitung). 

Bei der hier untersuchten Interaktion von SNN und P. nicotianae ist bereits in der ersten 12 hpi 

eine drastische Abnahme der photosynthetischen Aktivität im Infektionsbereich zu beobachten. 

Nach etwa 24 hpi ist i.d.R. keine signifikante photosynthetische Aktivität mehr detektierbar 

(Abbildung 4-9 A und B, Abbildung 4-19 C und D). Dabei erfolgt die Inhibition der Photosyn-

these in zwei Schritten. In der frühen Infektionsphase (1-6 hpi; Abbildung 4-9 B) ist zunächst 

eine Stoma-abhängige Reduktion der CO2-Fixierung zu erkennen, während zu späteren Zeit-

punkten (≥ 6 hpi; Abbildung 4-9 A) die Photosynthese wahrscheinlich vorwiegend durch eine 

Störung der Elektronentransportkette inhibiert wird. 

Die Infektion mit P. nicotianae löst bei SNN eine schnelles Schließen der Stomata im gesam-

ten Infektionsbereich aus (Abbildung 4-9 D). Mittels des Chlorophyll-a-Fluoreszenz-Imagings 

konnte zudem eindeutig gezeigt werden, dass die Region mit geschlossenen Stomata exakt kon-
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gruent mit dem primären Infektionsort der Zoosporen ist (Abbildung 4-9 B und Abbildung 4-19 

A und C). Ein Schließen der Spaltöffnungen nach einer Infektion von Pflanzen mit Pathogenen 

ist bereits mehrfach beschrieben worden. Die Stomata suszeptibler Pflanzen schließen häufig 

erst zu späten Zeitpunkten nach Infektion, oftmals ausgelöst durch eine Störung des pflanzlichen 

Wasserhaushalts durch das sich ausbreitende Pathogen [z.B. Nogués et al. (2002)]. Während 

einer inkompatiblen Interaktion könnte der Stomaschluss eine frühe Abwehrmaßnahme der 

Pflanze darstellen, um ein weiteres Eindringen von Pathogenen durch die Spaltöffnungen zu 

verhindern. Gindro et al. (2003) konnten bei der inkompatiblen Interaktion von Vitis vinifera L. 

und Plasmopara viticola Calloseeinlagerungen in den Schließzellen beobachten, die in Kontrol-

len oder suszeptiblen Kultivaren nicht auftraten und somit ebenfalls ein Abwehr-korreliertes, 

jedoch nicht reversiblen Verschließen der Stomata darstellen. Ein frühes Verschließen der 

Spaltöffnungen, wie bei SNN und P. nicotianae (Abbildung 4-9 A und D), wurde auch bei der 

inkompatiblen Interaktion von Sojabohne und P. sojae beobachtet [McDonald & Cahill (1999)]. 

Jedoch war hier der Stomaschluss nicht nur auf den Infektionsbereich beschränkt, sondern trat in 

einem Umkreis von ca. 20 mm um den primären Infektionsort herum auf. Daher postulierten 

McDonald & Cahill (1999), dass es eine Signalkomponente ('transmissable factor') geben muss, 

die für die Ausbreitung des Stomaschlusses um die Infektionsstelle herum verantwortlich ist. 

Bei der Interaktion von SNN und P. nicotianae bleibt der Bereich geschlossener Stomata hinge-

gen exakt auf den primären Infektionsbereich beschränkt (Abbildung 4-9 B, Abbildung 4-19 A 

und C) und folgt zeitlich einer Akkumulation von H2O2 am Infektionsort (Abbildung 4-3 A). 

H2O2 kann die Aktivierung von Calcium-Kanälen in den Membranen der Schließzellen auslö-

sen, ist somit direkt in die osmotische Regulation dieser Zellen involviert [Pei et al. (2000)] und 

könnte den Stomaschluss auslösen. H2O2 könnte somit eine wichtige Signalfunktion beim 

Schließen der Stomata innehaben. Da die Diffusions-Strecke von H2O2, vermutlich durch die 

Calloseeinlagerungen an den Zell-Zell-Kontakten infizierter Zellen, begrenzt wird (Abbildung 

4-17 A und B), ließe sich die klare Begrenzung des Stomaschlusses in unserem Pathosystem 

hierüber erklären.  

Während der Interaktion von SNN und P. nicotianae führt der Stomaschluss zu einer drasti-

schen Reduktion der photosynthetischen CO2-Aufnahme am Infektionsort (Abbildung 4-9 B 

und C), ohne dass die photosynthetische Gesamt-Aktivität signifikant vermindert ist (Abbildung 

4-9 A und C). In dieser Phase steht der RubisCO zwar wenig CO2, jedoch ausreichend O2 zur 

Verfügung, wodurch der PET-Gesamtfluss in die Photorespiration, nicht jedoch in die CO2-

Assimilierung fließen kann. Diese Verschiebung erlaubt, dass selbst im Licht ein Anstieg der 

OPPP-Metabolite und des Glutamin-Synthetase (GS) Weges möglich ist, während die Carboxy-

lierungsreaktion der RubisCO herabgesetzt ist. Als Folge hiervon sollte der Export von Trio-

sephosphaten aus den Chloroplasten ins Cytosol sinken. Erste Versuche konnten bereits zeigen, 
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dass der Gehalt von 3-Phosphoglycerat (dem ersten stabilen Zwischenprodukt der CO2-

Fixierung) im Infektionsbereich von SNN drastisch abnimmt (mündl. Mitteilung Dipl. Biol. Jut-

ta Essmann). Eine solche Abnahme deutet ebenfalls auf eine Verminderung der CO2-

Assimilation hin und lässt daher einen verminderten Triosephosphat-Export erwarten. Durch ein 

Absinken des Triosephosphat-Exports im Licht, in Verbindung mit einem Anstieg löslicher Zu-

cker (vgl. Abbildung 4-18 E), wird der cytosolische Stoffwechsel zugunsten glykolytischer Re-

aktionen und des OPPP verschoben. Ein Exportstop würde außerdem dazu führen, dass sich 

Phosphat im Cytosol anreichert und die Aktivität der Saccharosephosphat-Synthase (SPS) deut-

lich verringern würde [Heldt (1999)]. Dieses würde die Synthese von Saccharose und somit den 

Export von Kohlenhydraten aus infizierten Zellen zusätzlich vermindern. Eine solche Umstel-

lung des Stoffwechsels ist in den hier untersuchten photoautotrophen Tabakzellen vermutlich 

nur möglich, nachdem die photosynthetische CO2-Fixierung durch das Verschließen der Stoma-

ta drastisch reprimiert wurde. 

Die GS erfüllt in infizierten Pflanzenzellen eine doppelte Funktion. Einerseits wird durch die GS 

das im Photorespirationsweg freigesetzte Ammonium-Ion (NH4
+) wieder re-fixiert. Diese Reak-

tion spielt eine wichtige Rolle für die Ökonomie des pflanzlichen Stoffwechsels, weshalb die 

Rate der Refixierung auch fünf- bis zehnmal höher ist als die Rate der NH4
+-Fixierung bei der 

Nitratassimilation [Heldt (1999)]. Andererseits kann die GS-Aktivität auch dazu beitragen das 

bei der PAL-Reaktion, welche bei SNN infektionsbedingt stark ansteigt (Abbildung 4-8), ent-

stehende NH3 wieder zu fixieren und in den Stickstoffkreislauf zurückzuführen. 

Neben der beschriebenen möglichen Auswirkungen eines Abwehr-induzierten Schließens der 

Stomata auf die Photosynthese und damit auf die Stoffwechselsituation der Zelle, wird diesem 

Vorgang in neuester Zeit noch eine andere Rolle während der pflanzlichen Abwehr zugespro-

chen. Durch eine gesteigerte Photorespiration würde die peroxisomale Produktion von H2O2 

stark ansteigen, was die Entwicklung der HR vermutlich stark begünstigt [Mateo et al. (2004), 

Bechtold et al. (2005)]. Interessanterweise kann ein schneller Stomaschluss und ein Anstieg des 

H2O2-Gehalts auch durch eine Salicylsäurebehandlung (SA) von Blättern ausgelöst werden 

[Manthe et al. (1992), Chen et al. (1993), Rao et al. (1997), Lee (1998), Mori et al. (2001)]. 

Dieser Anstieg könnte mit einer SA-abhängigen Inhibierung der Katalase in Verbindung stehen, 

da dieses Enzym maßgeblich für die Detoxifizierung von H2O2 in Peroxisomen verantwortlich 

ist [Sanchez-Casas & Klessig (1994), Conrath et al. (1995), Durner & Klessig (1996)]. Da SA 

auch eine wichtige Signalkomponente bei der Abwehrreaktion von Tabak ist, könnte durch den 

hier beschriebenen Stomaschluss bei gleichzeitiger Inhibierung der Katalase, die peroxisomale 

H2O2-Produktion durch eine gesteigerte photorespiratorische Aktivität zu einer Beschleunigung 

der Abwehr beitragen. 

In zukünftigen Arbeiten sollte die Rolle der Stoma-abhängigen Hemmung der CO2-Fixierung 
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während der Abwehr jedoch weitergehend untersucht werden. Es ist bislang unklar, ob der frühe 

Stomaschluss und die damit verbundene Photosynthesehemmung nur ein günstiger Nebeneffekt 

der Abwehr-induzierten H2O2-Produktion ist, oder ob dieser Hemmung eine wichtige Funktion 

bei der Pathogenabwehr zukommt. Meiner Ansicht nach begünstigt die frühe Hemmung der 

CO2-Fixierung die Umstellung des Stoffwechsels infizierter ’Source’-Zellen zu einem eher hete-

rotrophen, ’Sink’-ähnlichen Abwehrmetabolismus. Eine Verzögerung dieser Reaktion könnte 

sich in einer verspätet anlaufenden Abwehr äußern und, im ungünstigsten Falle, zur erfolgrei-

chen Besiedlung der Wirtspflanze durch das Pathogen führen.  

Die Stoma-unabhängige Repression der Photosynthese beginnt bei SNN zwischen 4 und 6 

hpi. Nach 12 hpi ist die Gesamtkapazität der Photosynthese im Infektionsort um etwa 80% ge-

genüber gesundem Gewebe reduziert (Abbildung 4-9 A und C). Die Stomata sind zu diesem 

Zeitpunkt wieder weitestgehend geöffnet (Abbildung 4-9 D) und können daher nur noch unter-

geordnet an der Hemmung der Photosynthese beteiligt sein. Die Reduktion der Photosynthese 

kann zu diesem Zeitpunkt nicht auf das Absterben der infizierten Zellen zurückzuführen sein, da 

das infizierte Gewebe zu diesem Zeitpunkt noch turgeszent ist und hohe Atmungsraten sowie 

Enzymaktivitäten aufweist (Abbildung 4-6 A und B, Abbildung 4-16, Abbildung 4-18 D). Diese 

Vermutung konnte auch mit dem Vitalfarbstoff Fluorescein-Diacetat (FDA) bestätigt werden 

(Abbildung 4-20 und Abbildung 4-21 A und D). Die Abnahme der photosynthetischen Aktivität 

während der ersten 12 hpi ist somit keine Folge des Abwehr-induzierten Zelltods. Vielmehr 

scheint diese Hemmung ein kontrollierter Prozess, möglicherweise sogar ein integrierender Be-

standteil der Abwehr, während der inkompatiblen Interaktion von SNN und P. nicotianae zu 

sein, der dem hypersensitiven Zelltod vorausgeht. 

Wie für Zellen mit hohem Zuckergehalt [als Review siehe Rolland et al. (2002)] oder gesteiger-

tem ROS-Level [Pfannschmidt (2003), Mittler et al. (2004)] zu erwarten, geht die Expression 

der kleinen Untereinheit der RubisCO (RbcS) während der ersten Stunden nach Infektion deut-

lich zurück. Bereits nach 4 hpi sind am Infektionsort keine RbcS-Transkripte mehr nachweisbar 

(Abbildung 4-11 B). Jedoch ist das schnelle Absinken der Photosynthese kaum alleine über den 

beobachteten Expressions-Rückgang zu erklären. Die RubisCO ist in vivo jedoch sehr anfällig 

für oxidativen Stress (ROS), welcher schlussendlich zur Degradation des Enzyms führt [Metha 

et al. (1992)]. In Verbindung mit einer stark reprimierten Neusynthese der RubisCO könnte eine 

solche Degradation durch die Abwehr-induzierte ROS-Bildung zu einer Verminderung der pho-

tosynthetischen Aktivität beitragen. Auch die Expression des Chlorophyll a/b-Bindeproteins 

(Cab) sinkt infektionsbedingtes leicht ab (Abbildung 4-11 B), jedoch bleiben Chlorophyll-

Gehalt (Abbildung 4-11 A) und Chlorophyll a/b-Verhältnis (Daten nicht gezeigt) am Infektion-

sort stabil, während der PET bereits stark reduziert ist (Abbildung 4-9 A bis C). Messungen der 

P700-Reduktionskinetik konnten Hinweise auf eine Ursache für die Abnahme der photosyntheti-
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schen Aktivität in infizierten Blattbereichen geben. Der Elektronentransfer vom Cytochrom b6f-

Komplex zu den oxidierten PSI Reaktionszentren P700+ ist bereits wenige Stunden nach Infekti-

on drastisch gestört (Abbildung 4-11 C), während der Gehalt an photoaktivem P700 (relativ zum 

Chlorophyll) kaum beeinflusst wird. Dies bedeutet, dass der PSI-Gehalt stabil bleibt, während 

die Elektronenzufuhr zum PSI-Reaktionszentrum deutlich vermindert ist. Die beobachtete leich-

te Photoinhibition am Infektionsort (Abnahme der variablen Fluoreszenz; nicht gezeigt) ist 

wahrscheinlich eher eine Folge als der Auslöser des gehemmten Elektronentransports. Neuere 

Untersuchungen haben ergeben, dass in Blättern transgener Tabaklinien, die große Mengen lös-

licher Zucker in den Blättern anreichern, die Hochpotentialkette (Cytochrom b6f → Plastocyanin 

→ PS I) stark reprimiert wird. Diese Abnahme konnte im Wesentlichen auf einen deutlich ver-

ringerten Plastocyanin-Gehalt (PC) zurückgeführt werden, welcher eine wichtige Kontrollfunk-

tion im photosynthetischen Elektronentransport innezuhaben scheint [Schöttler et al. (2004)]. 

Die hier gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine ähnliche Repression der Hochpoten-

tialkette zu der Stoma-unabhängigen Abnahme des PET während der pflanzlichen Abwehr füh-

ren könnte (Abbildung 4-9 A und C, Abbildung 4-11 C). 

Eine Reduktion der Elektronenzufuhr zum PSI würde die Mehler-Reaktion und somit die H2O2-

Freisetzung am PS I vermindern und dazu beitragen, dass das Chloroplastenstroma selbst im 

Licht in einem oxidierten Status gehalten wird. Dieses wäre eine wichtige Voraussetzung für das 

Anlaufen des pflanzlichen Dunkel- und Abwehrstoffwechsels. Ein eher oxidierter Zustand des 

chloroplastidären NADPH/NADP+-Systems und des Thioredoxin-Systems würde zu einer Inak-

tivierung des Calvin-Zyklus im Licht führen und die stromale G6PDH, das Schlüsselenzym des 

plastidären OPPP, aktivieren [als Review siehe Scheibe (1991)]. Ein solcher Anstieg der 

G6PDH-Aktivität nach Infektion konnte bei der inkompatiblen Interaktion von P. nicotianae 

und SNN beobachtet werden (Abbildung 4-6 B und C, Abbildung 4-19 B). Das schnelle Anlau-

fen des OPPP (cytosolisch und stromal) stellt nicht nur Reduktionsäquivalente für die Bildung 

von H2O2 zur Verfügung (siehe Einleitung), sondern liefert auch viele Metabolite, welche für 

Abwehr-korrelierte Biosynthesewege, wie z.B. dem Shikimatweg, zur Verfügung stehen. Es ist 

bereits gut beschrieben, dass der Shikimatweg während der pflanzlichen Abwehr aktiviert wird 

[z.B. Herrmann & Weaver (1999); Somssich & Hahlbrock (1998)] und mit Phosphoenolpyruvat 

(PEP) aus der Glykolyse und Erythrose-4-Phosphat aus dem stromalen OPPP versorgt wird. Der 

Shikimatweg stellt neben Tyrosin und Tryptophan auch Phenylalanin bereit, welches das Aus-

gangsprodukt für den Phenylpropanoid-Stoffwechsel ist. Bei SNN steigt die Aktivität der Phe-

nylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL), dem Eingangsenzym des Phenylpropanoid-Stoffwechsels, 

bereits nach 3 hpi um 100% gegenüber den Kontrollen an und erreicht nach 12 hpi 500% des 

Kontrollwerts (Abbildung 4-8). Eine Aktivierung der PAL sollte zu einem Absinken des Pheny-

lalanin-Levels in den betroffenen Zellen führen, wodurch wiederum die Produkthemmung der 
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Phenylalanin-Synthese aufgehoben wird. Es ist daher höchstwahrscheinlich, dass auch bei der 

Abwehr von SNN eine Aktivierung des Shikimatweges stattfindet. 

Dass eine Hemmung der Photosynthese möglicherweise eine wichtige Rolle für die Induktion 

der HR und somit für die Pathogenabwehr spielt, konnten auch Versuche an TMV-infizierten 

Tabakpflanzen zeigen [Seo et al. (2000)]. Während der Abwehr von TMV sinkt der PET bei N. 

tabacum L. cv SNN bereits nach 4 hpi signifikant gegenüber den Kontrollen ab. Der durch die 

PET-Hemmung entstehende Singulett-Sauerstoff (1O2) kann das D1-Protein oxidativ schädigen. 

Gleichzeitig sinkt die Expression des DS9-Proteins, welches vermutliche eine wichtige Rolle im 

Reparaturzyklus von oxidativ geschädigten D1-Proteinen spielt. Somit kann die PS II-Aktivität 

in Chloroplasten nicht wiederhergestellt werden und es wird vermutet, dass hierdurch die für das 

Überleben der Zellen notwendige Homöostase gestört wird und es hierdurch zu einer Beschleu-

nigung der HR kommt. Während der Interaktion von TMV mit dem suszeptiblen Kultivar N. 

tabacum L. cv Xanthi konnte keine Abnahme der DS9-Transkripte und auch keine HR beobach-

tet werden. 

Eine deutliche Reduktion der Photosynthese (Stoma-abhängig und –unabhängig) wie sie bei 

SNN zu verzeichnen ist (Abbildung 4-9 A-C) vermindert den Export von Triosephosphaten aus 

den Chloroplasten (s.o.). Diese Export-Reduktion hat drastische Auswirkungen auf die metabo-

lische Balance im Cytosol. Im Cytosol ist Fructose-2,6-bisphosphat (Fru2,6BP) während der 

Lichtperiode ein Signal für die Verfügbarkeit von Photoassimilaten. Der Gehalt an Fru2,6BP 

steigt an, wenn weniger Triosephosphate aus dem Chloroplasten ins Cytosol exportiert werden 

und umgekehrt. Verantwortlich hierfür ist die Fructose-6-phosphat-2-Kinase, welche durch Di-

hydroxyacetonphosphat gehemmt wird und die Umsetzung von Fructose-6-Phosphat zu 

Fru2,6BP katalysiert. Auch eine gesteigerte respiratorische Aktivität führt zur Erhöhung des 

Fru2,6BP-Gehaltes im Cytosol. Ein solcher Anstieg konnte unter anderem während einer verlet-

zungsbedingten Stimulierung der Atmung beobachtet werden [Stitt (1990)] und ist vermutlich 

auch bei der infektionsbedingten Steigerung der Respiration bei SNN zu erwarten (Abbildung 

4-6 A). Hohe Fru2,6BP-Gehalte inaktivieren die cytosolische Fruktose-1,6-bisphosphatase, ei-

nem Enzym welches an der Saccharosesynthese beteiligt ist, und aktivieren die Pyrophosphat-

abhängige (PPi) Phosphofruktokinase (PFK). Dieses Enzym spielt im pflanzlichen Stoffwechsel 

eine besondere Rolle, da es den Kohlenstoff-Fluss zwischen den cytosolischen Triose-P- und 

Hexose-P-Pools ermöglicht [Hatzfeld et al. (1990)]. Da die von diesem Enzym katalysierte Re-

aktion immer nahezu im Gleichgewicht ist, werden sowohl Geschwindigkeit als auch Richtung 

der Stoffflüsse, dem jeweiligen Bedarf der Zelle genau angepasst. Ein erhöhter Bedarf des cyto-

solischen OPPP an Glucose-6-P aus dem Hexose-P-Pool könnte also auch durch eine aktivierte 

PFK aus dem Triose-P-Pool gedeckt werden. Der cytosolische OPPP ist, wie im Folgenden dis-

kutiert, von entscheidender Bedeutung für die Abwehr-induzierte Produktion von H2O2. 
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Mit Hilfe des Mikro-Imaging-Systems (vgl. Kapitel 3) konnten außerdem Einblicke in die zellu-

läre Lokalisation der Photosynthesehemmung während der Interaktion von SNN und P. nico-

tianae gewonnen werden. Es zeigte sich, dass nicht nur die pflanzlichen Abwehrreaktionen, 

sondern auch die vorhergehende Hemmung der Photosynthese hochlokalisiert auftreten und sich 

nicht auf direkt benachbarte Zellen ausbreiten (Abbildung 4-19 F). Nicht-infizierte Zellen mit 

hoher Photosyntheserate können direkt an infizierte Zellen, die bereits eine deutliche Reduktion 

der photosynthetischen Aktivität zeigen, angrenzen. Diese Beobachtung zeigen, dass sowohl die 

Induktion von Abwehrprozessen (Abbildung 4-19 G), als auch das Abwehr-induzierte Abschal-

ten der Photosynthese (Abbildung 4-19 F) in einzelnen infizierten Zellen stattfindet und der 

Stoffwechsel nicht-infizierter Nachbarzellen von diesen Umstellungen nicht beeinflusst wird. 

Voraussetzung für diese klare Trennung infizierter und nicht-infizierter Zellen ist eine radikale 

metabolische Versiegelung des Abwehrbereichs, wodurch eine Versorgung der Abwehr-Zellen 

durch gesunde Zellen zwar erschwert, jedoch eine ressourcenschonende Abwehr ermöglicht 

wird. Ein koordiniertes Zusammenspiel von Abwehr-induzierter Callosebildung und apoplasti-

därer Invertase könnte für eine solche metabolische Abschottung der Abwehr-Zellen verant-

wortlich sein (siehe Kapitel 5.2). 

Zu späteren Infektionszeitpunkten, wenn die Photosynthese bereits deutlich reduziert ist, zeigen 

infizierte Zellen unter UV-Anregung eine hellgelbe Fluoreszenzemission (Abbildung 4-19 F und 

G). Diese Autofluoreszenz stammt wahrscheinlich von Lignin und Lignin-artigen Strukturen in 

infizierten Zellen stammen und ist ein guter Indikator für den beginnenden hypersensitiven Zell-

tod [Moerschbacher et al. (1990), Tiburzy & Reisener (1990)]. Andere Zellen in denen zu die-

sem Zeitpunkt die Photosynthese erst leicht reduziert ist weisen diese Fluoreszenz jedoch (noch) 

nicht auf. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Photosynthese während der Ab-

wehrreaktion von SNN vollständig unterdrückt werden muss, bevor die abschließenden Schritte 

der Abwehrreaktion anlaufen und der Zelltod ausgelöst werden kann. Offenbar sind photoau-

totrophe Mesophyllzellen während der Abwehr so reguliert, dass sowohl die Initiation der Zell-

wandverstärkung durch Lignin und Lignin-artige Stoffe, wie auch der abschließende hypersensi-

tive Zelltod einen heterotrophen Zellstoffwechsel erfordern. 

Die Bedeutung der Photosynthesehemmung für die Initiierung einer erfolgreichen Abwehr wird 

besonders im Vergleich zu dem suszeptibleren Tabakkultivar Xanthi deutlich. Während der 

ersten 12 hpi ist bei Xanthi nur ein leichtes, maximal 30 %iges, infektionsbedingtes Absinken 

der photosynthetischen Aktivität zu beobachten (Abbildung 4-10 A und C). Die genaue Ursache 

für diese Hemmung konnte bei diesem Tabakkultivar jedoch noch nicht genauer eingegrenzt 

werden. Eine Stoma-abhängige Depression der CO2-Fixierung bleibt bei diesem Kultivar völlig 

aus (Abbildung 4-10 B und C). Selbst nach 24 bzw. 48 hpi ist der ’Gesamt-PET’ zwar um ca. 

50% erniedrigt, jedoch konnte zu keinem Zeitpunkt nach Infektion eine vollständiges Abschal-
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ten der Photosynthese wie bei SNN beobachtet werden (Abbildung 4-10 D). Das Aufrechterhal-

ten einer konstanten, wenngleich häufig geschwächten Photosynthese über einen längeren Zeit-

raum nach erfolgter Infektion konnte bereits an verschiedenen anderen kompatiblen Wirt-

Pathogen-Interaktionen beobachtet werden [Coghlan & Walters (1992); Lorenzini et al. (1997); 

Niederleitener & Knoppik (1997); Wright et al. (1995)]. Vor allem bei biotrophen Interaktionen 

ist es für das Pathogen lebensnotwendig, die Eigenversorgung mit Photoassimilaten aufrecht zu 

erhalten, um seinen Lebenszyklus abschließen zu können. Das Pathogen stellt in diesen Fällen 

ein zusätzliches Kohlenhydrat-’Sink’ dar welches mit der Pflanze um die Photoassimilate kon-

kurriert. Bei kompatibel-biotrophen Interaktionen kann es daher im umgebenden Gewebe sogar 

zu einer Stimulation der Photosynthese kommen und es bilden sich sog. ’grüne Inseln’ um die 

Infektionsstelle herum, die die Versorgung des Pathogens sicherstellen [Coghlan & Walters 

(1992)]. 

Bei Xanthi findet zu frühen Zeitpunkten nach Infektion mit P. nicotianae keine Akkumulation 

von H2O2 am Infektionsort statt (Abbildung 4-5). Da bei dieser Interaktion auch kein Verschlie-

ßen der Stomata am Infektionsort zu beobachten ist (Abbildung 4-10 B), ist ein kausaler Zu-

sammenhang zwischen H2O2-Bildung und Stomaschluss denkbar (s.o.). Erste Beobachtungen an 

N-Acetyl-Glucosamin-6-Phosphat (N-Glc6P) -behandelten Infektionsorten von SNN zeigen, 

dass der Stomaschluss bei einer Hemmung des OPPP abgeschwächt wird. N-Glc6P ist ein kom-

petitiver Hemmstoff der G6PDH und führt nach Applikation zu pflanzlichen Zellen dazu, dass 

cytosolische wie auch stromale G6PDH und somit die Eingangsreaktion des OPPP gehemmt 

wird [Glaser & Brown (1955)]. Dies erhärtet die Annahme, dass ein Zusammenhang zwischen 

H2O2-Bildung und Stomaschluss bestehen könnte, jedoch müssen weitere Versuche diese Hypo-

these experimentell bestätigen. 

In der jüngeren Vergangenheit haben sich verschiedene Arbeiten mit der Rolle des Lichts wäh-

rend der pflanzlichen Pathogenabwehr befasst. Jedoch sind die Daten noch nicht eindeutig, zum 

Teil sogar widersprüchlich. Während Zeier et al. (2004) eine Schwächung vieler Abwehrreakti-

onen – so auch der Ausbildung hypersensitiver Läsionen – bei Dunkelheit beobachten konnten, 

postulieren Mateo et al. (2004), dass weder die pflanzliche Pathogenabwehr, noch die hypersen-

sitive Reaktion Licht benötigen. Auch die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten sprechen 

dafür, dass bei Licht und optimal ablaufenden photosynthetischen Prozessen das Anlaufen der 

pflanzlichen Abwehr erschwert wird, möglicherweise sogar vollkommen unterbunden würde. 

Erste Experimente in denen die Infektion von SNN mit P. nicotianae während der Dunkelperio-

de durchgeführt wurde deuten darauf hin, dass die Abwehrreaktion, insbesondere das Auftreten 

hypersensitiver Läsionen deutlich schneller erfolgt als im Licht (Daten nicht gezeigt). Eine sol-

che Beschleunigung der pflanzlichen Abwehr in der Dunkelperiode würde das hier beschriebene 

Konzept stützen, in dem der erfolgreichen Abwehr eine Umstellung des autotrophen pflanzli-
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chen ’Source’-Stoffwechsels, insbesondere eine Hemmung der Photosynthese, vorausgehen 

muss.  

Die vorgestellten Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass das Abschalten der Photosynthese die 

pflanzliche Abwehr nicht nur begleitet oder gar nur eine Folge des hypersensitiven Zelltods ist, 

sondern möglicherweise eine wichtige Voraussetzung für die Etablierung des Abwehrstoffwech-

sels darstellt. Erst durch die reduzierte photosynthetische Aktivität in infizierten ’Source’-Zellen 

kann ein heterotropher Zellstoffwechsel etabliert werden, welcher eine zentrale Rolle bei der 

Pathogenabwehr spielt. 

5.2 Metabolische Versiegelung des Infektionsorts 

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel diskutiert, ist der Rückgang der Photosynthese ein hoch-

lokaler Prozess, der in einzelnen infizierten Mesophyllzellen stattfindet. Diese Umstellung wird 

vermutlich durch die Schaffung eines ’Hoch-Zucker-Status’ in infizierten Zellen begünstigt. Um 

diese Situation zu etablieren und den Abfluss von Kohlenhydraten zu unterbinden ist eine effi-

ziente metabolische Versiegelung dieser Zellen eine notwendige Voraussetzung.  

Ausdifferenzierte ’Source’-Zellen sind in hohem Maße über Plasmodesmata miteinander ver-

netzt und bilden ein symplastisches Kontinuum [Ding et al. (1992)] in dem ein hocheffizienter 

symplastischer Stofftransport gewährleistet ist. In ausdifferenzierten ’Source’-Blättern kommen 

häufig verzweigte Plasmodesmata vor, welche während der Blattentwicklung durch die Bildung 

von Brücken aus einfachen Plasmodesmata entstanden sind [Oparka et al. (1999); Roberts et al. 

(2001)]. Viele endogene cytoplasmatische Moleküle und Pflanzenviren nutzen den cytoplasma-

tischen Raum zwischen Desmotubulus und Plasmamembran, die sog. cytoplasmatischen Röhre 

[Esau & Thorsch (1985)], um sich von einer Zelle zur nächsten zu bewegen [Lucas & Wolf 

(1993); Epel (1994); Kragler et al. (1998)]. Es wurde jedoch auch bereits von einem Stof-

faustauch über den Desmotubulus berichtet wurde [Cantrill et al. (1999)]. Aus Studien über die 

Ausbreitung verschiedener mikroinjizierter Farbstoffe und Fluoreszenzsonden konnte abgeleitet 

werden, dass der Stofftransport über die Plasmodesmata wahrscheinlich vorwiegend über Diffu-

sion erfolgt und unabhängig von cytoplasmatischen Strömungen ist [Barclay et al. (1982), Tu-

cker et al. (1989)]. Plasmodesmata sind keine einfachen Poren die die Zellwände benachbarter 

Zellen durchqueren, sondern Kanäle deren Architektur als Antwort auf eine Reihe externer und 

interner Stimuli dynamisch reguliert werden kann [Van Bel & Oparka (1995), Radford et al. 

(1998), Lucas (1999), Lee et al. (2000)]. Daher kann eine Blockade des apoplastischen Trans-

portwegs durch eine aktivierte apoplastidäre Invertase den Saccharose-Export aus infizierten 

’Source’-Zellen zwar reduzieren, jedoch nicht völlig unterbinden.  

Eine der frühesten Reaktionen von SNN auf die Infektion mit P. nicotianae ist die Bildung von 

Callose im Infektionsbereich. Die erste detektierbare Callosebildung (ab 0,5 hpi) tritt bei SNN 
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ausschließlich an distinkten Bereichen der Kontaktzonen infizierter Zellen, den sog. Zellplatten, 

auf (Abbildung 4-13 A und Abbildung 4-14). Die deutliche Trennung zwischen den Calloseein-

lagerungen der Nachbarzellen (weiße Pfeile in Abbildung 4-14) spricht stark dafür, dass es in 

dem hier vorgestellten Untersuchungssystem zu einer Calloseeinlagerung in der Halsregion der 

Plasmodesmata und hierdurch zu einer Verringerung der plasmodesmalen Ausschlussgröße 

kommt (siehe Abbildung 5-1 ). Durch den Verschluss der Plasmodesmata kommt es zu drasti-

schen Einschränkungen im interzellulären Transport von niedermolekularen Stoffen, Ionen und 

Kohlenhydraten [Olesen & Robards (1990)]. Die Öffnungsweite der Plasmodesmata ist unter 

anderem von der Aktivität 1-3-β-Glucan Synthetase und der 1-3-β-D-Glucanase abhängig, wel-

che beide um die Plasmodesmata herum lokalisiert und für die Callose-Synthese bzw. -

Degradation verantwortlich sind [Robards & Lucas (1990), Lucas et al. (1993)]. Vermutlich 

kommt es bei dem hier untersuchten Pathosystem bereits kurz nach Infektionsbeginn zu einem 

Verschluss der Plasmodesmata über die in der Umgebung vorhandene 1-3-β-Glucan Synthetase 

und somit zu einer Abtrennung infizierter Zellen vom restlichen pflanzlichen Symplasten.  

 

Abbildung 5-1 Schematische Darstellung eines Callose-bedingten Verschlusses von Plasmodesmata in Tabak-

blättern nach Infektion mit P. nicotianae. Aufbau eines Plasmodesmos vor (’uninfiziert’); und nach dem Verschluss 

durch Ca2+-induzierte Bildung von Callose (’infiziert’). 

Es ist bekannt, dass ein Anstieg des intrazellulären Calcium-Levels ein Signal für die Aktivie-

rung der Plasmamembran-ständigen 1-3-β-Glucan Synthetase an den Plasmodesmata darstellt 

[Kauss (1996)]. Durch Injektion von IP3, einem ‚second messenger’ welcher direkt den intrazel-

lulären Calcium-Level aus endogenen Calcium-Vorräten erhöht, kann ein Verschluss der Plas-

modesmata hervorgerufen werden [Tucker (1988, 1990), Clarke (1996); Tucker and Boss 

(1996)]. Die frühzeitige Synthese von Callose ist also eine zelluläre Abwehrreaktion die durch 

eine Störung der interzellulären Calcium-Homöostase verursacht wird [Kartusch (2003)]. Eine 

solche Störung kann durch die Applikation des Phytophthora-Elicitors Cryptogein in Tabak-

Zellen auch artifiziell ausgelöst werden [Tavernier et al. (1995)]. Neben der Callosebildung in 
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der Halsregion sind auch Ca2+-sensitive, kontraktile Elemente am schnellen Verschluss der 

Plasmodesmata beteiligt [Sivaguru et al (2000)], so dass eine Abwehr-induzierte Abschottung 

infizierter Zellen über zwei unabhängige Maßnahmen gesichert werden könnte. Die Annahme, 

dass der Verschluss der Plasmodesmata als Antwort auf abiotischen und biotischen Stress in Zu-

sammenhang mit der Bildung von Callose erfolgt, konnte bereits durch Experimente mit spezifi-

schen Inhibitoren bestätigt werden [Radford et al. (1998)].  

In einer Reihe von Untersuchungen wurde die Rolle der Callose beim Unterbinden der systemi-

schen Ausbreitung phytopathogener Viren, welche zur Verbreitung häufig die Plasmodesmata 

nutzen, näher betrachtet [Botha & Cross (2000)]. Außerdem blockiert Callose die Plasmodesma-

ta in Wurzeln von Sojabohnen während der Infektion mit P. sojae [Enkerli et al. (1997)]. Die 

Bildung von Callose konnte auch an Kontaktstellen pflanzlicher Zellen mit Strukturen pilzlicher 

Pathogene beobachtet werden [Rodriguez-Gálvez & Mendgen (1995)]. Gezielte Callosebildung 

kann ein Eindringen Pathogen-spezifischer Infektionsstrukturen in die pflanzliche Zellewand 

und somit die Nährstoffaufnahme des Pathogens verhindern. Hierzu bilden sich in der pflanzli-

chen Zellwand callosehaltige Papillen unter eindringenden pilzlichen Infektionsstrukturen (Ap-

pressorien oder Haustorien) und verhindern die Penetration der Wirtszelle [Schlösser (1983)]. 

Calloseeinlagerungen können jedoch in manchen Pathosystemen die Nähstoffaufnahme des Pa-

thogens verbessern und möglicherweise auch die Erkennung des Pathogens durch die Wirts-

pflanze verhindern [Jacobs et al. (2003)]. Zudem konnten Nishimura et al. (2003) zeigen, dass 

Arabidopsis-Transformanten mit einem Defekt in der Callose-Synthese nicht, wie zunächst an-

genommen erniedrigte, sondern eine höhere Pathogenresistenz aufwiesen, als der Wildtyp. 

Die in dem hier untersuchten Pathosystem beobachteten Reaktionen deuten stark auf eine weite-

re, bislang noch nicht diskutierte Rolle der Callose während der frühen Phase der pflanzlichen 

Abwehr hin. Es scheint, dass die frühe Synthese von Callose an den Plasmodesmata infizierter 

Zellen eine wichtige Rolle als symplastische Transportbarriere in infizierten Mesophyllzellen 

spielen könnte. Eine schnelle Versiegelung des symplastischen Transportwegs für Kohlenhydra-

te könnte in infiziertem ’Source’-Gewebe notwendig sein, um für die Abwehr benötigte Metabo-

lite zurückzuhalten und schnell verfügbar zu machen. Andererseits kommt es durch diese meta-

bolische Abschottung zu einer massiven Anreicherung von Kohlenhydraten in infizierten Zellen, 

welche auch einem erfolgreich eingedrungenen Pathogen zur Verfügung stünden. Für eine er-

folgreiche Pathogenabwehr muss daher das Eindringen des Pathogens in die ‚Abwehrzellen’ un-

ter allen Umständen verhindert werden. Ein solcher unspezifischer Schutz vor eindringenden 

Infektionsstrukturen könnte durch die später gebildete Callose, welche nahezu die gesamte Ab-

wehrzelle umgibt, gewährleistet werden (s.u.). 

Neben dem symplastischen Transport von Photoassimilaten spielt bei Tabak der apoplastische 

Transportweg eine zentrale Rolle beim Export von Kohlenhydraten [Gottwald et al. (2000)]. Für 
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ein Unterbinden des Kohlenhydrat-Exports aus den infizierten Zellen muss also auch dieser 

Transportweg effizient versiegelt werden. Auch hier könnte die schnelle Callosebildung an den 

Zellplatten eine zentrale Rolle spielen. Bereits nach 1 hpi ist der Apoplast an den Kontaktberei-

chen infizierter Zellen nahezu vollständig mit Callose versiegelt (Abbildung 4-12 D, Abbildung 

4-13 B, Abbildung 4-14 B, Abbildung 4-15). Selbst das kleine und relativ stabile H2O2-Molekül, 

welches im Apoplasten infizierten Zellen gebildet wird, kann diese Callose-Barriere an den 

Zellplatten offensichtlich nicht passieren (Abbildung 4-17 A und B). Dieses ist ein weiterer gu-

ter Hinweis für die metabolische Versiegelung des Infektionsbereichs und unterstreicht die Rolle 

der Callose bei der Begrenzung des Abwehrbereichs. Ein apoplastidärer Transport größerer Mo-

leküle, wie Saccharose, ist daher mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls auszuschließen. Bereits 

Sivaguru et al. (2000) konnten zeigen, dass durch eine Al-induzierte Callosebildung sowohl der 

symplastische wie auch der apoplastidäre Transport in Maiswurzeln effizient blockiert wird. Bei 

SNN ist nach ca. 2-3 hpi auch im übrigen Apoplasten infizierter Zellen eine zunächst diskrete, 

sich jedoch von den primären Bildungsorten immer stärker ausdehnende, Callosebildung zu er-

kennen, welche sich diffus über die gesamte Zellwand ausbreitet (Abbildung 4-12 E und F, 

Abbildung 4-13 C und D). Dieses Phänomen konnte auch nach der Elicitierung von SNN mit 

zellfreiem Kulturfiltrat von P. nicotianae beobachtet werden (Abbildung 4-13 F), so dass ausge-

schlossen werden kann, dass es sich hierbei alleinig um die Abwehr-bedingte Bildung von Pa-

pillen handelt. Vielmehr könnte diese Calloseeinlagerung eine generelle Zellwandverstärkung 

darstellen, welche ein Eindringen von Pathogenen in die Bereiche mit hohem Kohlenhydratge-

halt verhindern könnte. 

Auch im suszeptiblen Tabakkultivar Xanthi kommt es zu einer infektionsbedingten Bildung 

von Callose im Infektionsbereich, jedoch setzt die Callosebildung (Abbildung 4-16) etwa 3 – 6 

Stunden später ein als beim hochresistenten SNN. Diese führt möglicherweise zu einem verzö-

gerten Zurückhalten der Photoassimilate am Infektionsort und somit zu einem verspäteten An-

laufen zellulärer Abwehrreaktionen. Hierdurch könnte es dem Pathogen möglich sein die Wirts-

zellwand vor Abschluss dieser Abwehrreaktion zu durchdringen, Nährstoffe aufzunehmen und 

seine Entwicklung fortzusetzen [Schlösser (1983)]. 

Die hier präsentierten Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die frühe Abwehr-

induzierte Callosebildung bei SNN den symplastischen Export von Molekülen aus einzelnen 

infizierten Mesophyllzellen unterbindet. Darüber hinaus wird auch der apoplastische, und somit 

auch der Gesamtexport von Saccharose aus infizierten Blättern drastisch reduziert (Abbildung 

4-18 A). Der später einsetzenden Akkumulation von Callose in der gesamten Zellwand infizier-

ter Zellen könnte eine generelle Schutzfunktion zukommen, welche die abwehrbereiten und 

kohlenhydratreichen Zellen vor dem Eindringen des Pathogens schützen sollen. 

Der beobachtete Anstieg des apoplastischen Saccharose-Gehalts bei SNN (Abbildung 4-18 B) 
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wird von einer Stimulation der Aktivität der apoplastidären Invertase begleitet (Abbildung 

4-18 D). Ein ähnlicher Aktivitätsanstieg konnte auch nach Elicitierung von SNN-source-Blättern 

mit NPP1 (mündl. Mitteilung Dipl. Biol. Jutta Essmann) oder einem sporenfreien Kulturfiltrat 

von P. nicotianae (Abbildung 4-18 D) beobachtet werden. NPP1 ist ein Nekrosen-auslösendes 

Phytophthora Protein mit strukturellen Homologen in Pilzen und Bakterien [Fellbrich et al. 

(2002)]. Auch nach viraler Infektion von Tabak [Herbers et al. (2000)], nach Infektion von Wei-

zen mit Weizenschwarzrost (Puccinia graminis) [Heisterüber (1993), Heisterüber et al. (1994)] 

oder nach Infektion von Kichererbse mit Ascochyta rabiei [Esfeld (2000)], konnte ein Anstieg 

der apoplastischen Invertase-Aktivität beobachtet werden. Eine Steigerung der Invertase-

Aktivität scheint daher eine weit verbreitete pflanzliche Reaktion auf Pathogenbefall darzustel-

len. Die hier durchgeführten Elicitorstudien legen außerdem nahe, dass der größte Teil der Akti-

vitätssteigerung in dem hier untersuchten Pathosystem auf pflanzliche Invertasen zurückzufüh-

ren ist. 

Während der Interaktion von SNN und P. nicotianae ist bereits nach 0,5 hpi ein Anstieg des 

Transkriptlevels der apoplastidären Invertase (apoINV) zu beobachten (Abbildung 4-18 C), je-

doch ist der zu beobachtende frühe Anstieg der Invertase-Aktivität (Abbildung 4-18 D) vermut-

lich nicht ausschließlich hierüber zu erklären. Möglicherweise wird der erste Anstieg der Inver-

tase-Aktivität auch von einer Saccharose-abhängigen Aktivierung konstitutiv vorhandener, je-

doch deaktivierten, Invertase hervorgerufen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass im A-

poplasten von Tabak ein Inhibitorprotein vorliegt welches in Abwesenheit von Saccharose feste 

Komplexe mit der apoINV bildet [Weil et al. (1994), Krausgrill et al. (1996)]. Sander et al. 

(1996) konnten darüber hinaus zeigen, dass die apoINV in Tabak durch die Zugabe von Saccha-

rose vor der Deaktivierung durch dieses Inhibitorprotein geschützt wird und die Aktivität der 

apoINV durch 20 mM Saccharose um etwa 100% gesteigert werden kann.  

Die vorgestellten Daten der Callosebildung und der Invertase-Aktivität bei SNN deuten auf ein 

komplexes Zusammenspiel verschiedener Stoffwechselwege, um eine effiziente metabolische 

Versiegelung des Abwehrbereichs zu etablieren. In der frühen Abwehrphase (0 – 0,5 hpi) blo-

ckiert Callose die Plasmodesmata und unterbindet hierdurch vermutlich den symplastischen 

Export von Kohlenhydraten aus infizierten Zellen. Im Folgenden (0,5 – 2 hpi) breiten sich die 

Calloseeinlagerungen in den Zellplatten aus und vermindern wahrscheinlich auch den a-

poplastidären Stofftransport aus dem Infektionsbereich. Hierdurch kommt es zu einem Anstieg 

des Saccharose-Gehalts im Apoplasten infizierter Zellen, wodurch sich möglicherweise ein 

Inhibitorprotein von der apoplastidären Invertase ablöst [Sander et al. (1996)] und die Aktivi-

tät der Invertase ansteigt. Die aus der Saccharosespaltung entstehenden Hexosen können in 

die infizierten Zellen zurücktransportiert werden und dienen hier als Brennstoff für die anlau-

fenden Abwehrreaktionen und könnten über das ’sugar-sensing’ wiederum eine verstärkte Ex-
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pression der apoplastidären Invertase (Abbildung 4-18 C) und anderer PR-Proteine induzie-

ren (Abbildung 4-3 B). Es ist auch vorstellbar, dass ein Teil der exportierten Saccharose auf-

grund der einsetzenden Callosebildung nicht bis in den Apoplasten gelangt, sondern direkt in 

der infizierten Zelle verbleibt. Hier könnte sie über die Saccharose-Synthase und UDP-Glucose-

Phosphorylase in Fructose und Glucose-1-Phosphat umgewandelt werden. Glucose-1-Phosphat 

könnte wiederum durch Phosphoglucomutase in Glucose-6-Phosphat umgesetzt werden, wel-

ches dem OPPP und somit der pflanzlichen Abwehr zur Verfügung stünde. Der apoplastidären 

Invertase könnte eine wichtige Rolle für das Zurückhalten jener Saccharosemoleküle zukom-

men, welche nicht durch die Callose-Barriere gestoppt werden und bis in den Apoplasten gelan-

gen. Die genannten Änderungen und ihre möglichen Folgen sind in Abbildung 5-2 schematisch 

dargestellt. 

 

Abbildung 5-2 Hypothetisches Schema der späteren (ca.2 – 6 hpi), Abwehr-induzierten Callosebildung während 

der Interaktion von SNN und P. nicotianae und der daraus resultierenden metabolische Abschottung einer Abwehr-

zelle im Zusammenspiel mit der apoplastischen Invertase. 

Die verstärkte Anreicherung von Kohlenhydraten an der Infektionsstelle dient aber nicht aus-

schließlich als Brennstoff für die Zucker-verbrauchenden Reaktionen wie Glykolyse oder OPPP. 

Es ist gut untersucht, dass Kohlenhydrate ebenfalls die Expression von ’Sink’- und ’Source’-

spezifischen, sowie abwehr-induzierbaren Genen reguliert. Hohe Zucker-Konzentrationen un-

terdrücken die Expression ’Source’-spezifischer Gene – wie z.B. Photosynthesegnen – und ver-

stärken gleichzeitig die Transkription vieler ’Sink’-typischer Gene [Rolland et al. (2002)]. Da-

her könnte eine frühe Akkumulation von Kohlenhydraten am Infektionsort für eine selbst-

verstärkende Stimulierung der metabolischen Umsteuerung sorgen. Eine solche positive, vor-

wärts gerichtete Stimulation spiegelt sich gut in der Zweiphasigkeit der Abwehr-induzierten In-

vertase-Aktivität und der apoplastidären Hexosegehalte wieder (Abbildung 4-18 B, D und E). 

Wie bereits erwähnt, führt die Anreicherung von löslichen Hexosen zu einer gesteigerten Ex-
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pression von PR-Proteinen und erhöht die pflanzliche Resistenz gegenüber Pathogenen [Herbers 

et al. (1996a), Herbers et al. (1996b), Herbers et al. (2000)]. Auch in dem hier untersuchten Pa-

thosystem zeigte SNN einen deutlichen Anstieg im Transkriptlevel des PR-Proteins PR-Q 

(Abbildung 4-3 B). Das Tabakkultivar SNN zeigt daher zwei grundsätzliche Reaktionen auf die 

Abwehr-induzierte Akkumulation von löslichen Kohlenhydraten am Infektionsort. Zum einen 

wird eine schnelle metabolische Umstellung des Zellstoffwechsels ausgelöst, zum anderen wird 

eine längerfristige Anpassung der Stoffwechselsituation über Änderungen der Genexpression 

vorgenommen, wobei einer langfristigen Anpassung, in Anbetracht des nahenden Zelltods, 

wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle zukommt. 

5.3 Die Rolle des OPPP während der Abwehr 

Üblicherweise führt das Anlaufen der hypersensitiven Reaktion zum Absterben der betroffenen 

Pflanzenzellen. Die Prozesse der HR sind mit einem hohen Bedarf an Energie, Reduktionsäqui-

valenten und Vorstufen für Biosynthesen verbunden, weshalb OPPP, Atmung und Shikimatweg 

in infiziertem Gewebe oftmals stimuliert sind [z.B. Scheideler et al. (2002)]. Die Reaktionen des 

cytosolischen OPPP, im speziellen die Oxidation von cytosolischen Hexose-Phoshaten durch 

die cytosolische G6PDH, versorgen die Plasmamembran-Oxidasen, welche für die Produktion 

Abwehr-induzierter ROS zuständig sind, mit Reduktionsäquivalenten [Pugin et al. (1997)]. 

Hingegen stellt der stromale OPPP Erythrose-4-P (Ery-4-P) für den Shikimatweg zur Verfü-

gung. Das hierfür außerdem benötigte Phosphoenolpyruvat (PEP) entstammt der Glykolyse, de-

ren Ablaufen ebenfalls eine Voraussetzung für die respiratorische Bereitstellung von ATP dar-

stellt. Die Aktivierung von stromalem und cytosolischem OPPP ist demnach eine wichtige Vor-

aussetzung für viele Abwehr-induzierte Prozesse, wie z.B. der ROS-Produktion und der Synthe-

se von Abwehrsubstanzen, wie Lignin oder anderen Phenylpropanoiden (z.B. Flavonoide, Stil-

bene). Eine unabdingbare Voraussetzung für das Anlaufen eines solchen heterotrophen Abwehr-

stoffwechsels in ausdifferenzierten ’Source’-Zellen im Licht ist das Abschalten der Photosyn-

these. Eine solche Hemmung der Photosynthese wird bei SNN in zwei Phasen realisiert(siehe 

Kapitel 5.1). 

Die im vorigen Abschnitt diskutierte metabolische Versiegelung des Infektionsorts führt zu ei-

nem Rückstau von Kohlenhydraten in den betroffenen Zellen. Die aus der Invertasereaktion 

stammenden löslichen Hexosen im Apoplasten können über zellmembranständige Hexose-

Transporter effizient in die infizierten Zellen re-importiert werden und dienen hier zur Versor-

gung verschiedener Stoffwechselwege wie Glykolyse, Atmung und OPPP (vgl. Abbildung 1-2 

und Abbildung 5-2). In ’Source’-Zellen sind diese Stoffwechselwege jedoch normalerweise her-

abreguliert, um ein sog. 'futile-cycling' der Photoassimilate zu verhindern [Scheibe (1991)]. 

Während der beginnenden pflanzlichen Abwehr wird diese Regulation jedoch vollständig um-
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gekehrt. Die Photosyntheserate infizierter ’Source’-Blätter sinkt deutlich ab (Abbildung 4-9 A 

bis C), während ’Sink’-typische Stoffwechselwege wie die Respiration (Abbildung 4-6 A) und 

die Aktivität der G6PDH (Abbildung 4-6 B), verstärkt sind. Besonders anschaulich wird diese 

gegenläufige Regulation von Photosynthese und der Aktivität des OPPP bei einem Vergleich 

der Induktionsbilder (Abbildung 4-6 C) und den Bildern der PET-Aktivität (Abbildung 4-9 A 

und B). Die massive Steigerung der photosynthetischen Induktion im Infektionsbereich 

(Abbildung 4-6 C und Abbildung 4-19 B) ist ein sehr guter Indikator für eine Zunahme der stro-

malen OPPP-Metabolite, welche beim Anlaufen der Photosynthese in den Calvin-Zyklus einge-

speist werden. Es ist jedoch zu beachten, dass mit den hier durchgeführten Untersuchungen 

nicht zwischen cytosolischem und stromalen OPPP differenziert werden kann. Eine genauere 

Unterscheidung von stromalem und cytosolischem OPPP ist Gegenstand aktueller Untersuchun-

gen in unserer Arbeitsgruppe. Die Metabolite des OPPP können über Triose-Photsphat Carrier, 

die in der inneren Hüllmembran der Chloroplasten lokalisiert sind, zwischen Cytosol und Stro-

ma ausgetauscht werden, wodurch ein Äquilibrieren zwischen diesen Kompartimenten ermög-

licht wird [Flügge (1999)]. Im Chloroplastenstroma teilen sich OPPP und Calvin-Zyklus eine 

Reihe von Metaboliten [Schnarrenberger et al. (1995)]. Daher sollte eine Steigerung der OPPP-

Aktivität im Dunkeln zu einer Erhöhung des stromatären Gehalts von OPPP-Metaboliten führen. 

Zu Beginn der Lichtperiode stehen diese Metabolite dem Calvin-Zyklus direkt zur Verfügung 

und die Induktion der Photosynthese nach einer Dunkelperiode kann beschleunigt erfolgen. Eine 

schnelle photosynthetische Induktion wurde in Wachstumszonen junger Tabakblätter beobach-

tet, wo sie die Kohlenhydrat-verbrauchenden ’Sink’-Zonen markieren, die einen hohen Gehalt 

an OPPP-Metaboliten aufweisen [Meng et al. (2001)]. 

Einen weiteren Hinweis auf eine gesteigerte Aktivität des cytosolischen OPPP am Infektionsort 

gibt die Abwehr-induzierte Bildung von H2O2 (Abbildung 4-3 A), da die hierfür notwendigen 

Plasmamembran-Oxidasen über diesen Stoffwechselweg mit Reduktionsäquivalenten versorgt 

werden [Pugin et al. (1997)]. Möglicherweise spielt diese Versorgung eine zentrale Rolle in der 

pflanzlichen Pathogenabwehr, da dieser Prozess z.B. die Zellwandverstärkung und möglicher-

weise den hypersensitiven Zelltod initiiert. Daher ist es nicht verwunderlich, dass die ROS-

Akkumulation eine der ersten zu beobachtenden Abwehr-korrelierten Reaktionen in dem hier 

untersuchten Pathosystem ist und bis zum Abschluss der HR auf hohem Niveau gehalten wird 

(Abbildung 4-3 A). Ein solches Aufrechterhalten der ROS-Produktion über einen Zeitraum von 

mindestens 12 Stunden erfordert von der Pflanze die Bereitstellung großer Mengen von Reduk-

tionsäquivalenten und Kohlenhydraten. Ein schneller Verbrauch der Reduktionsäquivalente 

würde wiederum den cytosolischen OPPP aktivieren, um, in Verbindung mit der F-2,6-BP-

kontrollierten und PPi-abhängigen PFK, die NADPH-generierenden Reaktionen aufrecht zu er-

halten. Auch in anderen Kompartimenten infizierter Pflanzenzellen findet eine Anreicherung 
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von ROS statt, die für die Abwehrreaktion eine wichtige Rolle spielen könnten. So können z.B. 

die Mitochondrien eine vollkommen unabhängige Quelle von H2O2 sein [Tiwari et al. (2002)], 

insbesondere durch eine stimulierte Respiration, wie sie auch in dem hier untersuchten Patho-

system zu finden ist (Abbildung 4-6 A). 

Diese Bedeutung der OPPP-Aktivierung für die pflanzliche Abwehr konnte außerdem durch 

weitere Experimente gestützt werden. Durch die Zugabe von N-Glc6P und der hierdurch verur-

sachten Hemmung der G6PDH [Glaser & Brown (1955)] in Infektionsorte von SNN konnte das 

Anlaufen der Abwehrreaktionen bei diesem hochresistenten Tabak um mehrere Stunden verzö-

gert werden, abhängig von der applizierten N-Glc6P-Dosis (Abbildung 4-23 A und B, 

Abbildung 4-24 A und B). Diese Verzögerung beruht wahrscheinlich direkt auf einer unspezifi-

schen Inhibierung der verschiedenen G6PDH-Isoformen und somit des cytosolischen und stro-

malen OPPP. Diese Hemmung spiegelt sich auch in der Induktion des photosynthetischen Elekt-

ronentransports wider (Abbildung 4-23 C). Die Applikation von N-Glc6P unterbindet offenbar 

die erforderliche Umstellung des Primärstoffwechsels zu einem heterotrophen Metabolismus, 

vermindert die Bildung und Akkumulation von H2O2 (Abbildung 4-25) und verzögert Abwehr-

reaktionen, wie z.B. die Bildung hypersensitiver Läsionen, so lange, bis die Wirkung des 

Hemmstoffes nachlässt. Durch die Hemmung des OPPP kann also – wenn auch nur zeitweilig – 

die Abwehrreaktionen eines hochresistenten Tabakkultivars unterdrückt werden, wodurch die 

zentrale Bedeutung der bei SNN stattfindenden Stoffwechselumstellungen untermauert wird. 

Überdies konnte durch diese Experimente die Bedeutung des cytosolischen OPPP für die Ab-

wehr-induzierte Bildung und Akkumulation von H2O2 in infizierten Pflanzenzellen bestätigt 

werden. Daher kann die von Levine et al. (1994) und Pellinen et al. (2002) postulierte Rolle von 

H2O2 bei der HR-Induktion nach Pathogenbefall auch für das hier untersuchte Pathosystem bes-

tätigt werden. Ferner deutet sich an, dass H2O2 eine zentrale Rolle in der Abwehrinduktion von 

Pflanzen inne hat, wenngleich es bislang noch sehr umstritten ist, ob H2O2 eine primäre Signal-

funktion besitzt, oder als 'second messenger' fungiert. 

Pellinen et al. (2002) konnten durch die Applikation des H2O2-produzierenden Glucose 

(Glc)/Glc-Oxidase Systems (G/GO) in Birkenblättern Zelltod und die Ausbildung HR-ähnlicher 

Läsionen auslösen. Dieses Ergebnis zeigt, dass H2O2 ein hinreichendes Signal für das Auslösen 

eines programmierten Zelltods darstellen könnte. Wenn H2O2 diese Funktion auch in dem hier 

untersuchten Tabakkultivar SNN innehaben sollte, wäre die schnelle Versiegelung der interzel-

lulären Transportwege durch Callose eine notwendige Voraussetzung für eine erfolgreiche und 

ressourcenschonende Abwehr von Pathogenen. Das im Apoplasten infizierter Zellen akkumulie-

rende H2O2 könnte sich ohne die Callose-Barriere auf nicht-infizierte Nachbarzellen ausbreiten 

und auch hier zu einer Induktion des HR-Programms führen. Dieser effektive Schutz gesunder 

Zellen vor dem H2O2-Singal ist geboten, da sich ohne eine solche Diffusionsbarriere das ROS-
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Signal über die Zellwand ausbreiten könnte und möglicherweise zu einer „kettenreaktions-

artigen“ Initiierung der HR in intaktem Pflanzengewebe führen würde. In diesem Fall bestünde 

die Gefahr, dass große uninfizierte Regionen pflanzlichen Gewebes oder gar die gesamte Pflan-

ze absterben würden. 

Die an dem suszeptiblen Tabakkultivar Xanthi durchgeführten Messungen der PET-Induktion 

zeigen hingegen nur eine spät einsetzende und im Vergleich zu SNN schwache Aktivierung des 

OPPP (Abbildung 4-7). Hierdurch können wesentliche für eine erfolgreiche Abwehr notwendige 

Reaktionen, wie z.B. die H2O2-Bildung oder der Shikimatweg nur unzureichend mit Redukti-

onsäquivalenten oder Erythrose-4-Phosphat versorgt werden. Auch die Aktivität der PAL bleibt 

bei Xanthi während der ersten 9 hpi auf Kontrollniveau und steigt erst nach 12 hpi um ca. 100% 

an (Abbildung 4-8). Insbesondere eine Aktivierung des stromalen OPPP kann bei Xanthi nicht 

erfolgen, da bei diesem Kultivar nur eine moderate Störung der Photosynthese zu späten Infek-

tionszeitpunkten erfolgt und die frühe Stoma-abhängige Hemmung gänzlich unterbleibt 

(Abbildung 4-10). Diese Ergebnisse unterstützen die Annahme, dass nur bei einer rechtzeitigen 

Umstellung des pflanzlichen Primärstoffwechsels eine erfolgreiche Pathogenabwehr möglich ist. 

Die rechtzeitige Deaktivierung der Photosynthese ist wahrscheinlich eine notwendige Voraus-

setzung für diese Umstellungen. Die nur schwache Aktivierung des OPPP spiegelt sich bei Xan-

thi auch in der spät einsetzenden und nur schwach ausgeprägten Bildung und Akkumulation von 

H2O2 wider (Abbildung 4-5), da das aus dem cytosolischen OPPP stammende NADPH als Sub-

strat für die Plasmamembran-Oxidase dient. Die möglichen Folgen des unterbundenen H2O2-

Signals sind das nahezu vollständige Ausbleiben der Bildung hypersensitiver Läsionen 

(Abbildung 4-4) und eine stark abgeschwächte Aktivierung der PAL (Abbildung 4-8). Man kann 

bei Xanthi also nur eine wesentlich später einsetzende und bedeutend schwächere Stoffwechsel-

umstellung von 'Source' zu 'Abwehr' beobachten, als es beim hochresistenten SNN der Fall ist. 

Hierdurch scheinen notwendige Voraussetzungen für eine erfolgreiche Pathogenabwehr bei die-

sem Tabakkultivar nicht gegeben zu sein, was sich auf die Kompatibilität bei der Interaktion mit 

P. nicotianae auswirkt. 

Weitere Hinweise für die Bedeutung der OPPP-Aktivierung für die pflanzliche Abwehr konnten 

durch Infektionsversuche an Xanthi-Transformanten (cP2-Pflanzen, s.o.) gewonnen werden. 

Im Gegensatz zum Xanthi-Wildtyp kommt es bei diesen Pflanzen bereits nach 6 hpi zu einer 

deutlichen Beschleunigung der PET-Induktion am Infektionsort, was auf ein erhöhtes Vorkom-

men von OPPP-Metaboliten hindeutet (Abbildung 4-26 B). Auch die photosynthetische Aktivi-

tät ist nach 12 hpi bereits um mindestens 70% gegenüber den Kontrollen erniedrigt (Abbildung 

4-26 C). Nach 24 hpi haben sich bereits – wie bei SNN – flächige hypersensitive Läsionen am 

primären Infektionsort ausgebildet (Abbildung 4-26 D). Auch nach mehreren Tagen sind keine 

Anzeichen zu erkennen, die bei den cP2-Pflanzen auf ein Ausbreiten des Pathogens über den 
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primären Infektionsort schließen lassen. Die vermutlich erhöhte Reduktionskraft im Cytosol, 

hervorgerufen durch die konstitutive Expression der G6PDH im Cytosol, kann ein suszeptibles 

Tabakkultivar möglicherweise zur erfolgreichen Pathogenabwehr befähigen. Die bei den cP2-

Pflanzen zu beobachteten Abwehrreaktionen ähneln stark denen des hochresistenten SNN-

Kultivars. An dieser Stelle muss jedoch ausdrücklich darauf hingewiesen werden, dass für die 

Vorversuche an den cP2-Transformanten nur wenige Pflanzen zur Verfügung standen, so dass 

die gezeigten und diskutierten Ergebnisse ausschließlich erste Hinweise für die Bedeutung der 

cytosolischen G6PDH während der pflanzlichen Abwehr darstellen. Der genaue zeitliche Ablauf 

der hier auftretenden Abwehrreaktionen und der Photosynthese-Inhibition müssen in zukünfti-

gen Experimenten ebenso überprüft werden, wie auch die Bildung von ROS und Callose. Wahr-

scheinlich verfügen diese Pflanzen, aufgrund der nicht vorhandenen Produkt-Hemmung der cP2, 

über eine höhere Reduktionskraft im Cytosol als der Xanthi-Wildtyp und könnten in zukünfti-

gen Untersuchungen wertvolle Hinweise für die Bedeutung des OPPP während der erfolgrei-

chen pflanzlichen Abwehr liefern. 

Alle hier durchgeführten Versuche deuten stark darauf hin, dass eine Aktivierung des OPPP und 

somit die Umstellung zu einem heterotrophen 'Sink'-artigen Abwehrstoffwechsel in infiziertem 

'Source'-Gewebe, wichtige Voraussetzungen für die schnelle und erfolgreiche Abwehrantwort 

von Tabak darstellen. Einerseits ist es möglich die Abwehr resistenter Tabakkultivare durch die 

Hemmung von cytosolischem und stromalem OPPP zeitweilig zu unterdrücken. Andererseits 

scheint auch die Aktivierung der G6PDH zu einer erhöhten Resistenz in eigentlich suszeptiblen 

Pflanzen zu führen. Die Tatsache, dass der OPPP eine zentrale Rolle in der Unterstützung der 

pflanzlichen Abwehr spielt, bestätigt die Vermutung, dass der nach Infektion von SNN mit P. 

nicotianae beobachtete, schnelle metabolische shift von auto- zu heterotroph eine notwendige 

Voraussetzung für die erfolgreiche Etablierung von Abwehrreaktionen darstellt.  

 

Eine notwendige und grundlegende Voraussetzung für die Etablierung eines heterotrophen Ab-

wehrstoffwechsels ist die Suppression der Photosynthese in infizierten Zellen. Allerdings ist die 

Bedeutung der frühen, Stoma-abhängigen Photosynthesehemmung noch weitestgehend unklar. 

Bei SNN ist die Stoma-abhängige Photosynthese-Depression jedoch vermutlich eine wichtige 

Voraussetzung für eine frühzeitige Umsteuerung des autotrophen Stoffwechsels und für die E-

tablierung eines heterotrophen Abwehrstoffwechsels. 
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6 Zusammenfassung 

Die Abwehr des phytopathogenen Oomyceten Phytophthora nicotianae erfordert – insbesondere 

während der Lichtphase – eine Vielzahl von metabolischen Umstellungen in infizierten ’Sour-

ce’-Zellen von Tabakblättern. Grundsätzlich scheint die Umstellung des autotrophen Zellstoff-

wechsels zu einem eher heterotrophen Metabolismus die Abwehr des hochresistenten Tabakkul-

tivars SNN zu begünstigen, eventuell sogar erst zu ermöglichen.  

Die im Folgenden gezeigten Schemata sollen einen Überblick über die metabolische Situation in 

infizierten ’Source’-Blättern von SNN geben. Abbildung 6-1 gibt einen Überblick über die zeit-

liche Sequenz der Abwehr-induzierten Änderungen im Primärstoffwechsel von SNN, die dem 

hypersensitiven Zelltod vorausgehen und die anlaufenden Abwehrreaktionen unterstützen. 

Abbildung 6-2 zeigt die metabolische Versiegelung einzelner infizierter Zellen im Tabakme-

sophyll und soll die lokale Abgrenzung der Abwehr-induzierten Stoffwechseländerungen ver-

deutlichen. Um die Übersicht und Verständlichkeit zu erhöhen und die Aufmerksamkeit auf 

neue Daten und Zusammenhänge zu richten wurde in beiden Schemata bewusst auf einige De-

tails verzichtet. 

 

Abbildung 6-1 Zeitverlauf metabolischer und zellulärer Änderungen in infizierten Tabakzellen, die der Zell-

wandverstärkung und dem hypersensitiven Zelltod während der Abwehr von P. nicotianae vorausgehen und diese 

vermutlich unterstützen. Weitere Erklärungen im Text. Modifiziert nach Scharte et al. (2005). 
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Abbildung 6-2 Schema der räumlichen Abgrenzung von Abwehr-induzierten metabolischen und zellulären Än-

derungen des Primärstoffwechsels in ’Source’-Zellen von SNN nach Infektion mit P. nicotianae, die dem hypersen-

sitiven Zelltod vorausgehen und diesen unterstützen (ca. 1 - 6 hpi). Durchgezogene Pfeile zeigen Metabolitflüsse 

an, während gepunktete Pfeile die Stimulation (+) oder Hemmung (-) von Genexpression, Enzymaktivität oder ein-

zelnen Stoffwechselwegen anzeigen.Weitere Erklärungen im Text.  

Das in dieser Arbeit erstmals dokumentierte schelle und effiziente Abschalten der Photosynthese 

bei SNN – erst über den schnellen Stomaverschluss und später über eine Störung des PET – ist 

wahrscheinlich eine grundlegende Voraussetzung für eine Verschiebung des Stoffwechsels infi-

zierter Zellen von ’Source’ zu ’Abwehr’ während der Lichtperiode (Abbildung 6-1). Eine solche 

Hemmung der Photosynthese ist bei dem suszeptiblen Kultivar Xanthi nur verspätet und zudem 

in schwächerer Ausprägung zu beobachten. Erst das Abschalten der Photosynthese ermöglicht 

bei SNN, dass Glykolyse, Atmung und OPPP auch im Licht verstärkt ablaufen können. Die 

Photosynthese-Hemmung scheint somit eine notwendige Voraussetzung für die Etablierung ei-

nes ’Abwehr-Stoffwechsels’ und die Abwehr des Pathogens zu sein. Bei Xanthi wird hingegen 

die Induktion des heterotrophen Stoffwechsels durch das weitere Ablaufen der Photosynthese 

und den fortwährenden Export der Photoassimilate unterbunden. Somit können bei Xanthi viele 

der für die Abwehr in ’Source’-Gewebe notwendigen Stoffwechselwege nicht oder nur schwach 

induziert werden und eine erfolgreiche Pathogenabwehr bleibt aus. 

 

Die frühzeitige Bildung von Callose an den Kontaktzonen infizierter Mesophyllzellen kann auch 

für die Unterbrechung des symplastischen und apoplastischen Assimilattransports sorgen und 

spielt daher vermutlich eine ebenso wichtige Rolle bei der Induktion eines „Hoch-Zucker-

Bereichs“, wie die Aktivierung der apoplastidäre Invertase. Vermutlich sorgt ein gut koordinier-

tes Zusammenspiel von Callose und apoplastidärer Invertase für die schnelle und effiziente me-
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tabolische Abschottung des Infektionsbereichs und schafft optimale Bedingungen für eine er-

folgreiche Pathogenabwehr (Abbildung 6-2). Die Bedeutung der schnellen Callosebildung für 

eine erfolgreiche Abwehr wird auch durch die Beobachtungen am suszeptiblen Tabakkultivar 

Xanthi unterstützt, bei welchem die metabolische Versiegelung des Infektionsbereichs durch 

Calloseeinlagerungen erst wesentlich später einsetzt als bei SNN. Hierdurch werden wahr-

scheinlich die für die erfolgreiche Abwehr nötigen und gut dokumentierten Stoffwechselumstel-

lungen, nicht, bzw. zu spät ermöglicht. 

 

Die Akkumulation von H2O2 ist eine ausschließlich lokal an der primären Infektionsstelle auf-

tretende pflanzliche Abwehrmaßnahme. Die frühzeitig nach Infektion einsetzende Bildung von 

Callose an den Zell-Zell-Kontakten infizierter Zellen unterbindet sehr effektiv die Diffusion von 

H2O2 von einer infizierten zu nicht-infizierten Nachbarzellen. Jedoch bleiben nicht nur die direkt 

mit der Abwehr korrelierten Reaktionen genau auf den Infektionsort beschränkt. Auch die vor-

hergehenden metabolischen Änderungen wie die frühe Aktivierung des OPPP und die Stoma-

abhängige und -unabhängige Reduktion der Photosynthese bei SNN sind hochlokalisiert auftre-

tende Prozesse und finden ausschließlich in infizierten Zellen statt. Mit Hilfe des im Rahmen 

dieser Arbeit entwickelten „Mikro-Imaging-Systems“ konnte erstmals gezeigt werden, dass ein-

zelne infizierte und photosynthetisch nahezu vollkommen inaktive Mesophyllzellen direkt neben 

Zellen liegen können, die von der Infektion nicht betroffen sind und eine hohe photosyntheti-

sche Aktivität aufweisen. 

 

Die Bedeutung eines aktivierten OPPP für die erfolgreiche Abwehr konnte des Weiteren durch 

die Hemmung dieses Stoffwechelweges bei SNN demonstriert werden. Die Applikation von N-

Glc6P führt bei SNN zu einer zeitweiligen Unterdrückung der Abwehrreaktion. Auch lassen ers-

te Ergebnisse an der cP2-Transformante von Xanthi, welche konstitutiv eine plastidäre G6PDH-

Isoform im Cytosol exprimiert und auf eine Infektion mit P. nicotianae ähnlich wie SNN rea-

giert, auf die zentrale Bedeutung des OPPP und somit auf die Umstellung von ’Source’-Zellen 

zu heterotrophen Abwehr-Zellen schließen. 

 

Durch die Anreicherung von Zuckern in infizierten Zellen kommt es zu einer metabolischen 

Umstellung der ’Source’-Zellen hin zu einem nicht-assimilatorischen, Kohlenhydrat-

verbrauchenden, heterotrophen Stoffwechsel. In direkt angrenzenden, nicht-infizierten Zellen 

bleibt die photosynthetische Kapazität unverändert hoch (Abbildung 6-2). Es konnte in keinem 

Fall beobachtet werden, dass das Absinken der photosynthetischen Aktivität reversibel ist. Das 

infektionsbedingte Absinken der Photosynthese in einer betroffenen Zelle ist demnach eine „Al-

les oder Nichts“-Reaktion, welche bei der hier untersuchten inkompatiblen Interaktion immer im 
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hypersensitiven Zelltod endet. Vermutlich ist die beobachtete Verschiebung des ’Source’-

Stoffwechsels hin zu einem nicht-assimilatorischen, Zucker-verbrauchenden Abwehr-

Metabolismus wenigstens eine wichtige Voraussetzung, wenn nicht sogar ein unabdingbarer 

Teil der HR und des hypersensitiven Zelltods. Eine genaue Definition ist an diesem Punkt durch 

den Umstand erschwert, dass es zurzeit noch keinen Konsens darüber gibt an welchem Punkt 

der Abwehr die HR beginnt und welche Reaktionen sie genau umfasst. Die hier vorgestellten 

Untersuchungen legen nahe, dass die beschriebenen metabolischen Umstellungen ein notwendi-

ger Teil der Abwehrreaktion und unabdingbar für eine schnelle und effiziente pflanzliche Ab-

wehr sind. Für diese Annahme sprechen auch die an dem suszeptiblen Xanthi und dessen Trans-

formanten durchgeführten Versuche, wie auch die Hemmstoff-Experimente mit N-Glc6P bei 

SNN. Daher könnte man diese Umstellungen als Teil eines hypersensitiven Abwehrnetzwerks 

betrachten und sollte einer weiteren Untersuchung des Primärstoffwechsel während der Patho-

genabwehr einen höheren Stellenwert einräumen [vergleiche hierzu auch Conrath et al. (2003)]. 

Die hier gezeigten und für SNN gültigen Schemata Abwehr-induzierter Stoffwechseländerungen 

sind sehr gut mit einzelnen, an anderen Pathosystemen gemachten Beobachtungen in Einklang 

zu bringen [z.B. Herbers et al. (2000)] und passt gut in das zurzeit gültige Konzept der zellulä-

ren Kontrolle von Kohlenhydrat- und Primär-Stoffwechsel. Natürlich stellt sich auch bei den 

hier durchgeführten Untersuchungen die Frage, ob die beobachteten Reaktionen spezifisch für 

die inkompatible Interaktion von SNN und P. nicotianae sind. Allerdings stehen die Daten in 

gutem Einklang mit einzelnen Beobachtungen an anderen Pathosystemen. Daher kann man an-

nehmen, dass viele der hier beschriebenen Reaktionen typische Abwehr-vorbereitende Maß-

nahmen sind, die nach der Infektion von ’Source’-Zellen in vielen Pflanzen zu finden sein müs-

sen, um eine effiziente Pathogenabwehr sicherzustellen. Bereits Baron & Zambryski (1995) ver-

glichen die pflanzlichen Reaktionen auf Pathogenbefall, Symbiosen und Verwundung und ka-

men zu der Schlussfolgerung, dass es sich bei allen Reaktionen um Variationen ein und dessel-

ben Themas handelt. 
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7 Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein komplexes metabolisches Szenario zur Beteiligung des 

Primärstoffwechsels von Tabak an der Abwehr des phytopathogenen Oomyceten P. nicotianae 

entwickelt. Ein Teil dieser Hypothesen sowie einige neu aufgeworfene Fragestellungen sollen 

zukünftig mit weiteren Experimenten überprüft und untermauert werden. 

•  Nachdem die hier gezeigten Ergebnisse stark auf eine Abwehr-induzierte Störung der 

photosynthetischen Hochpotentialkette hinweisen, sollte in zukünftigen Arbeiten über-

prüft werden, welche Komponenten der Elektronentransportkette Grundlage dieser 

Hemmung sind. Vorhergehende Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe an Blättern transge-

ner Tabaklinien, die große Mengen löslicher Zucker in den Blättern anreichern, konnten 

zeigen, dass dem Plastocyanin-Gehalt eine wichtige Kontrollfunktion im photosyntheti-

schen Elektronentransport zukommt [Schöttler et al. (2004)]. Da es auch während der In-

teraktion von SNN und P. nicotianae zur Ausbildung eines ’Hoch-Zucker-Status’ im In-

fektionsbereich kommt, erscheinen Untersuchungen zur Beteiligung von Plastocyanin an 

der Abwehr-induzierten PS-Hemmung sinnvoll. 

•  Die hier gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass eine Hemmung der Photosynthese die 

grundlegende metabolische Voraussetzung für die Etablierung eines ’Abwehr-

Stoffwechsels’ in infizierten ’Source’-Zellen darstellt. Möglicherweise ist die durch den 

Stomaschluss verursachte Steigerung photorespiratorischer Prozesse auch ein wichtiger 

Bestandteil der pflanzlichen Abwehrreaktionen im Licht, da es hierdurch zu einer stark 

erhöhten H2O2-Produktion in den Peroxisomen kommt, die durch die konstitutiv vorhan-

dene Katalase – welche möglicherweise durch SA gehemmt werden könnte – nicht ent-

giftet werden kann. Zukünftige Arbeiten sollten sich daher auch mit der Rolle der frühen, 

Stoma-abhängigen PS-Hemmung während der Abwehr befassen.  

•  Es stehen direkte Beweise für die postulierte Rolle der Callose in der Blockade des Koh-

lenhydrat-Exports aus. Zur Klärung dieser Fragestellung könnten SNN-Transformanten 

verwendet werden, bei denen die Callose-Synthese konstitutiv unterbunden ist. Auch 

könnten Versuche mit 2-desoxy-D-Glucose, einem Analog der UDP-Glucose, mit dem 

die Cellulose-/Callose-Synthase gehemmt werden kann, die Bedeutung der Abwehr-

induzierten Callosebildung bei der metabolischen Abschottung des Infektionsbereichs 

aufzeigen. Saccharose-Efflux-Versuche an dem suszeptiblen Xanthi-Kultivar könnten 

weitere Hinweise hierfür erbringen, da bei Xanthi während der ersten 3 hpi keine signifi-

kante Callosebildung am Infektionsort auftritt. Zu diesem Zeitpunkt ist der Saccharose-

Export bei SNN bereits um ca. 60% gegenüber den Kontrollen gesenkt. 
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•  Ein weiterer Fokus sollte in Zukunft auf die Rolle der Umsteuerung des pflanzlichen 

Primärstoffwechsels gelegt werden. Insbesondere die Bedeutung der OPPP-Aktivierung 

und der hierfür notwendigen Photosynthese-Repression und die Bedeutung für die er-

folgreiche Abwehr müssen detaillierter analysiert werden. Hierfür stehen bereits ver-

schiedene experimentelle Ansätze zur Verfügung. Zum einen können detailliertere Ana-

lysen der Abwehrantwort von SNN nach Applikation des G6PDH-Hemmstoffs N-Glc6P 

die generelle Bedeutung der OPPP-Aktivierung für die erfolgreiche pflanzliche Abwehr 

liefern. Außerdem stehen Xanthi-Transformanten zur Verfügung, welche konstitutiv eine 

plastidäre G6PDH-Isoform im Cytosol exprimieren und aufgrund dessen, eine deutlich 

verstärkte Abwehrantwort nach Infektion mit P. nicotianae zeigen. Für die Analyse der 

genauen Bedeutung der verschiedenen G6PDH-Isoformen während der Abwehr bei SNN 

könnten SNN-Transformanten dienen, in denen durch RNAi-Technik einzelne Isoformen 

der G6PDH inhibiert werden können.  

•  Die angenommene Rolle der ROS – speziell von H2O2 – beim Abwehr-induzierten 

Schließen der Stomata könnte möglicherweise über die Inhibition der ROS-Produktion 

(z.B. mit Diphenylen Iodium – DPI) aufgeklärt werden. DPI hemmt die membrangebun-

dene NADP(H) Oxidase pflanzlicher Zellen und inhibiert die Bildung und Akkumulation 

von H2O2 im Apoplasten [Sasabe et al. (2000)]. Außerdem könnten mit Hilfe der cLS-

Mikroskopie und neueren Fluoreszenzfarbstoffen (H2DAFDA) die genauen Bildungsorte 

und -Zeitpunkte verschiedener ROS aufgeklärt werden, wodurch möglicherweise weitere 

Erkenntnisse über die Funktion der ROS während der Abwehr gewonnen werden könn-

ten.
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