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12 I Einleitung

I  Einleitung

Landwirtschaftliche Produktion ist in der heutigen Zeit ohne Pflanzenschutzmittel (PSM)
nicht mehr vorstellbar. Im Jahr 2002 wurden allein in Deutschland etwa 35.000 t PSM ausge-
bracht (BMVEL 2003). Etwa die Hilfte aller eingesetzten PSM sind Herbizide (Abb. 1, Hock
1995, Tabelle mit Detailinformationen im Anhang Kap.V1, S.169).

Zwar werden Mittel, die in den 50er und 60er Jahren zugelassen wurden und heute nicht mehr
Gesundheits- und Umweltschutzaspekten gerecht werden, vom Markt genommen und ihre
Verwendung gesetzlich verboten. So sind von iiber 300 Wirkstoffen, die in den 80er Jahren
gebrauchlich waren, heute nur noch 269 zugelassen (BMVEL 2003). Doch auf der Grundlage
dieser Wirkstoffe werden immer neue Produkte entwickelt, z. Zt. sind insgesamt 931 PSM auf

dem Markt.
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Abb. 1: Absatz von Pflanzenschutzmittel-Wirkstoffmengen in Deutschland [in t] in den Jahren 1990 bis
2002 (BMVEL 2003).

Bei der Zulassung von neuen PSM werden hauptséchlich der Weg und Verbleib des eigentli-
chen Wirkstoffes verfolgt und beurteilt (Hock 1995). Verbleib und Wirkung von Metaboliten
werden im Vergleich dazu nur in groben Ziigen untersucht (BVL 2004). Die Metaboliten der

Wirkstoffe gewinnen mehr und mehr an Interesse, besonders jetzt, wo immer klarer wird, daf3
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auch von den Riickstdnden noch Schadwirkungen ausgehen und Belastungen fiir die Umwelt
entstehen konnen (BVL 2004; Sandermann 2004; Domsch 1992).

So ist es durchaus moglich, daB3 ein Wirkstoff selbst nicht mehr nachweisbar ist, weil er als
gebundener Riickstand in die Biomasse eingebaut wurde (Scheunert & Schroder 1998; San-
dermann 1997). Diese Biomasse wird jedoch eines Tages wieder zersetzt (z.B. durch
Saprophyten) und gibt so mit groBer Wahrscheinlichkeit den Wirkstoff wieder frei (Sander-
mann 1997; Sandermann et al. 1983).

Denkbar ist auch, daB3 ein Nichtziel-Organismus (Pflanze, Tier) den Wirkstoff aufnimmt, me-
tabolisiert und auf diesem Wege mehr oder weniger toxische Intermediate bildet. Gelangen

diese durch Ausscheidungsprozesse wieder in die Umwelt, sind die Folgen ungeklart.

Seit etwa Mitte der 70er Jahre wird die Entstehung von Fremdstoff-Metaboliten in Pflanzen
untersucht (z. B. Lamoureux & Rusness 1993), es liegen jedoch kaum Untersuchungen zur
Translokation der Metabolite innerhalb der Pflanze vor. Die vorhandenen Arbeiten befassen
sich ausschlieBlich mit der Kompartimentierung der Konjugate innerhalb der Zelle (z. B.
Wolf 1996; Marrs et al. 1995; Lamoureux & Rusness 1993; Martinoia et al. 1993; Coupland
1991). Aussagen iiber eine Exudation der Metaboliten zusammen mit Zuckern und anderen
organischen Molekiilen an den Boden finden sich nur verstreut. Uber einen eventuellen
EinfluB der Metaboliten auf die Bodenlebewelt finden sich entsprechend wenige Angaben.
Dabei ist die Rhizosphire ein empfindliches Klein-Okosystem, dessen Beeinflussung gravie-

rende Folgen fiir die Pflanzengesundheit haben kann.

1 Entgiftung und Metabolismus von Herbiziden

Als sessile Organismen haben Pflanzen nicht die Mdoglichkeit, (Umwelt-)Giften auszuwei-
chen. Fiir ihr Uberleben ist die Fihigkeit zur Entgiftung dieser Schadstoffe daher von ent-
scheidender Bedeutung. Bei diesen Umweltgiften handelt es sich um die unterschiedlichsten
chemischen Substanzen unterschiedlichster Herkunft, die durch ihre Verwendung, Schadens-
fille und durch unkorrekte Handhabung in die Umwelt gelangen. In der vorliegenden Arbeit
soll aber der Schwerpunkt auf den in der landwirtschaftlichen Produktion eingesetzten Herbi-
ziden liegen, deren Applikation guter landwirtschaftlicher Praxis unterliegt.

Die Entgiftung organischer Schadstoffe und Herbizide folgt in groben Ziigen dem Schema,

das bereits 1905 von Knoop fiir die Entgiftung von Fettsduren, die mit einem Phenolrest sub-
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stituiert waren, im Sdugerorganismus vorgestellt wurde (Knoop 1905, zitiert nach Sander-
mann 1994). Dieses Entgiftungsschema setzt sich aus 3 Phasen zusammen: Aktivierung des
Schadstoffes, Konjugation mit einem Biomolekiil (z. B. Zucker oder GSH) und anschlieBende
Ausscheidung. Es wurde erstmalig 1976 von Shimabukuro auf den pflanzlichen Organismus
iibertragen und Mitte der 90er Jahre von Sandermann neueren Erkenntnissen angepalit. Auf-
grund seiner Analogien zum Sdugermetabolismus wurde vom ,,Konzept der Griinen Leber*
gesprochen (Sandermann 1994).

Der erste Entgiftungsschritt ist — wie auch im Séuger gezeigt — die Aktivierung der Schadstof-
fe durch Reduktion, Oxidation oder Hydrolyse mit Hilfe der entsprechenden Enzyme. Damit
wird der zu entgiftende Stoff zwar zunichst noch giftiger, so ist er aber reaktiv genug, um in
einem zweiten Schritt an ein Biomolekiil konjugiert zu werden. Mit der Konjugation ist oft
eine drastische Vergroferung des Molekiils verbunden, héufig dndern sich dadurch auch des-
sen chemische Eigenschaften. Beides fiihrt dazu, da3 der Schadstoff als solcher nicht mehr
erkannt wird und damit seine Giftigkeit fiir die Zellen und Gewebe verliert (Coleman et al.
2001 und 1997).

Verfiigt der tierische Organismus nun iiber die Mdglichkeit der quantifizierten Ausscheidung
der chemisch entgifteten Stoffe iber Darm und Niere, miissen die Pflanzen andere Wege nut-
zen (Scholz 2000).

Der Begriff Ausscheidung ist daher — mit Blick auf die Pflanze — nicht ganz eindeutig. Einer-
seits ist die vollstdndige Verfrachtung des Stoffes aus dem Organismus heraus gemeint. Dies
wird im strengen Sinne Vorginge der Exudation, also der Abgabe von Substanzen an die an-
grenzende Umwelt umfassen und soll iiber die Wurzeln, aber auch iiber Sprofiteile wie z. B.
Guttation der Blitter, erfolgen (Libbert 1993; Hock & Elstner 1984).

Andererseits kann mit Ausscheidung aber auch gemeint sein, daf3 der Stoff lediglich aus dem
»lebenden Teil*“ des Organismus entfernt wird. Die betreffende Substanz liegt nicht mehr im
Cytosol vor und kann von dort aus wirksam sein, sondern wird zunéchst in die Vakuole ver-
frachtet (Schroder 2001).

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dal der grofte Teil der entgifteten Stoffe in der Vaku-
ole dauerhaft eingelagert wird (Gaillard et al. 1994; Hortensteiner 1993). In den letzten Jahren
wurde jedoch immer klarer, daB3 die Konjugate in der Vakuole lediglich zwischengelagert
werden und dort weiteren Stoffwechselprozessen unterliegen (Klein 2002 und 1998; Wolf
1996; Lamoureux 1993; Lamoureux & Rusness 1989).
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Weiterhin konnte mehrfach festgestellt werden, dall die Konjugate und deren Metabolite aus
der Vakuole wieder herausbefordert werden. Transport-Studien haben bisher gezeigt, dal} die
Fremdstoff-Metabolite vom Sprof} in die Wurzel transportiert werden. Dort kommt es dann zu
einer Anreicherung in der Wurzelspitze und/oder einer Verteilung in den Wurzelhaaren. Ein
Riicktransport der Konjugate aus der Wurzel in den Sprof3 findet offenbar nicht statt (Scheer
2003).

Eine weitere Mdoglichkeit ist, Xenobiotika-Konjugate als sog. bound residues (gebundene
Riickstinde) im Organismus festzulegen. Diese Fixierung ist in aller Regel ein Einbauen in
die Zellwand, wo es einen Teil des Lignin-Molekiils darstellt (Schmidt et al. 1988). Dies wird
in der Literatur ,,storage excretion* (Lagerungsausscheidung) genannt und bezeichnet ein si-
cheres ,.Entfernen” aus dem aktiven Organismus fiir die Dauer seines Lebens (Schroder

2001).

2 Transportprozesse in pflanzlichen Geweben

Die Transportvorgéinge in Pflanzen werden nach Entfernungsbereichen eingeteilt. Es wird un-
terschieden nach Intrazellulartransport, Transport zwischen den Geweben (Interzellulartrans-
port) und Langstreckentransport, wobei letzterer auch Translokation genannt wird (Miiller
1986).

Transport und Translokation innerhalb der Pflanze werden ausnahmslos vom Aufbau des
Gewebes und der Beschaffenheit der Membranen bestimmt.

Die Translokation ist abhingig vom Aufbau des Gewebes, sie kann symplastisch oder a-
poplastisch erfolgen. Der Apoplast ist die Gesamtheit der Zellwdnde und Interzellularen
(Abb. 2, rote Linie). Darin bewegen sich Molekiile frei diffusiv (Donan free space). Von hier-
aus werden die Molekiile iiber spezielle Transporter durch die Biomembranen in den
Symplasten weitergeleitet.

Im Symplasten konnen sich die einmal aufgenommenen Molekiile mehr oder weniger frei
zwischen den Zellen in deren Cytosol bewegen (Abb. 2, blaue Linie), denn die Protoplasten
der Zellen sind iiber die Plasmodesmen miteinander verbunden, so daf} ein lebendes Konti-
nuum (Symplast) im ganzen Organismus besteht (Miiller 1986). Dieser lebende Bereich wird

durch das Plasmalemma zur Zellwand hin und durch den Tonoplasten an der Vakuole be-

grenzt (Miiller 1986).
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Gerichtete Transportstrome im Symplasten kommen durch Be- und Entladungsvorgénge in
Source- oder Sink-Geweben bzw. durch spezifische Transportproteine zustande.
Es gibt Hinweise darauf, dafl die Plasmodesmen mit KCl geschlossen werden kénnen (Liih-

ring, mdl. Mitteilung 2004), so daf der Transport unterbrochen ist.

Casparian strip

|

_. Plasmodesmata Pathway
along
Casparian strip  symplast

Symplastic Root
route hair
A Y N
Epidermis Cortex Endo- Stele
dermis

Copyright € Pearsen Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Abb. 2:  Schematische Darstellung des Transportes innerhalb pflanzlichen Gewebes (verindert nach
Cummings 2004).

Die Kompartimentierung und Translokation der Fremdstoff-Metabolite sind von groB3er Be-
deutung fiir die Pflanzen (Marrs 1995; Coupland 1991). Nur wenn Ort der Konjugation und
weitere Prozessierung rdumlich voneinander getrennt sind, kann — gerade in Zusammenhang
der Herbizid-Entgiftung mittels GSTs — die oft erwdhnte Produkt-Hemmung ausgeschlossen
werden (Michels & Gottschalk 1994; Lamoureux & Rusness 1986). Es hat sich in verschiede-
nen Studien gezeigt, dal die Aktivitdt der GSTs stark vermindert ist, sobald eine bestimmte
Konjugat-Konzentration in der Losung vorliegt (Blake-Kalff et al. 1997; Lamoureux & Rus-
ness 1986). Daher ist es wichtig, die durch das Enzym gebildeten Produkte innerhalb der Zel-
le moglichst schnell in ein anderes Kompartiment zu befordern.

In biologischen Systemen versteht man unter Transport den FluB von Molekiilen und Ionen
zwischen verschiedenen Kompartimenten. Erfolgt der Transport aus dem Blatt zur Wurzel im
Phloem, spricht man auch von Translokation (Taiz & Zeiger 2000).

Den Transport kann man in aktive und passive Vorginge unterteilen (Taiz & Zeiger 2000).
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Der passive oder freie Transport ist die Bewegung der Molekiile aufgrund von Diffusion und
erfolgt entlang eines Konzentrationsgradienten bis eine Gleichgewichtsverteilung erreicht ist.
Es ist keine Energiezufuhr notwendig (Libbert 1993).

Verlauft der Stofftransport entgegen einem Konzentrationsgefille, spricht man von aktivem
Transport. Dieser ist nicht spontan und benétigt die Zufuhr von Energie (Taiz & Zeiger 2000).
Im Gegensatz zum freien (passiven) Transport erfolgt der aktive Transport mit Hilfe von
Transportproteinen, die in Kanéle, Carrier und Pumpen unterteilt werden konnen (Taiz &

Zeiger 2000, Abb. 3).

transportiertes Molekl

. \ Kanal- )
protein Carrier-

. protein
Pumpe

Lipid-
doppelschicht

Abb. 3: Schematische Darstellung verschiedener Transporter in biologischen Membranen (aus: Taiz &
Zeiger 2000)

3 Die Rhizosphire und ihre Beeinflussung durch Wurzelexudate

Als Rhizosphire wird der Boden bezeichnet, der die Wurzel unmittelbar umgibt. Hier lebende
Mikroorganismen werden direkt von der Pflanzenwurzel beeinfluf8t, beeinflussen ihrerseits
aber auch die Wurzel (Walker et al. 2003; Flores 1999). Eine Ubersicht gibt Abb. 4.

Durch die Exudation einer Vielzahl an Stoffen (Flores 1999) beeinflussen Wurzeln die Bo-
denlebewelt in ihrer unmittelbaren Nachbarschaft in hohem MalBle. Es werden Herbivore und
Pathogene abgewehrt, vorteilhafte Symbiosen mit Pilzen und Bakterien gefordert, chemische
und physikalische Eigenschaften des Bodens verdndert und das Wachstum konkurrierender
Nachbarpflanzen gehemmt (Walker et al. 2003).

Wurzelexudate werden nach Walker et al. (2003) in nieder- und hoch-molekulare Komponen-

ten eingeteilt (low-M;-compounds und high-M;-compounds). Low-M,-Komponenten sind
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Aminosduren, organische Sduren, Zucker, Phenole und verschiedene Sekunddrmetabolite. Sie
machen den Lowenanteil der Exudate aus.
Als high-M,-Komponenten werden Polysaccharide und Proteine bezeichnet (Walker et al.

2003).

Binfilm communities

v

|

N Mucilage and border cells

Abb. 4: Ubersicht iiber die komplexen Interaktionen von Wurzelexudaten in der Rhizosphiire zwischen
Pflanzenwurzeln und anderen Organismen. Die Organismen sind nicht mafBistabsgetreu abge-
bildet. QS — Quorum sensing (aus: Walker et al. 2003).

Die Pflanzenwurzel exudiert Stoffe, die von den Bodenorganismen direkt als Energiequelle
genutzt werden. Daneben konnen Wurzelexudate das Milieu der Bodenldsung verdndern und
damit die Verfiigbarkeit von Nahrstoffen beeinflussen (Nardi et al. 2000). Dies ist vor allem
fiir die Verfligbarkeit von Phosphor untersucht worden (Marino 2000; Neumann & R&mbheld
1999).

Es konnte weiterhin gezeigt werden, da3 Wurzelexudate das Hyphenwachstum von arbusku-
laren Mykorrhizapilzen anregen (Vierheilig et al. 1998) oder deren Sporenkeimung stimulie-
ren. Ndhere Untersuchungen dazu liegen von Tamasloukht et al. (2003) vor. Es konnte ge-

zeigt werden, dal3 zundchst eine Gen-Aktivierung in Glomus erfolgt, sobald Wurzelexudate
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zugegeben wurden. Dem folgen Verdnderungen im Pilz auf physiologischer und abschlieBend
auf morphologischer Ebene. Der Mykorrhizapilz bildet als Antwort auf die Exudate ein ex-
tensiv verzweigtes Hyphengeflecht.

Gleichzeitig konnte aber auch nachgewiesen werden, dal eine besondere Art der Exudat-
Zusammensetzung das Mykorrhiza-Wachstum unterbinden kann (Gadkar et al. 2003).

Von Ikeda et al. (1997) wird berichtet, da3 die Wurzelexudate die Zusammensetzung der Bak-
teriengemeinschaft im Boden verdndern konnen. In ungiinstigsten Fall werden Pathogene
(hier: Pseudomonas spp.) starker begiinstigt als andere Bakterien.

Es wird sogar ein Zusammenhang zwischen Wurzelexudaten und Insekten diskutiert (Walker

et al. 2003).

4  Ziel

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zundchst der Langstrecken-Transport von Xeno-
biotika-Metaboliten innerhalb des pflanzlichen Gewebes untersucht werden. Dabei wurde der
Focus vor allem auf die Abgabe an den Boden bzw. das umgebende Medium gerichtet.
Unabhéngig davon sollte auch gezeigt werden, welchen Einflul die GSH-Konjugate und ihre
Abbauprodukte auf die Bodenlebewelt haben koénnen. Im Mittelpunkt stand der EinfluB3 auf
Bodenbakterien, diese Frage sollte auch mit Hilfe von Untersuchungen an verschiedenen Bo-
denpilzen beantwortet werden.

Ziel war weiterhin, die Entgiftungskapazitit von verschiedenen Pflanzen zu charakterisieren.
Wichtig war hier, ob sich die Fahigkeit zur Entgiftung verandert, wenn die Wurzeln mit wur-
zelassoziierten Bakterien, sog. PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), oder einem
Mykorrhizapilz besiedelt sind. Dariiber hinaus wurde untersucht, inwieweit sich die GSTs in

Pflanzen durch die Metabolite beeinflussen lassen.

Einen nicht unerheblichen Anteil der Arbeit nahm die Synthese der einzelnen Konjugate ein.
Um physiologische Effekte in den Pflanzen zu erzeugen, miissen die Metabolite in einer Form
vorliegen, wie sie auch im Organismus vorkommen. Da es jedoch keine Moglichkeit gibt,
diese Fremdstoff-Metabolite kduflich zu erwerben, mufite eine Methode fiir die Eigensynthese

entwickelt und gepriift werden.
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11 Material und Methoden

1 Pflanzenmaterial und biologische Kulturen

Die Transportstudien mit der PITMAN-Kammer wurden mit Gersten-Keimlingen durchge-
fithrt. Bei den Versuchspflanzen handelte es sich um Gerste (Hordeum vulgare L.) var. ,Che-
rie’, die auf feuchtem Filterpapier im Dunklen bei Raumtemperatur gekeimt und 7 Tage ge-
wachsen war. Die Pfldnzchen waren stets frei von Kontaminationen, obwohl auf eine Ober-

flichensterilisation des Saatgutes verzichtet wurde.

Wie die Konjugate auf sterile bzw. Bakterien-besiedelte Wurzeln wirken, wurde mit trans-
formierten Meerrettichwurzeln (Armoracia rusticana)' untersucht. Die Transformation erfolg-
te mit Agrobacterium rhizogenes nach dem Protokoll von Sheng & Citovsky (1996); die
Wurzeln wurden bei 25 °C in Strullu-Romand-Medium (1986, modifiziert nach Declerck et
al. 1998) im Schiittler kultiviert (Tab. 1). Auf dem hiufig verwendeten Murashige & Skroog
Medium (Sigma-Aldrich M5524) war das Wachstum der Wurzeln vergleichsweise diirftig, so

daB dieses Medium nicht eingesetzt wurde.

Weiterhin sollte die Enzymausstattung von mykorrhizierten Pflanzen mit nicht-
mykorrhizierten Pflanzen verglichen werden.

Als Testpflanzen dienten Hordeum vulgare, Festuca glauca und Plantago lanceolata, die im
Gewdchshaus in Bldahton-Kultur angezogen wurden. Die Pflanzen waren mit Glomus intrara-
dices bzw. Glomus mossea bzw. Acaulospora besiedelt.”

Fiir die Enzym-Extraktion wurden ausschlieBlich die Wurzeln entnommen.

Um eine Beeinflussung der Konjugate auf Bodenpilze feststellen zu konnen, wurde das Mus-
ter der Entgiftungsenzyme von Pilzen nach Inkubation mit unterschiedlichen Konjugaten tiber
die Zeit untersucht. Die Pilze Chaetomium (globosum), Fusarium graminearum und eine Tri-
choderma-Art, die aus einem landwirtschaftlich genutzten Boden isoliert wurden, wurden zu-

néchst fiir etwa 4 Wochen in Fliissigkultur (20% Malzextrakt) bei Raumtemperatur kultiviert.

! Die transformierten Meerrettichwurzeln stellte freundlicherweise Dr. A. Nepovim vom Department of Tissue
culture der Czech Academy of Science, Prag, zur Verfiigung.
? Die Pflanzen wurden freundlicherweise vom Lehrstuhl fiir Zellbiologie der TU Miinchen-Weihenstephan zur

Verfiigung gestellt.
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Die Kolben wurden nicht geschiittelt, damit sich Mycel und Sporenrasen gut ausbilden konn-

ten.

Tab. 1: Nahrmedium nach Strullu & Romand fiir transformierte Meerrettichwurzeln (1986, modifiziert
nach Declerck et al. 1998). Fiir feste Medien wurden noch 3 g GelGro ® pro L zugegeben.

Konzentration

Menge [mg/L] Substanz [mM/L]

Makroelemente

739 MgS0, x 7 H,O 3

76 KNO; 0,75

65 KCl 0,87

4,1 KH,PO, 0,03

359 Ca(NO;), x 4 H,O 1,52

8 NaFe-EDTA 0,02

10g Sucrose 29,2
Konzentration

Mikroelemente [uM/L]

0,29 ZnSO,4 x 7 H,0 1

1,86 H;BO; 30

2,45 MnS O, x 4 H,O 1

0,24 CuSO, x 5 H,0O 0,96

0,0024 Na,MoO, x 2 H,0 0,01

0,035 (NH4)sM070,4 x 4 H,O 0,03
Konzentration

Vitamine [uM/L]

1 Thiamine 2,96

0,9 Pyridoxine 4,38

1 Nicotinic acid 8,1

0,9 Panthotenate Ca 1,88

0,0009 Biotin 0,004

0.4 Cyanocobalamin 0,29

Bei den im BIOLOG-Versuch eingesetzten Bakterien handelte es sich um die drei typischen
Bodenbakterien Serratia liquefaciens und Burkholderia sacchari sowie der phytopathogenen
Burkholderia cepacia.
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Im Toxintest wurde unterschiedliches Pflanzenmaterial eingesetzt. Es wurden Tomaten der
Sorte "Moneymaker' im Dunklen vorgekeimt und fiir 6 Wochen im Gewéchshaus kultiviert.
Sie wuchsen in Einheitserde (Fruhstorfer Erde, Typ T) bei 20 °C, 60% Luftfeuchtigkeit und
12 Std. Tagesliange. Einmal wochentlich wurde mit Volldiingerlosung gediingt.

Von diesen Tomatenpflanzen wurden 30 cm lange Kopfstecklinge geschnitten, die dann in die
Testlosungen gestellt wurden. Pro Losung wurden 10 Stecklinge ausgewdhlt. Bei den Testlo-
sungen handelte es sich um GSH- und Cys-Konjugate sowie reine CDNB-Losung. Die Lo-
sungen waren 0,5 mM und 0,05 mM konzentriert. Die Kontrollstecklinge standen in Tris/HCI-
Puffer (0,1 M, pH 7,8).

Im zweiten Teil des Toxintests wurden keine Stecklinge verwendet, sondern vollstdndige,
bewurzelte Pflanzen. Diese wurden jedoch nicht in Bodensubstrat kultiviert, sondern in Hy-
drokultur mit Plastikgranulat. Das Granulat erméglicht durch seine glatte Oberflache ein
schonendes Entfernen der Wurzeln. Dariiber hinaus sind die Wurzeln sauber und verunreini-

gen nicht durch Substratriickstinde die Testlosungen.

2 Synthese der Konjugate

2.1 Enzymatische Herstellung der Konjugate

Die Synthese der Konjugate wurde versuchsweise mit gekaufter Ratten-GST (Sigma-Aldrich)
durchgefiihrt. Es zeigte sich jedoch, daf3 so nur Glutathion-Konjugate erzeugt werden konnen.
Die Konjugation von CDNB mit Cystein oder yGlutamylcystein wurde von diesem Enzym
nicht katalysiert.

Problematisch ist hier weiterhin, dal durch das Phanomen der Substrat-Hemmung keine voll-
staindige Umwandlung der Substrate in das Konjugat erfolgt. Liegen zu viele Konjugat-
Molekiile in der Losung vor, kann die GST nicht mehr effektiv arbeiten.

SchlieBlich spielen bei der enzymatischen Herstellung der Konjugate auch noch die hohen

Kosten des Enzyms und dessen stindige Verfiigbarkeit eine wichtige Rolle.

2.2 Nicht-enzymatische Synthese der Xenobiotika-Konjugate

Die bei der Entgiftung entstehenden Konjugate bilden sich nicht nur unter Enzymeinwirkung,
sondern auch spontan im basischen Milieu. Dabei wird die SH-Gruppe des thiolischen Co-
Substrats (Glutathion (Abb. 5), yGlutamylcystein (Abb. 6), Cystein (Abb. 7)) durch die reak-
tive Gruppe des Xenobiotikums (Abb. 8) unter Bildung von Salzsdure (HCl) ersetzt.



Il Synthese der Konjugate 23

NH, 0 0
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HOOC N~ COOH HoN
H NH
O
COOH
COOH
Abb. 5: Glutathion (GSH) Abb. 6: y-Glutamylcystein (yGC)
NO,

NH, ‘
HOOC/@ NO,
Abb. 7: Cystein (Cys) Abb. 8: 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB)

Die spontane Konjugation des CDNBs mit GSH und yGC ist einfach. Es entsteht iiber die Zeit
nur ein einziges Konjugat. Die Konjugation mit Cystein ist schwieriger, da es neben der reak-
tiven Thiolgruppe auch noch iiber eine ebenso reaktive Aminogruppe verfiigt (Abb. 7). So
kann sich im Laufe der Reaktionszeit nicht nur das S-Cys-DNB (Abb. 9) bilden, sondern auch
noch ein N-Cys-DNB (Abb. 10). Dieses N-Cys-DNB tritt jedoch in vivo im Metabolismus
von Pflanzen als endstidndiger Metabolit in Erscheinung, und es gibt Hinweise darauf, daf3
dieses Molekiil nicht weiter metabolisiert wird (Lamoureux & Rusness 1993). Fiir Untersu-
chungen, bei denen Fremdstoff-Metabolite eingesetzt werden sollen, ist es also sehr wichtig,
daB das ,,richtige* Konjugat eingesetzt wird. Zumindest sollte man sich jedoch im Klaren dar-

tiber sein, daB3 man im gegebenen Fall mit einer Mischung aus S- und N-Cys-DNB arbeitet.
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Abb. 9: S-Cys-DNB Abb. 10: N-Cys-DNB

Damit fiir die Versuche der vorliegenden Arbeit Klarheit iiber die verwendeten Thiol-
Konjugate herrscht, wurden zunichst verschiedene Protokolle zur Synthese der Konjugate
ausprobiert.

Wolf (1996) beschreibt die Konjugation von GSH und CDNB nach einem Protokoll von
O’Connell et al. (1988). Danach wird das GSH-Konjugat in NaOH angesetzt und 4 Std. bei
Raumtemperatur inkubiert.

Lamoureux und Rusness (1980) geben an, das S-Cystein-DNB-Konjugat in NaOH zu synthe-
tisieren. Der Reaktionsansatz wird fiir 2 Std. bei 40 °C inkubiert und via priaparative HPLC
aufgereinigt. Leider fehlen Angaben zur quantitativen Ausbeute dieser Methode. Auch wird
nicht erwihnt, ob mit dieser Methode andere Konjugate hergestellt werden konnen.

Scheer hat die Konjugate fiir seine Arbeit in einem basischen Puffer angesetzt. Er nahm die
Aufreinigung mit Dichlormethan vor. Diese Methode ist jedoch nur fiir GSH-Konjugate vali-
diert worden (Scheer 2003).

Bei allen Autoren gibt es Hinweise darauf, daB3 eine Erh6hung des pH-Wertes mit Ammoniak
gute Erfolge bei der Konjugat-Synthese erzielt, jedoch finden sich in keiner der vorliegenden
Quellen Hinweise iiber die Menge der synthetisierten Konjugate oder ihre Reinheit. Es wird

auch nicht erwéhnt, ob noch andere Stoffe gebildet werden.

Daher wurde versucht, ein eigenes Protokoll zur Synthese der Konjugat zu entwickeln. Dazu
wurde die Konjugation mit verschiedenen Puffern unterschiedlicher pH-Werte tiberpriift (Tab.

2).
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In 540 ul des jeweiligen Puffers wurden je 30 ul CDNB (30 mM in Ethanol) und Thiol
(60 mM in H,O) gegeben. Der Verlauf der Konjugation wurde — wie bei den Enzymtests (vgl.
Kap. 4.3.1) — im Photometer bei 340 nm Wellenlidnge verfolgt.

Um Qualitdt und Reinheit der entstanden Konjugate zu iiberpriifen, wurden die entstanden
Produkte iiber Diinnschicht-Chromatographie aufgetrennt. Zusétzlich erfolgte eine Auftren-
nung mittels HPLC.

Da oft NaOH und NH3 den Synthese-Ansétzen zugegeben werden, wurden in einer weiteren
Versuchsreihe Losungen angesetzt, denen 1% NaOH (2 M) bzw. 1% NH; zugegeben wurden.
Um in den HPLC-Chromatogrammen deutliche peak-Zuordnungen treffen zu konnen, lag in
diesen Ansitzen das CDNB im UberschuB3 vor. Es hatte so die Funktion eines internen Stan-

dards.

Tab. 2: Puffer fiir die Konjugat-Herstellung

Puffer K"“f;;‘/tlf?t“’“ pH Puffer K"“fﬁ‘;ﬁ‘t“’“ pH
NaPP 1 32 Tris/HCI 0,1 75
Acetat 0,1 4 NaPP 0,1 7,5
CHES 0,0002 4,6 Tris/HCI 0,1 7.8
MES 0,025 5 KPP 0,1 7.8
H,0 5,7 T“%ﬁfl * 0,1 78
Tris/HCI 0.1 6 Borat 0.1 8,2
Tris/HCI 0,05 6 PITMAN A 10
Tris/HC1 0,1 6.4 (vgl. Kap. 3)
Tris/HCI 20 7.4 NaOH 1 14
Tris/HCI 0,02 7.4

2.3 Aufreinigung der thiolischen Konjugate

Obwohl in allen Ansitzen das Thiol im UberschuB zugegeben wurde, ist nicht mit einer
100%igen Konjugation des Xenobiotikums zurechnen. Es ist eher zu erwarten, dal} stets freie
Reste vom Xenobiotikum in der Losung vorliegen. Aus diesem Grund reinigen Lamoureux &
Rusness (1980) ihre Ansétze stets via priparative HPLC auf. Da dies jedoch ein sehr langwie-
riges und wenig ergiebiges Verfahren ist, wurde versucht, die Konjugat-Losungen anderwei-
tig zu reinigen.

So wurden auf einer Vakuumstation kleine SPE-Saulchen verwendet, die mit C18-Material

befiillt waren.
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Fiir eine Nutzung muBlten diese erst mit etwa 10 ml H,O befeuchtet werden. Die Konditionie-
rung erfolgte mit 10/50/100% Acetonitril (ACN) in H,O (beides angesduert mit 0,1% TFA).
Zuerst wurde die Probe in die Séule gesaugt und mit etwa 2 ml H,O gespiilt. Dann folgte ein
Gradient, bei dem in 10%-Schritten das Verhaltnis von Acetonitril zu Wasser erh6ht wurde.
Da die HPLC-Chromatogramme zeigten, dafl die Konjugate zwischen 50 und 70% ACN elu-
ieren, wurde die Sdule auch mit 55 und 65% ACN gespiilt.

Alle Fraktionen wurden getrennt voneinander gesammelt und per HPLC und DC analysiert.
So sollte untersucht werden, bei welchen Losungsmittel-Konzentrationen die Konjugate eluie-

ren und wann das nicht-konjugierte Xenobiotikum eluiert.

2.4 Diinnschicht-Chromatographie (DC)

Die Diinnschichtchromatographie ist eine vergleichsweise einfache Methode, um fliissige
Proben aufzutrennen (Jaenicke 1984). Dazu wird eine kleine Menge der Probe auf eine Kie-
selgelplatte mit Fluoreszenz-Indikator (MERCK, F254) gegeben. Im Laufmittel (Butanol (B),
Eisessig (A), Wasser (W) im Verhéltnis 12:3:5) trennt sich die Probe dann in ihre Einzelkom-
ponenten auf. Unter UV-Licht sind diese Substanzen dann als UV-inaktive Banden detektier-
bar.

Uber die R~Werte, die sich aus dem Verhiltnis Laufstrecke der Bande zu Gesamtlaufstrecke
ergeben, lassen sich die gefundenen Substanzen charakterisieren.

Aus der Literatur ist bekannt, dal GSH-Konjugate bei Verwendung von BAW-Laufmittel auf
Kieselgelplatten einen R-Wert von etwa 0,35 haben (Schroder et al. 1993).

2.5 HPLC

Der Erfolg der Konjugat-Synthese wurde mittels HPLC kontrolliert. Das System bestand aus
den in Tab. 3 angegebenen Komponenten.

Die Trennung erfolgte auf einer Hypersil-ODS-Sdule (5,0 um; 250 x 4,0 mm) der Fa. Bi-
schoff, Leonberg, mit C18-Material.

Als Laufmittel wurden A = Acetonitril (CH;CN) und B = Wasser (H,Oq44) verwendet, beides
im Ultraschallbad entgast und unter Zugabe von 0,1% TFA. Gradient und Trennbedingungen
sind in Tab. 4 angegeben.

Es wurden jeweils 60 pl Probe injiziert, die Detektion der Konjugate erfolgte bei 280 nm.
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Zur Identifizierung der einzelnen Peaks wurden diese auflerdem massenspektrometrisch ana-
lysiert. Der erste Peak (R; ~ 3min), der nur in den mit Ammoniak versetzten Proben auftrat,
war stark gelb gefdrbt und hatte einen hohen pH-Wert (~ 8). Es stellte sich heraus, da3 dieser
Peak (R; ~ 3min) und der folgende Peak (R; ~ 10min) identisch sind.

Tab. 3: Komponenten der HPLC

Geriit Hersteller
Autosampler Hewlett Packard
Pumpe Varian ProStar 230
Monitor Gynkotek GP4
Auswerte-Einheit Varian Star Workstation 5.5

Tab. 4: Tabellarische und graphische Darstellung des Gradienten zur Trennung von Thiol-Konjugaten

100 o
Zeit Laufmittel A Laufmittel B
[min] [Yo] [Yo] ]
0 20 80 ;; o
5 20 80 %’
S 404
25 65 35 3
30 100 0 20
35 100 0
37 20 80 ° 0 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0
Zeit [min]
42 20 80

2.6 Kapillar-Elektrophorese (CE)

Eine Methode zur Charakterisierung von Proben unter elektro-chemischen Gesichtspunkten
ist die Kapillar-Elektrophorese (CE — capillary electrophoresis). Grundprinzip hierbei ist die
Wanderung geladener Teilchen (Ionen) im elektrischen Feld (Kuhn & Hofstetter-Kuhn 1993).
Positiv geladene Teilchen (Kationen) wandern zur Katode (-Pol), die negativ geladenen Ani-
onen wandern zur Anode (+Pol). Die Wanderung erfolgt in einer Kapillare, die mit Puffer ge-

fiillt ist.
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Gerade bei der Synthese der Cystein-Konjugate bietet die CE den Vorteil, dal das S-Cys-X
(Abb. 11) und das N-Cys-X (Abb. 12) aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladung voneinander
getrennt und detektiert werden. Das N-Cys-X ist durch seine freie Thiolgruppe deutlich nega-
tiver geladen als das S-Cys-X. Es ist also zu erwarten, daf3 dieses bei der CE zu einem ande-

ren Zeitpunkt im Detektor erscheint.

H,N COOH
COOH
) R
NO, NO,
NO, NO,
Abb. 11: S-Cys-DNB Abb. 12: N-Cys-DNB

Anhand der errechneten Titrationskurve (Abb. 13) 148t sich abschdtzen, in welchem Milieu
die unterschiedlichen Cys-Konjugate negativ geladen sind. Bei den jeweiligen pH-Werten ist
theoretisch eine Auftrennung mittels CE mdglich.

Die Konjugate trennen sich voneinander in pH-Bereichen zwischen 5 und 7. Dann liegt das S-
Cys-X neutral vor, wohingegen das N-Cys-X negativ geladen ist (Abb. 13).

Bei pH > 10 trigt das S-Cys-X auch eine negative Ladung, das N-Cys-X jedoch derer zwei.
Im sauren Milieu (< pH 2) liegt das S-Cys-X positiv geladen vor, das N-Cys-X ist hier neut-
ral. In diesem Bereich sollte eine Aufreinigung sehr einfach sein. Extrem hohe oder extrem
niedrige pH-Werte koénnen jedoch negative Wirkungen auf die einzelnen Molekiile haben, so
daf} eine Trennung unter diesen Bedingungen nicht anzuraten ist. Die Messungen mit der CE
wurden darum bei pH 6; 7 und 8 durchgefiihrt.

Das verwendete CE-System’ bestand aus einem Beckman P/ACE System 5511 mit der dazu-

gehorigen Software (Version 1.2). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte auf einer

* Die CE-Messungen konnten mit freundlicher Unterstiitzung der AG Schmitt-Kopplin am Institut fiir Okologi-
sche Chemie (I0OC) durchgefiihrt werden.
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50 cm langen Kapillare mit 17 um Durchmesser bei. 25 kV und 30 °C {iber eine Dauer von
15 min. Die verwendeten Puffer bestanden aus 0,1 M NaOH und 50 mM Ammonium-Acetat,

die pH-Werte waren auf 6/7/8 eingestellt.
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Abb. 13: Titrationskurven von Cys (gestrichelte Linie), S-Cys-DNB (diinne Linie) und N-Cys-DNB (fette
Linie)

3 Transport-Studien

In einer Versuchsreihe mit der sog. PITMAN-Kammer wurde zunéchst der Transport ver-
schiedener Konjugate durch Gerstenwurzeln untersucht. Diesen Wurzeln waren die Spitzen
abgeschnitten worden, in folgenden Versuchsreihen wurden die vollstindigen Wurzeln einge-
setzt. SchlieBlich wurden ganze Gerstenpflanzen in die Kammer eingelegt.

Fiir die Transport-Studien wurde die von Pitman (1971, zitiert nach Herschbach 1992) entwi-
ckelte Inkubationskammer verwendet (Abb. 14, Herschbach 1992). Sie besteht aus einer Ple-
xiglas-Kammer, die durch herausnehmbare Stege variabel in drei Kompartimente geteilt wer-
den kann. Die Stege ihrerseits sind halbiert, die Hélften sind an einer Langsseite siebenmal
eingebuchtet. Dies sind die Aussparungen fiir das einzuspannende Material, damit es nicht zu

Quetschungen kommt.
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Zunichst wird ein halber Steg in die Kammer eingesetzt. Darauf bzw. in die Aussparungen
wird das Pflanzenmaterial gelegt. SchlieBlich wird die zweite Steghilfte palgenau aufgesetzt.
Zur Abdichtung der einzelnen Kompartimente voneinander wurden die Stege und die Wur-
zeln in den Stegen groBziigig mit Vaseline bestrichen.

In diese Kammer wurden fiinf Wurzeln mit je 7 cm Lédnge gespannt, durch die dann ein
Transport der Konjugat erfolgen sollte. In Kompartiment A lag der SprofB3-seitige Teil der
Wurzel, Kompartiment B diente als Puffer gegen Undichtigkeit von A oder C, und in Kom-
partiment C befand sich das Ende der Wurzel.

Die gesamte PITMAN-Kammer wurde mit einem speziellen Transportmedium gefiillt
(5 mmol bis-tris-Propan und 0,5 mmol CaCl,; Schneider 1992), das zur Imitation der vom

Sprof} gelieferten Assimilate in Kompartiment A noch 1% Saccharose enthielt.

abgeschnittenes Ende Whurzelspitze
der Wurzel

I\

Siliconfett Magnetriihrstab
1em

e ]

L

| = |
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Abb. 14: Inkubationskammer nach Pitman (1971, zitiert nach Herschbach 1992)

Neben dem Transport vom Blatt zur Wurzel wurde auch noch der umgekehrte Transport von
der Wurzel zum Sprof3 untersucht. Dazu wurden lediglich die Wurzeln andersherum in die

Kammer eingespannt. Die Probenahme erfolgte nach wie vor in Kompartiment C.

SchlieBlich wurde getestet, ob der Transport mit KCl zu hemmen ist. Dazu wurden Wurzeln
ohne Spitzen zunéchst in die Kammer gespannt und iiber etwa 2 Std. der Transport vom Wur-
zelnhals in Richtung Wurzelspitze verfolgt. Nachdem festgestellt wurde, dall ein Transport
stattfindet, wurde in Kompartiment B 110 mM KCI-Losung gegeben, um den Plasmodesmen-
Transport zu inhibieren.

In vorldufigen, noch nicht publizierten Experimenten, stellte sich heraus, dafl bei Applikation

von 100 mM K Zellen der Kalyptra von Lepidium sativum sofort mit einer vollstindigen De-
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polarisation auf 0 mV reagierten. Die gleichzeitigen Anderungen von Membranspannung und
-widerstand sowie eine Berechnung aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen des spezifi-
schen Widerstands im depolarisierten Zustand, legten die SchluBfolgerung nahe, daf3 die
symplastischen Verbindungen der Kalyptrazellen unterbrochen waren (personliche Mittei-

lung, H. Liihring 2004).

Es wurden stets zwei PITMAN-Kammern parallel gestartet, damit mit identischem Pflanzen-
material der Transport des GSH-Konjugates und Cystein-Konjugates festgestellt werden
konnte. Im Falle der Hemmung mit KCI diente eine Kammer als unbeeinflufite Kontrolle. Um
die Hemmung langfristig zu {iberpriifen, wurde die Probenahme am nichsten Tag fortgesetzt.
In Kompartiment A befand sich das zu transportierende Konjugat. Es wurden jeweils 60 mM
GSH bzw. Cys (in 10 ml Puffer) und 30 mM CDNB (in 5 ml Ethanol) gemischt, so dal3 sich
eine theoretische Endkonzentration von 10 mM Konjugat ergab. Der Ansatz wurde 2 Std. bei
Raumtemperatur inkubiert. Damit sich eine intensive Gelbfarbung, die den Erfolg der Konju-
gation anzeigt, einstellte, wurden noch einige Tropfen NH; zugegeben.

Die Probenahme erfolgte alle 20 min. aus Kompartiment C. Es wurden in dreifacher Wieder-
holung Volumina von 150 pl entnommen und bei 340 nm der Konjugatgehalt photometrisch
bestimmt.

Fiir die Quantifizierung der transportierten Konjugate wurde fiir jedes Konjugat eine Kalib-
riergerade erstellt (Abb. 15). Die Konjugate wurden dafiir zundchst im Verhéltnis 1:100 mit
Puffer verdiinnt und dann fiir jeden Kalibrierpunkt von 5 bis 50 pl auf 500 uml aufgefiillt.
Uber die Steigung der ermittelten Kalibriergeraden konnte die Menge des Konjugates in

Kammer C errechnet werden.
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Abb. 15: Beispiele fiir eine Kalibriergerade von GS-X und Cys-X. Die Formel zur Berechnung der GS-X-
Menge lautet y=0,1172x+0,0012. Das BestimmtheitsmafB} R? betriigt 0,9176. Die Formel zur Be-
rechnung der Cys-X -Menge lautet y=0,1031x+0,0018 mit einem Bestimmtheitsmal3 von r*> =
0,9423.

Die Unterschiede in den Transportgeschwindigkeiten der einzelnen Substanzen lassen sich

mit dem BUNSEN "sches Effusionsgesetz beschreiben (Formel 1; Gerthsen et al. 1982).

Formel 1 V1/V2:'\/m2/m1

V., Geschwindigkeit von Konjugat n
m, Masse von Konjugat n [g/mol]

4 Pflanzen

4.1 EinfluBl von Thiol-Konjugaten und Serratia liquefaciens auf transformierte Meer-
rettichwurzeln (Armoracia rusticana)

Sollte tatsdchlich eine Beeinflussung der Bodenlebewelt durch die Herbizid-Metabolite vor-

liegen, so ergibt sich daraus, da3 diese veranderte Mirkoflora ihrerseits wieder die Pflanzen

beeinflufit.

Fiir die Untersuchung dieser Fragestellung wurden transformierte Meerrettichwurzeln ver-

wendet.

Ein Teil der Wurzeln blieb steril, zu einem anderen Teil wurden 10 ml einer Serratia liquefa-

ciens Kultur gegeben. Nachdem sich die Bakterien in der Wurzelkultur etabliert hatten, wurde

allen Wurzeln je 0,5 ml der Xenobiotika-Metabolite in Form von GS-X bzw. yGC-X bzw.

Cys-X zugegeben. Fiir diesen Versuch wurden 120 mM einer waBrigen Thiol-Losung (GSH,
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vGC, Cys) mit 60 mM CDNB (gelost in Ethanol) unter Zugabe von 200 ul NH3 gemischt, bis
eine deutliche Gelbfarbung eintrat (Lamoureux & Rusness 1989).

Nach 0/3/6/9/24 Std. der Konjugat-Inkubation erfolgte die Probenahme, indem die Wurzeln in
fliisssigem Stickstoff schockgefrostet wurden. Die Extraktion der Proteine sowie die anschlie-

Benden Enzymtests verliefen nach den in Kap. 4.3 angegebenen Methoden.

4.2 Entgiftungsenzyme in mykorrhizierten Pflanzen

4.2.1 Extraktion pflanzlicher Entgiftungsenzyme
Die Extraktion der Enzyme aus pflanzlichem Material wurde nach dem Protokoll von Schro-
der et al. (1990) durchgefiihrt. Zunichst wird das Pflanzenmaterial mit fliissigem Stickstoff
pulverisiert und 30 min. im Extraktionspuffer im Verhiltnis 1:10 homogenisiert. Dieser Puffer
besteht aus 0,1 M Kaliumphosphat mit pH 7,5 und enthdlt 5 mM EDTA, 5 mM DTE, 1% No-
nidet P40 und 1 % PVP K30. Anschlieend wird 30 min. bei 15.500 rpm (15.500 g) und 4 °C
zentrifugiert.
Das Pellet wird verworfen, mit dem Uberstand wird eine fraktionierte Ammoniumsulfat-

Féllung durchgefiihrt.

4.2.2 Ammoniumsulfat-Fillung

Die fraktionierte Ammoniumsulfat-Féallung wird in zwei Schritten durchgefiihrt (Jaenicke
1984). Im ersten Schritt werden zu der Probe 40% NH;3(SO4), gegeben und 30 min. auf Eis
geriihrt. Die Salzmenge wird dabei nach Formel 2 bestimmt. Bei der nachfolgenden Zentrifu-
gation (30 min. bei 20.000 g und 4 °C) werden die ersten unerwiinschten Proteine aus der
Probe entfernt. Mit dem Uberstand wird der zweite Schritt durchgefiihrt. Es wird noch einmal
Ammoniumsulfat zugegeben und 30 min auf Eis geriihrt, so daB sich eine Endkonzentration
von 80% ergibt (Formel 2). Auch hier wird wieder zentrifugiert.

Dann wird allerdings der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 2,5 ml KPP-Puffer
(25 mM, pH 7,5) resuspendiert und mittels PD-10-Gelfiltrationssdulen mit Sephadex G 25
(Supelco) entsalzt. Die Proben wurden in Portionen zu 500 pl in fliissigem Stickstoff einge-

froren und fiir die weitere Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Pflanzen

V ¥1,77%(S = 5)

Formel 2 NH3(SO04):[g]=
3,54-S
\% Volumen der Losung (ml)
S gewiinschte Konzentration an Ammoniumsulfat (als Dezimalbruchteil von 1)
s vorgelegte Konzentration an Ammoniumsulfat (als Dezimalbruchteil von 1)

4.3 Charakterisierung der Entgiftungsenzyme in Pflanzen und Pilzen

4.3.1 Glutathion-S-Transferasen (GST)

Die Glutathion-S-Transferasen (im Folgenden GSTs) umfassen eine sehr groBe Gruppe an

Enzymen, die ein breites Spektrum an Substraten umsetzen kdnnen. Aus der Literatur sind

etwa 100 verschiedene Substrate bekannt (Habig et al. 1974; Lamoureux & Rusness 1993;
Hayes & Pulford 1995; Marrs 1995; Schroder & Wolf 1996). Von diesen wurden einige aus-

gewdhlt, um die Entgiftungskapazitit der verschiedenen Proben zu charakterisieren.

Die GST-Aktivitdat der Proben wurde in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer (KPP) mit pH 6,4

gemessen, dem 1 mM GSH-Losung (in H,O) und 1 mM Substrat (in Ethanol) zugegeben

wurden.

Die Messung erfolgte bei verschiedenen Wellenldngen in Abhingigkeit vom Substrat (Tab. 5)

bei Raumtemperatur mit einem Beckman/Coulter Photometer.

Tab. 5: Bei den Enzymtests verwendete Substrate, die Wellenléinge, bei denen der Umsatz gemessen wird

sowie der molare Extinktionskoeffizient ¢.

Substrat Abk. Wellenlinge | Extinktionskoeffizient €
[nm] [1/mM*cm]
Chlordinitrobenzol CDNB 340 9,6
Dichlornitrobenzol DCNB 345 8,5
p-Nitrobenzylchlorid p-NBC 310 1,8
p-Nitrobenzoylchlorid p-NBOC 310 1,9
Fluorodifen F 330 3,1
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4.3.2 Glutathion-Reduktase (GR)
Weiterhin wurde die Aktivitit der Glutathion-Reduktase gemessen. Dabei wurde das Proto-
koll von Styblo & Thomas (1995) verwendet. Grundlage des Tests ist die Oxidation von
NADPH wiéhrend der Reduktion von GSSG.
In 0,1 m Tris/HCI-Puffer mit pH 7,5 werden 6 mM EDTA und 0,23 mM NADPH zugegeben.
Als Substrat diente 0,1 mM GSSG.
Die Enzymaktivitdt wird im Photometer bei 340 nm gemessen. Der Extinktionskoeffizient ¢

betrigt 6,22.

4.3.3 Peroxidasen (POX)
Neben den GSTs wurde auch die Aktivitit einer Peroxidase in den Proben bestimmt. Dazu
wurde ein Aliquot in TRIS/HCI-Puffer (50 mM, pH 6,0) gegeben. Als Substrat diente 3,4 mM
Guajacol, dem 0,9 mM H,O, zugegeben wurden. Der enzymatische Umsatz wurde im Photo-

meter bei 420 nm {iber 5 min. verfolgt.

4.3.4 Bestimmung des Proteingehalts
Die Proteinmenge der einzelnen Proben wurde mit der Methode von Bradford (1976) be-
stimmt. Die im Verhéltnis 1:10 verdiinnte Testlosung (BioRad) wird mit einem Aliquot der
Proben 10 min. inkubiert und im Photometer bei 595 nm gemessen. Uber eine Kalibriergera-
de, der als Standard Rinderserumalbumin zugrunde lag, wurde die Proteinmenge errechnet
(Abb. 16).
Diese Messungen wurden mit einem SpektraMax plus 384 der Fa. Molecular Devices und der

dazugehorigen Software SoftmaxPro 4.6 durchgefiihrt.
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Abb. 16: Beispiel fiir eine Kalibiergerade zur Bestimmung des Proteingehaltes der Proben. Die zugehori-
ge Formel lautet y = 0,8612x +0,04. Das Bestimmtheitsmaf} r* betrsigt 0,96.

4.3.5 Berechnung der Enzymaktivitit
Fiir die Berechnung der spezifischen Enzymaktivitdten wurde Formel 3 verwendet (Boehrin-
ger 1973). Der eingesetzte, spezifische Faktor F ermittelt sich aus den jeweiligen Extinkti-

onskoeffizienten € (Tab. 5) nach Formel 4.

Rates * F
Formel 3: Spezifische Aktivitiit (Spez. A) Spez. A[pkat/ mgl=———
Protein
*

Formel 4: Spezifischer Faktor F F [ukat / ml] =w

v¥t¥p*eg
V = Endvolumen des Tests p = Schichtdicke (path)
v =Probenvolumen im Test t = Zeit in s (rates/min = 60s)

¢ = Extinktionskoeffizient (spezifisch fiir Substrat)
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5 Mikroorganismen

5.1 Pilzliches Wachstum auf festem Medium

Um die Wirkung der Konjugate auf verschiedene Bodenpilze zu untersuchen, wurde der tigli-
che radial Zuwachs bei Anwesenheit der Konjugate gemessen.

Dazu wurde auf den Malzextrakt-Agar das GSH-Konjugat (Synthese vgl. Kap. 4.1) gegeben.
Dieses wurde verdiinnt (10" bis 10™), mit einem Spritzenfilter steril filtriert und in 4facher
Wiederholung auf die Platten gegeben (0,5 ml auf 25 ml Medium). Da die Lésung liber Nacht
in die Medien diffundieren konnte, wird von einer homogenen Verteilung der Konjugate auf
den Platten ausgegangen.

Auf diese Platten wurden die Pilze {iberimpft, bei Raumtemperatur inkubiert und der tégliche

radiale Zuwachs an vier Stellen pro Platte iiber Kreuz gemessen.

5.2 Entgiftungsenzyme in Pilzen

Zu den Pilzen wurde je 1 ml GS-X, Cys-X und reines CDNB in jeweils 2 Konzentrationen
gegeben. Die Konjugate wurden wie in Kap. 4.1 beschrieben hergestellt. Die einzelnen Vari-
anten wurden in Sfacher Wiederholung angesetzt, damit zu den unterschiedlichen Zeiten fri-
sche Proben entnommen werden konnten.

Nach 0/3/6/9/24 Std. wurde das Medium durch Filtration vom Pilzmaterial getrennt.

Die Enzym-Extraktion aus Pilzen wurde nach dem Protokoll von Bieber (2000) durchgefiihrt.
Zunichst wird das Pilzmaterial mit fliissigem Stickstoff pulverisiert und 10 min. im Extrak-
tionspuffer im Verhéltnis 3:1 homogenisiert (Bieber 2000). Dieser Puffer besteht aus 0,1 M
Natriumphosphat mit pH 7,5 und enthilt 20% Glycerin, 1,4 mM EDTA, 1,4 mM DTE und
1 mM PMSF. AnschlieBend wird 10 min. bei 15.500 rpm (15.500 g) und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wird auf Eis gelagert, mit dem Pellet werden diese zwei Schritte wiederholt.
Der Uberstand wird zu der ersten Fraktion gegeben, beides wird 90 min. bei 15.500 rpm
(15.500 g) und 4 °C zentrifugiert.

Mit dem Uberstand wird eine fraktionierte Ammoniumsulfat-Fillung durchgefiihrt
(Kap. 4.2.2).

Die Enzymmessungen wurden wie in den Kap. 4.3 angegeben durchgefiihrt.
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5.3 Bakterielles Wachstum in Fliissigkultur unter Konjugat-Einfluf}

Das Wachstum ausgesuchter Bodenbakterien (Serratia liquefaciens, Burkholderia cepacia
und B. sacchari) unter Zugabe von Thiol-Konjugaten wurde nach dem Protokoll von Elbing
& Brent (2002) durchgefiihrt. Dazu wurde 1 ml Bakteriensuspension einer Ubernacht-Kultur
zu je 100 ml sterilem LB-Medium gegeben. Das LB-Medium bestand aus 10g Pepton aus Ca-
sein, 5g Hefeextrakt und 10g NaCl, alles gelost in 1L H,O.

Fiir die Behandlungen wurden Losungen der GSH- und Cys-Konjugate sowie pure CDNB-
Losung (alles steril filtriert) in zwei Konzentrationen (90 und 9 mM) zugegeben. Die Kolben
wurden dann bei 30 °C im Schiittler inkubiert. Im Abstand von 3 Std. wurde das Wachstum
bestimmt, indem unter der Impfbank 3mal 200 ul Medium pro Kolben entnommen und bei
600 nm im Photometer gemessen wurden. AnschlieBend wurde die Extinktionsdnderung zwi-
schen den MefBzeitpunkten errechnet und in ein Diagramm eingetragen. Die Extinktionsidnde-

rung iiber die Zeit ist ein MaB fiir das Wachstum der Kultur.

54 BIOLOG

Der Einflu3 der Thiol-Konjugate auf das bakterielle Wachstum wurde au8erdem mit Hilfe des
sog. BIOLOG®-Systems untersucht. Der BIOLOG® Versuch ist ein Substrat-Nutzungstest,
bei dem 95 verschiedene Substrate (und Wasser) in einer 96well-Platte einem Organismus
angeboten und verstoffwechselt werden. Ist der Organismus in der Lage, das Substrat umzu-
setzen, erfolgt ein Farbumschlag. Dieser wird photometrisch gemessen.

Die Beeinflussung der Thiol-Konjugate wurde iiberpriift, indem diese mit den Organismen
gemeinsam in die Testplatten gegeben wurde. Ein Vergleich mit den unbehandelten Platten

sollte die Wirkung der Konjugate auf das Wachstum aufzeigen.

Das BIOLOG®-System ist ein von der Firma oxoid entwi-

ckeltes Verfahren zur Identifizierung von Bakterien und O %% % % ®

vo eeeeeee
neuerdings auch Pilzen. Hauptkomponente des Systems 0i8. 0.0 .00 o

L L] e L
sind spezielle Versuchsplatten, die mit 95 verschiedenen ' L
Substraten aus 6 chemischen Gruppen belegt sind (Abb. L

17 und Abb. 18). Wird ein Substrat metabolisiert und Abb. 17: BIOLOG® Micro-Plate
kommt es so zu einer Vermehrung der Bakterien, verfarbt

sich das betreffende well der Platte rot-violett. Auf diese Weise entsteht ein Muster, das auf
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Artebene fiir jedes Bakterium charakteristisch ist. Anhand dieses Musters ist eine Identifizie-
rung von unbekannten Organismen moglich.
Um die Farbumschldge der einzelnen wells detailliert unterscheiden zu konnen, werden die

Microplates in einem Platereader (Fa. Molecular devices) bei 590 nm Wellenlédnge gelesen.

Das BIOLOG®-System eignet sich sehr gut, um mikrobielle Gemeinschaften zu charakteri-
sieren (Hitzl et al. 1997). Schon lange werden damit Einfliisse durch landwirtschaftliche Kul-
turmafBnahmen (FlieBbach & Maider 1997, zitiert nach Hitzl et al. 1997), Schwermetalle (Frit-
ze et al. 1997, zitiert nach Hitzl et al. 1997) oder Bodenremediation (Wiinsche et al. 1995, zi-
tiert nach Hitzl et al. 1997) gemessen.

5.4.1 BIOLOG mit Bodenbakterien (Kontrollplatten)

Es wurden zunichst die charakteristischen, unbeeinflufiten Farbemuster von den Bakterien
Serratia liquefaciens, Burkholderia cepacia und B. sacchari ermittelt. Dazu wurde jedes die-
ser gram-negativen Bakterien nach dem Standardprotokoll der Fa. oxoid auf BIOLOG-
Universal-Growth (BUG) Medium iiber Nacht kultiviert (oxoid 2001).

Der entstandene Bakterienschleim wurde mit einem sterilen Glasspatel abgekratzt und in
100 ml des sterilen Puffers (Inoculating fluid von oxoid) gegeben. Diese Suspensionen (pro
Organismus dreimal 100 ml) wurden dann in die Microplates pipettiert (100 pl pro well, je

drei Platten pro Organismus und Behandlung).
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Abb. 18:Belegung der BIOLOG® Micro-Plates.
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5.4.2 BIOLOG mit thiolischen Konjugaten (,,Parent Mix*)
Der eigentliche Versuch bestand nun darin, das Wachstum der Bakterien unter Konjugat-
Einflul zu bestimmen. Es wurden hierfiir 0,307 g GSH bzw. 0,121 g Cys bzw. 0,025 g yGC in
jeweils 7,3 ml Puffer (Tris/HCIl, pH 7,8) gelost und mit jeweils 0,183 g CNBD (geldst in
2,7 ml Ethanol) versetzt. Bei erfolgreicher Konjugation erhélt man 10 ml einer 90 mmol L6-
sung, die eine deutliche Gelbfarbung aufweist. Die Losungen wurden bei der Zugabe zu den
Bakterien-Suspensionen steril filtriert.
Um unterschiedliche Konjugat-Konzentrationen, aber immer mehr oder weniger konstante
Bakterien-Mengen zu erlangen, wurden in die verbleibenden Bakterien-Suspensionen (nach-
dem die Kontrollplatten pipettiert waren, vgl. Kap. 5.4.1) zunichst 0,5 ml Konjugat-Losung
gegeben. Diese Bakterium-Konjugat-Losungen wurden in jeweils drei Platten gegeben.
Zu den wiederum verbleibenden Losungen wurden nochmals 1,5 ml Konjugat gegeben, um
eine hohere Konzentrationsstufe priifen zu kdnnen. So ergab sich eine Konzentrationssteige-
rung um den Faktor 5. Auch diese Losung wurde in dreifacher Wiederholung auf die Platten
gegeben.
Die Platten wurden zu Beginn (tp), nach 3 Std. (t3) und nach 24 Std. (t4) Inkubation bei

590 nm Wellenlénge photometrisch gemessen.

5.5 BIOLOG mit Thiolen

Zu Beginn der Versuche mit den BIOLOG®-Platten stand noch nicht fest, dal die Synthese
der Konjugate stark Problem behaftet war; dies zeigte sich erst im Laufe der Zeit.

Darum wurde der Versuch mit den Reinsubstanzen, die in gewissem Malle schon in der ersten
Versuchsreihe vorlagen und sicher einen entsprechenden Einfluf} ausiibten, wiederholt.

Der Einfachheit halber wurden die Bakterien zunichst in fliissigem LB-Medium (vgl.
Kap. 5.3) iiber Nacht bei 30 °C im Schiittler kultiviert. So entfiel das miihsame Abkratzen der
Bakterien von den BUG-Platten. Da in diesem standardisierten BUG-Medium schon Agar-
Agar (oder ein anderes Festigungsmittel) enthalten ist, war eine Vor-Inkubation in fliissiger
Form dieses Mediums nicht moglich.

In 80 ml BIOLOG® Inoculating fluid wurden 2,5 ml Bakterien-Suspension gegeben. Fiir die
erste Konzentration wurden dann 0,5 ml steril filtrierte Thiol-Losung gegeben. Diese bestand
aus 0,122 g GSH bzw. 0,1 g yGC bzw. 0,048 g Cys geldst in 2,9 ml Puffer (Tris/HCI 0,1 M,
pH 7,8) und 1,1 ml Ethanol.
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Nach Pipettieren der ersten drei Platten wurden in die verbleibende Losung weitere 1,5 ml
Thiol-Losung gegeben, um eine weitere Konzentration zu testen.

Alle Platten wurden bei 590 nm nach 0/3/6/24 Std. im Photometer gemessen.

5.6 BIOLOG mit Modell-Xenobiotika
In dieser Versuchsreihe sollte der Einflu von GSH-konjugierbaren Xenobiotika festgestellt

werden. Dazu wurden allerdings keine PSM aus der Praxis eingesetzt, sondern die phenoli-

schen Modell-Xenobiotika CDNB (Abb. 19) und DCNB (Abb. 20).

Cl Cl
NO, Cl
NO, NO,
Abb. 19: 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) Abb. 20: 1,2-Dichlor-4-nitrobenzol (DCNB)

Es wurden 0,073 g CDNB und 0,069 g DCNB in jeweils 1,1 ml Ethanol und 2,9 ml Puffer
(Tris/HC1 0,1 M, pH 7,8) gelost, so daB sich eine Endmolaritdt von 10 mM ergab.
Diese Losungen wurden, wie schon in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben

(Kap. 5.4.2), zu den Bakterien-Suspensionen gegeben.

5.7 BIOLOG mit aufgereinigtem GS-DNB

SchlieBlich konnte aufgereinigtes GS-DNB zu den Bakterien gegeben werden. Durch die Auf-
reinigung mit den SPE-Sdulen (vgl. Kap. 2) enthielt die Losung kein freies Thiol (GSH) und
kein freies Xenobiotikum (CDNB) mehr, sondern nur noch das Konjugat. Die 10 mM L&sung
wurde in bekannter Weise zugegeben (Kap. 5.4.2).
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5.8 Auswertung und Darstellung der BIOLOG®-Ergebnisse

5.8.1 Kilassische Auswertung
Die klassische Auswertung der BIOLOG®-Platten sieht eine Anwendung der Formel von
Garland & Mills (1991) vor. In einem ersten Berechnungsschritt wird die Summe aller MeB-
werte einer Platte abziiglich des internen Plattenblanks (A1 = H,O) gebildet, die per Division
mit 95 fiir die gesamte Platte gemittelt wird (Formel 5). Auf diese Weise erhilt man einen

Platten-spezifischen Standard, der von Garland & Mills als average well colour development

(AWCD) bezeichnet wird (Garland & Mills 1991).

AWCD = E
95

Formel 5: Berechnung des AWCD mit C = Behandlung und R = interner Plattenblank.

Die eigentlichen MeBwerte der Platten (abziiglich des Blanks) werden dann in einem zweiten

Schritt ins Verhéltnis zu diesem Standard gesetzt (Formel 6).

_ C-R
AWCD

Formel 6: Verrechnung der MeBBwerte

y

Werte > 1 weisen auf eine Wachstumsforderung hin, Werte < 1 stehen flir ein gehemmtes
Wachstum.
Die statistische Auswertung erfolgt zweckmaBigerweise mit einer Hauptkomponenten-

Analyse (Garland & Mills 1991). Diese wurde mit SPSS durchgefiihrt.
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5.8.2 Modifizierte Auswertung
Zunichst wurde die Extinktionsdnderung tliber die Zeit fiir jedes well bestimmt und aus den
drei Microplates einer Behandlung gemittelt. Diese Werte wurden dann fiir jeden Organismus

getrennt ins Verhéltnis zu den Werten der jeweiligen unbehandelten Platte gesetzt (Formel 7).

AE = AE3n — AE=on

AEBehandlung
AEKontrolle

y:

Formel 7: Berechnung der Extinktionsiinderung E

Fiir eine grafische Darstellung der Ergebnisse wurden die Substrate der Platte ihrer chemi-
schen Gruppen nach sortiert.

Der Blank iiber alle 96 wells, als Verhiltnis zu sich selbst und damit 1, wurde als roter Ring
im Diagramm abgebildet. Die Werte der Behandlungen wurden gemal ihrer Hohe in das Dia-
gramm eingetragen.

MeBwerte, die iiber denen des Blanks liegen und so als Produkt > 1 ergeben, stehen auerhalb
des Ringes. Sie bedeuten eine Forderung des bakteriellen Wachstums in dem jeweiligen well.
Extinktionsdnderungen unterhalb des Blanks, also < 1, wurden innerhalb des Ringes eingetra-

gen und verweisen auf eine Wachstumshemmung.

6 Toxintest mit Tomaten

Die Toxizitdt der Konjugate wurde mit einem Toxintest nach Nienhaus (1969) iiberpriift.
Tomatenpflanzen gelten als extrem empfindlich, weshalb sie hiufig als Indikatoren eingesetzt
werden. Durch ihren starken Turgorstrom nehmen sie grole Mengen Fliissigkeit auf. Sind in
dieser Fliissigkeit phytotoxische Substanzen enthalten, reagieren die Tomatenstecklinge mit
Schadsymptomen wie Welke, Chlorose und Nekrose. Je nach Toxizitdt der Substanzen sind
die Symptome unterschiedlich stark ausgepragt.

Alle Pflanzen (Stecklinge und bewurzelte Pflanzen) wurden iiber 10 Tage beobachtet und die
Reaktionen nach dem Schema in Tab. 6 bonitiert. Wahrend der Beobachtungsphase wurden

die Pflanzen mit Leitungswasser gegossen.
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Tab. 6: Boniturschema fiir den Toxintest

Boniturstufe Welke Chlorose Nekrose
0 keine Symptome keine Symptome keine Symptome
gesund
1 leichtes Einrollen Blattadern vergilben leichte Schwirzung am
leicht vereinzelter Blatter (Adernchlorose) Blattrand
2 miBige Welke Chlorose greift bereits auf Interkostalfelder betroffen
mafBig Interkostalfelder tiber
3 gesamte Pflanze alle Blatter sind alle Blatter sind
stark vertrocknet vollstdndig verfarbt vollstiandig nekrotisch

Da es sich bei den Boniturergebnissen um ordinale Daten handelt, ist eine mathematisch-
statistische Auswertung im klassischen Sinne (z. B. t-Test) nicht moglich (Lorenz 1992).

Fiir die Auswertung der Daten wurden zunichst die tdglichen Boniturergebnisse fiir jede Be-
handlung einzeln gemittelt. So ergab sich die tdgliche mittlere Boniturstufe als Durchschnitt
von 10 Pflanzen. Diese mittleren Boniturstufen wurden in ein Diagramm eingetragen, um die

Entwicklung des jeweiligen Symptoms iiber die Zeit graphisch darstellen zu kdnnen.

Weiterhin wurde in den Tomatenpflanzen die Entgiftungskapazitét iiber die Ausstattung mit
verschiedenen Enzymen bestimmt. Dazu wurden Blétter von Tomatenpflanzen fiir 24 Std. in
1,5 und 15 mM Konjugat-Lésungen (GHS und Cys) sowie CDNB-Losungen gestellt.

Die Extraktion der Enzyme erfolgte nach der in Kap. 4.2 angegebenen Methoden. Die Aktivi-

taten wurden mit den iiblichen Substraten ermittelt (Kap. 4.3).
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IIT  Ergebnisse
1 Synthese
Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurden gré3ere Mengen GSH-Konjugat und dessen Me-
tabolite (YGC-X und Cys-X) benétigt, die je nach Bedarf selbst synthetisiert werden muf3ten.
Aus der Literatur sind verschiedene Ansétze und Synthese-Protokolle bekannt (vgl. Kap. 112),
die sich teilweise widersprechen oder unzulidnglich sind, da sie nur die Synthese eines einzi-
gen Konjugates erlauben und keine Aussage dartiber treffen, ob das Protokoll auch auf andere
Konjugate anwendbar ist. Einzelheiten dazu siehe Kap. 112.
Um eine weitgehend einheitliche Synthese mit hoher Ausbeute zu erlangen, wurden verschie-

dene Methoden getestet und optimiert.

1.1 EinfluBB des pH-Wertes auf die Konjugation

Die hochsten Konjugationsraten von GSH und CDNB werden im pH-Bereich von 7,8 er-
reicht, dhnlich gut ist die Konjugation bei pH 7,5 (Tab. 7).

Im sauren Milieu erfolgt keine nennenswerte Konjugation, ebenso bei sehr hohen pH-Werten.
Offenbar hat auch die chemische Zusammensetzung des Puffers einen Einflul. Im 0,1 M
NaPP-Puffer ist die Konjugationsrate hoher als in Tris/HCl-Puffer mit gleichem pH-Wert.
Ahnliches zeigt sich fiir den Vergleich zwischen KPP (0,1 mM) und Tris/HCI. Die Konjugati-

onsraten sind in KPP etwas hoher als in Tris/HCI.

Die hochste Konjugationsrate fiir yGC und CDNB 148t sich in destilliertem Wasser mit einem
pH-Wert von ~5 messen (Tab. 7).

Gute Erfolge lassen sich auch mit basischem Borat-Puffer (pH 8,2) erzielen. MeB3bare Konju-
gation findet auch bei pH-Werten zwischen 7,5 und 7,8 statt, jedoch nicht im sauren Milieu

(Tab. 7).

Cystein und CDNB konjugieren am besten bei einem pH-Wert von 7,5 (Tab. 7). Vergleichbar
gut ist die Konjugation auch in dem zuckerhaltigen Transportmedium aus den Versuchen mit

der PITMAN-Kammer (vgl. Kap. 113) mit einem pH-Wert von ~10.
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Ahnlich wie bei dem Glutathion-Konjugat ist ein Einflu der chemischen Zusammensetzung
des Puffers festzustellen. Auch das Cystein konjugiert in phosphathaltigem Puffer besser mit
CDNB als in Tris/HCI mit gleichem pH-Wert.

Anders als bei den iibrigen Co-Substraten findet auch noch eine Konjugation bei pH 6 statt, in

saurem Milieu jedoch nicht mehr (Tab. 7).

Tab. 7: Konjugationsraten [in dA/min] zwischen den Thiolen GSH, yGC und Cys und dem Modell-
Xenobiotikum CDNB in verschiedenen Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten und Kon-

zentrationen.
GSH yGC Cys
Konzentration Rate Rate Rate
Puffer [M/L] pH [dA / min] [dA / min] [dA / min]
NaPP 1 32 0 9,52 0
Acetat 0,1 4 13,76 2,14 7,35
CHES 0,0002 4,6 0 25,72 0
MES 0,025 5 9,93 2,33 13,47
H,O - 6 2,64 1708,55 22,54
Tris/HCl 0,1 6 12,81 1,39 88,92
" 0,05 6 9,5 6,37 83,11
" 0,1 6,4 11,99 2,32 207,18
" 20 7.4 8,89 4,36 839,87
" 0,02 7.4 14,48 8,03 636,08
" 0,1 7,5 534,61 452,29 1685,08
NaPP 0,1 7,5 792,42 260,41 1935,89
Tris/HCI 0,1 7,8 915,16 299,08 0
KPP 0,1 7,8 1036,89 555,64 418,95
Borat 0,1 8,2 51,62 748,15 45,10
PITMAN
A - 10 16,52 3,37 159391
Tris/HCI +
NH; 0,1 12 0 0 0
NaOH 1 14 0 0 0

Bei der Konjugation von Cystein mit CDNB ist allerdings ein wichtiger Aspekt zu beachten:
das CDNB-Molekiil kann sich sowohl mit der SH-Gruppe als auch mit der Aminogruppe mit
dem Cystein verbinden. So kann neben dem S-Cystein- auch ein N-Cystein-Konjugat entste-

hen. Da letzteres nicht im pflanzlichen Stoffwechsel entsteht, gilt es bei der Synthese als un-
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erwiinschtes Nebenprodukt (Lamoureux & Rusness 1993), das die Losung verunreinigt. Mit
photometrischen Messungen 148t sich nicht bestimmen, welches der beiden Konjugate in der
Losung vorliegt.

Genauere Aussagen diesbeziiglich lassen sich nur {iber chromatographische Analysen treffen,
wobei die Moglichkeit besteht, dall die beiden Konjugate sehr dhnliche oder sogar gleiche E-

lutionseigenschaften aufweisen.

1.2 Einflul von NH3-Losung und Natronlauge auf die Konjugation

Der Einflu8 von NH; und NaOH auf die Konjugation wurde per HPLC untersucht. Auffallend
war, daf} die anfénglich zart gelbe Losung nach NH3-Zugabe rasch eine intensive Gelbfarbung
annahm. Wurde statt dessen NaOH zugegeben, schlug die Farbe innerhalb kiirzester Zeit nach
braun um.

In den HPLC-Chromatogrammen der Proben, denen nichts zugegeben wurde, zeigten sich
stets ein sauberer Konjugat-Peak und ein relativ groer Xenobiotika-Peak.

Erfolgt die Synthese unter Zugabe von NHj3, erscheinen viele Peaks in den Chromatogram-
men. Durch Zugabe von NaOH erhilt man einen groBen Peak, bei dem es sich aufgrund der
Retentionszeit nicht um das entsprechende Konjugat handeln kann. Da der CDNB-Peak so-
wohl in der NH3- als auch in der NaOH-versetzten Losung sehr klein ist, obwohl die Konzent-

ration in allen Losungen gleich war, muf} es sich durch die Laugen stark verdndert haben.
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Tris/HC1 NH; NaOH

Abb. 21: Konjuga-
tion von GSH und
CDNB in Puffer
(links), NH; (Mit-
te) und NaOH
(rechts)

Abb. 22: Konjuga-
tion von yGC und
CDNB in Puffer
(links), NH3 (Mit-
te) und NaOH
(rechts)

A RO Ao | "

Abb. 23: Konjuga-
tion von Cys und
CDNB in Puffer
(links), NH; (Mit- W

te) und NaOH
(rechts)
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1.3 Extinktionen der SPE-Fraktionen

Nachdem die GSH-Konjugate mit den SPE-Séulen aufgereinigt wurden, wurden die Extinkti-
onen der einzelnen Fraktionen bei 340 nm gemessen. Es wurde deshalb die Wellenldnge
340 nm gewihlt, da die Konjugate hier ihre Absorptionsmaxima haben (Habig et al. 1974).
Die hochsten Extinktionen werden jeweils in den Fraktionen 0 — 40 gemessen (Abb. 24 oben).
Wurde der Losung zuvor NH3 zugegeben, so zeigt auch die 80%-Fraktion starke Extinktion
bei 340 nm.

Demnach ist das GS-DNB vor allem in den Fraktionen 0 — 40 enthalten, besonders dann,
wenn die Probe NHj enthielt. Hier scheint die Konjugation aber nur unvollstindig abzulaufen,
da sich in der 80%-Fraktion noch eine Substanz befindet, die bei 340 nm detektierbar ist. Da-
bei handelt es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um unkonjugiertes CDNB, das bei einer
Konzentration von 80% Acetonitril bereits sehr gut gelost ist.

Auffillig ist, dal die Konjugation von GSH und CDNB um ein Vielfaches hoher ist als die
zwischen CDNB und yGC oder Cys.

Bei dem yGC-DNB finden sich die Extinktionsmaxima hauptséchlich in den Fraktionen 40/60
und 90 (Abb. 24 Mitte). Dabei scheint es keinen Einflull zu haben, ob den Losungen NH3 zu-
gegeben wurde oder nicht. Ein Einflul des NH; zeigt sich iiberwiegend in den Fraktionen 0

und 10. Nach HN3-Zugabe findet sich hier ein Grofiteil der Konjugate.

Von den unbeeinfluten Cys-DNB-Fraktionen haben die Fraktion 30 und 100 die hochsten
Extinktionen (Abb. 24 unten). Die Fraktionen der NH; behandelten Probe haben ein recht eng
eingegrenztes Maximum bei 55 — 60.

Es 146t sich zwar feststellen, in welchen Fraktionen ein Cys-Konjugat vorliegt. Aussagen dar-
iiber, ob es sich dabei um das S-Cys-DNB oder das N-Cys-DNB handelt, konnen jedoch nicht
getroffen werden.

Da die beiden Substanzen unterschiedliche Absorptionsmaxima haben, konnte man iiber eine
Anderung der Wellenliinge eine Aussage treffen. Da das Absorptionsmaximum seinerseits
aber abhéngig von der Losung ist, in der die gesuchten Substanzen gelost sind, ist diese Mog-
lichkeit nur bedingt zielfiihrend. Nachteilig ist auch, dafl die Maxima im Spektrum sehr dicht
beieinander liegen (340 und 360 nm). Eine klar getrennte Detektion ist damit nicht méglich.
Ein Test brachte nur marginale Unterschiede. Der resultierende Verlauf der Kurven war iden-

tisch.
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Abb. 24: Extinktionen [mOD] der SPE-Fraktionen von GS-DNB (oben), yYGC-DNB (Mitte) und Cys-DNB
(unten) im Photometer gemessen bei 340 nm, Schichtdicke 1 cm. Die durchgezogene Linie zeigt
die Proben ohne NHj; an, die gestrichelte Linie die Proben mit NHj;.
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1.4 Diinnschichtchromatographie der SPE-Fraktionen

Eine erste Aufreinigung der Fraktionen aus den kleinen C18-Sdulen erfolgte auf Kiesel-
gelplatten.

Es zeigte sich, daB} in keiner Probe, die zuvor mit NH;3 behandelt worden war, eine Bande auf-
trat. Auf eine Darstellung der Ergebnisse wird deshalb verzichtet. Nachfolgend wird aus-

schlieBlich auf die Ergebnisse der Ammoniak-freien Proben eingegangen.

Die Auftrennung der GS-DNB-Proben ergab eine deutliche Bande in den Fraktionen 0-40
(Abb. 25). Thr R-Wert betrdgt ~0,35. In den librigen Fraktionen traten keine Banden auf.

Fir das YGC-DNB zeigten sich Banden in den Fraktionen 0-40 (Abb. 25). Die R~Werte

betragen etwa 0,3. In allen weiteren Fraktionen konnte kein Konjugat detektiert werden.

Nach Auftrennung der Cys-DNB-Fraktionen waren in den Fraktionen 30-40 deutliche Banden
mit den R-Werten von ~ 0,6 sichtbar. Spuren des Konjugates fanden sich auch noch in den

Fraktionen 50-90. Alle iibrigen Fraktionen wiesen aber keine Banden mehr auf (Abb. 25).
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Re=0,35

Start
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Abb. 25: Diinnschicht-Chromatographie der aufgereinigten Konjugate, die Synthese erfolgte ohne Zuga-
be von NH; oder NaOH. Oben: GS-DNB, Mitte: yGC-DNB, unten: Cys-DNB. Angegeben sind
die Nummern der Fraktionen sowie der R-Wert.
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1.5 HPLC der SPE-Fraktionen

1.5.1 GS-DNB
Das HPLC-Chromatogramm zeigt, dal das GSH-Konjugat bei ~ 40% ACN von der C18-
Sdule eluiert (Abb. 26 oben). Das entspricht bei dem verwendeten Gradienten einer Retenti-
onszeit von 15min. Mit dem electrospray MS* (ThermoQuest, LCQ Duo, Quadropol) konnte
bestitigt werden, da3 es sich bei diesem Peak tatsdchlich um das GS-DNB mit einer Masse
von 474 u handelt (Abb. 26 unten). Das nicht konjugierte CDNB eluiert nach ~23 min bei
100% ACN.
Nebenprodukte, die z. T. groe Verunreinigungen erzeugen, sind vollstindig wasserloslich, da
sie in der 0 %-Stufe ausgewaschen werden und in den folgenden Fraktionen nicht mehr er-
scheinen. Fiir eine Aufreinigung der Konjugate ist diese Fraktion somit unbrauchbar.
Nach der Aufreinigung der NHs-freien Losung finden sich in den SPE-Fraktionen 10-40 gro-
e Konjugat-Mengen (Abb. 27 links). Auch Fraktion 0 enthdlt GS-X, doch ist hier auch das
nicht konjugierte Thiol enthalten, welches mit der verwendeten HPLC-Methode nicht detek-
tiert werden kann.
Bei Losungsmittelkonzentrationen von iiber 50 % eluiert nur noch unkonjugiertes Xenobioti-
kum.
Wurde der Losung fiir die Konjugation NHj3 zugesetzt, findet sich in der Fraktion 65 ein recht
groBBer Konjugat-Peak und ein etwas kleinerer in Fraktion 10 (Abb. 27 rechts). In den Fraktio-
nen 70-100 sind groBe CDNB-Menge detektierbar (Abb. 27 rechts).

Wird die Konjugation ohne NH; durchgefiihrt, ist eine hohe Ausbeute zu erwarten. Das gebil-
dete Konjugat 146t sich einfach {iber SPE-Sdulen aufreinigen. Bei der Konjugation mit NHj3
entstehen iiberwiegend Nebenprodukte und fast kein GS-DNB. Eine Aufreinigung tiber C18-

Sdulen ist schwierig.

* Die Messungen mit dem MS wurden von M. Frommberger am IOC durchgefiihrt. Thm sei an dieser Stelle herz-

lich gedankt. ©
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Abb. 26: oben: Beispiel-Chromatogramm von der GS-DNB-Lo6sung, die mit den SPE-Siulen aufgereinigt
wurde. Der erste Peak ist das Konjugat (Retentionszeit 14,8 min = 42 % Acetonitril), der zwei-
te das nicht-konjugierte CDNB (Retentionszeit 23,3 min = 100 % Acetonitril). Unten: Massen-

spektrum der SPE-Fraktionen 10-40.
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Abb. 27: GS-DNB-Peaks nach Konjugation ohne (links) und mit (rechts) Ammoniak-Zugabe. Schwarze
Punkte sind das Konjugat, weifle Punkte unkonjugiertes CDNB.
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1.5.2 yGC-DNB

Das yGC-Konjugat eluiert in der HPLC bei einem ACN-Gehalt von 47% (Abb. 28 oben).
Messungen mit dem MS bestdtigen, dal3 es sich hierbei dabei um das Konjugat handelt (Abb.
28 unten). Die schwache Intensitit zeigt, dal nur sehr wenig Konjugat in der Losung vorhan-
den war.

Wurde die Konjugation ohne NH3 durchgefiihrt, findet sich in keiner SPE-Fraktion ein deutli-
cher Konjugat-Peak. Offenbar geht das Konjugat bei der Aufreinigung iiber die kleinen C18-
Sdulen verloren (Abb. 29 links). Das freie CDNB ist dagegen in den Fraktionen 50-65 meB-
bar.

In den Fraktionen 30 und 40 wurde eine Fiille von Substanzen detektiert. Die daraus resultie-
renden Peaks sind zwar nur klein, doch ergeben sie ein eindeutiges Signal im Detektor. Of-
fenbar werden sehr viele Nebenprodukte gebildet, die auf den SPE-Saulen dhnliche Elutions-

eigenschaften wie das Konjugat haben.

Bei einer Konjugation mit NHj3 finden sich die grofiten Konjugat-Mengen in den Fraktionen 0
und 10 (Abb. 29 rechts). Danach geht die Menge in den Fraktionen zuriick, das Konjugat ist
aber bis zur Faktion 40 detektierbar. Auch in Fraktion 60 findet sich noch einmal eine grof3ere
Menge Konjugat. Eine groe Menge nicht konjugiertes CDNB liegt in den Fraktionen 0, 10,
55 und 60 vor.

Die Konjugation von yGC und CDNB ist generell schwierig. Bei einer Synthese ist die Aus-
beute nur gering. Erfolgt dann eine Aufreinigung, ist der Verdiinnungseffekt so grofB3, daf3

schlielich gar kein Konjugat mehr detektiert werden kann.
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Abb. 28: oben: Beispiel-Chromatogramm von der yGC-DNB-Losung, die mit den SPE-Siulen aufgerei-
nigt wurde. Der erste Peak ist das Konjugat (Retentionszeit 17,0 min = 47 % Acetonitril), der
zweite das nicht-konjugierte CDNB (Retentionszeit 23,3 min = 100 % Acetonitril). Unten:
Massenspektrum der SPE-Fraktionen 10-40.
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Abb. 29: Konjugation von yGC und CDNB ohne (links) und mit (rechts) Ammoniak-Zugabe. Die durch-
gezogene Linie zeigt das Konjugat, die gestrichelte Linie das unkonjugierte CDNB.
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1.5.3 Cys-DNB

Trennt man den Cys-DNB-Ansatz in der HPLC, treten viele Peaks auf, von denen der Konju-
gat-Peak nur schwer zu identifizieren ist. Einzig das freie CDNB ist dem Peak bei ~80% ACN
eindeutig zuzuordnen (Abb. 30 oben).

Das MS zeigt, daB3 tatsdchlich mehrere Substanzen mit unterschiedlichen Massen in der Lo-
sung vorliegen (Abb. 30 unten). Nach Aufreinigung der Losung, die ohne NH; angesetzt wur-
de, ist in den Fraktionen 30 und 40 ausschlieflich das Konjugat enthalten. Alle folgenden
Fraktionen enthalten neben diesem Konjugat und dem freien CDNB (diese vor allem in Frak-
tion 60) noch weitere Substanzen (in Abb. 31 links als Dreieck abgebildet).

Um was es sich hier handelt, ist unklar. Messungen mit dem MS brachten keine schliissigen

Erklarungen.

Erfolgte die Konjugation mit NH3, findet sich lediglich in Fraktion 60 ein Konjugat-Peak, der
grofite Teil wurde bereits mit Wasser aus den SPE-Sdulen gespiilt (Abb. 31 rechts).

Es sind jedoch grole Mengen unkonjugiertes CDNB in den Fraktionen 30, 40 und 70 zu fin-
den.

Die Synthese des S-Cys-DNBs ist duBerst problematisch. Schon die Konjugation ist schwie-
rig, da sehr viele Nebenprodukte entstehen. Zwar scheint ein Ansatz ohne NHj erfolgreich,
doch ist nach wie vor unklar, ob das S-Cys-DNB oder der N-Cys-DNB entsteht und aufgerei-
nigt wird. Mit der Aufreinigung liber SPE-Séulen kann man lediglich die Synthese-Produkte

von freiem Cys und unkonjugiertem CDNB trennen.

Eine Analyse mit NMR’ ergab, daB auch in Fraktion 55 noch groBe Mengen freies Cys (oran-
ge) vorliegen. Es konnte auch S-Cys-DNB (blau) detektiert werden, dies ist jedoch nur in sehr
geringen Mengen vorhanden. SchlieBlich enthélt die Losung einige undefinierte Substanzen

(griin), bei denen es sich vermutlich um aromatische Verbindungen handelt (Abb. 32).

> Die Messung mit dem NMR wurde freundlicherweise von Dr. Hertkorn, IOC, durchgefiihrt.
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Abb. 30:0ben: Beispiel-Chromatogramm von der Cys-DNB-Losung, die mit den SPE-Séulen aufgereinigt
wurde. Die ersten zwei grofieren Peaks sind vermutlich das Konjugat (Retentionszeit 11,9 min
=57 % und 15,5 min = 76 % Acetonitril), der grofie Peak ist das nicht-konjugierte CDNB (Re-
tentionszeit 16,2 min =79 % Acetonitril). Unten: Massenspektrum der SPE-Fraktionen 10-40.
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Abb. 31: Konjugation von Cys und CDNB ohne (links) und mit (rechts) Ammoniak-Zugabe. Die durch-
gezogene Linie zeigt das Konjugat, die gestrichelte Linie das unkonjugierte CDNB. Im linken
Diagramm ist noch ein weiteres Cystein-Konjugat eingetragen (Dreieck).
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Abb. 32: NMR-Spektrum der Cys-DNB-Losung. Orange — freies Cys, Blau — S-Cys-DNB und griin — un-
bekannte Aromaten.
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1.6 Analyse des Cystein-Konjugates mit Hilfe der CE

In der CE wurden Proben aufgetrennt, die bei pH 6,0; 7,0 und 7,8 synthetisiert wurden. Jede
Probe wurde in einem Ammonium-Acetat-Puffer (0,05 M) mit pH 6/7/8 gemessen.

Es zeigte sich, dal} bei einer Synthese in einem Puffer mit pH 6,0 keine Produkte entstehen
(Abb. 33).

Die in den Elektropherogrammen in Nachbarschaft des EOF (effektive Mobilitit < - 0,007) zu
detektierenden Peaks wurden mit dem MS als freies, unkonjugiertes Cys identifiziert (in den
Diagrammen mit * markiert). Die minimale Wanderung bei den hoheren pH-Werten korreliert
mit den theoretisch berechneten logD-Werten (vgl. Abb. 13, S. 29). Bei pH 6,0 und 7,0 liegt
Cys vollstiandig neutral vor, bei pH 8,0 ist ein kleiner Teil der Molekiile negativ geladen.
CDNB konnte im Positivmodus im MS nicht detektiert werden, es ist jedoch davon auszuge-
hen, daf} dieses im EOF wandert (mit ¢ markiert).

Wurde die Synthese dagegen bei pH 7,0 bzw. 7,8 angesetzt, treten 3 groe Peaks auf. Diese
zeigen jedoch trotz veridndertem pH-Wert des Trennpuffers keine Anderung ihrer Mobilitit.
Demnach sind bei der Synthese je 3 Produkte entstanden, von denen jedoch keines das ge-
wiinschte S-Cys-DNB ist, welches seine Mobilitdt in den verwendeten Trennpuffern dndern

sollte.
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Abb. 33: Elektropherogramme der Cys-Konjugate. Die Synthese fand bei pH 6 (oben), 7 (Mitte) und 7,8
(unten) statt, die Trennung erfolgte bei pH 6 (durchgezogene Linie), 7 (gepunktet) und 8 (ge-

strichelt).
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1.7 Zusammenfassung

Die beste Konjugation von GSH und CDNB wird in einem physiologischen Puffer mit einem
pH-Wert von 7,8 erreicht (Tab. 8). Dabei sollte auf eine Zugabe von NaOH oder NH3 verzich-
tet werden. Nach einer Aufreinigung mit SPE-Sdulen kdnnen die Fraktionen 10-40 als reine
GS-DNB-Losung verwendet werden. Die librigen Fraktionen enthalten freies Thiol bzw. frei-
es CDNB.

Das yGC-Konjugat synthetisiert man am erfolgreichsten in H,O oder basischem Borat-Puffer
(pH 8,2). Die Zugabe von NH; oder NaOH scheint die Konjugation zu verbessern, allerdings
bereitet die anschlieBende Aufreinigung mit SPE-Séulen einige Schwierigkeiten. Evtl. konnen
langere Reaktionszeiten und/oder Synthese bei hoheren Temperaturen (>30 °C) die Ausbeute
steigern.

Fiir die Synthese des Cys-DNBs wird die gleiche Methode empfohlen wie fiir das GS-DNB.
Es besteht aber hoher Bedarf an einer weiteren Analyse der entstehenden Produkte mit an-

schlieBender Modifikation des Synthese-Protokolls.
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Tab. 8: Ubersicht iiber die wichtigsten Ergebnisse der Synthese der Thiol-Konjugate. Angegeben sind die

Puffer, bei denen die hochsten Konjugationsraten erzielt wurden sowie Daten der Konjugation
ohne und mit NH;.
Lesebeispiel: Konjugation von GSH ohne Zugabe von NH;: das GS-DNB war im Photometer
in den SPE-Fraktionen 10 und 30 detektierbar. Die Fraktionen 0-40 zeigten bei der DC jeweils
eine Bande mit einem R-Wert von 0,3. In der HPLC war in den Fraktionen 10 und 40 das rei-
ne GS-DNB detektierbar.

Konjugationsrate Photometer DC HPLC
SPE- SPE- SPE-
Thiol Puffer pH R¢
Fraktion Fraktion Fraktion
GSH KPP 7,8
Tris/HC1 7,8
Ohne NH; | GS-DNB 10 +30 0-40 0,3 10+ 40
CDNB - 55+60
Mit NH; GS-DNB 0-40 - - 10 + 65
CDNB 80 - - 0+70+90
7GC H,O 6
Borat 8,2
vGC-
Ohne NH; DNB 40 0-40 0,35 -
CDNB 55+60+90 50-60
. vGC- 0+10+40+ ) ) 0+10+40+
MitNHs 1 pNB 60 60
CDNB 90 0+ 55
Cys NaPP 7,5
Tris/HC1 7,5
Cys-
Ohne NH; DNB 30 30-60 0,6 30-40
CDNB 100 60
. Cys-
Mit NH; DNB 0+ 55-60 - - 60

CDNB - - - 40+ 70
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1.8 Saubere Konjugate fiir ausgewihlte Versuche

Fiir die GSH-Konjugate wurden Glutathion und CDNB ohne Zugabe von NH; oder NaOH
zusammen in einen physiologischen Puffer (Tris/HCl 0,1 mM) mit einem pH-Wert von 7,8
gegeben und liber SPE-Siulen aufgereinigt. AnschlieBend wurden die Fraktionen 10-40 zu-
sammengegeben und lyophilisiert.

Die Konjugate wurden dann fiir die Versuche in Wasser gelost. Eine Bestimmung der einge-
setzten Molaritét erfolgte im Photometer bei 340 nm mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten

fiir CDNB (¢ = 9,6) und Formel 8.

Formel 8: Bestimmung der Molaritiit einer Losung

OD - im Photometer gemessene Extinktion [OD]
V — Gesamtvolumen in der Kiivette

v — Volumen der Probe

¢ = Extinktionskoeffizient (spezifisch fiir Substrat)
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2 Transportstudien mit pflanzlichem Gewebe

2.1 Transport von GSH-Konjugat und Cys-Konjugat durch verschiedene Gewebe von
Gerstenkeimlingen von der Wurzelbasis zur Wurzelspitze

Die PITMAN-Kammer ist eine kleine Inkubationskammer, die mittels kleiner Stege in 3

Kompartimente (A, B, C) unterteilt werden kann. In diese Kammer wird Pflanzenmaterial,

z. B. Gerstenwurzeln, gespannt, durch das hindurch von Kompartiment A nach Kompartiment

C die Konjugate geleitet werden sollen.

Durch die Gerstenwurzeln, deren Wurzelspitze abgeschnitten wurde, findet in den ersten
45 min. kein nennenswerter Transport der Konjugate von Kompartiment A, in dem die Kon-
jugate vorgelegt waren, nach Kompartiment C durch die Wurzel statt (Abb. 34A). In Kompar-
timent C der jeweiligen PITMAN-Kammer nimmt die Menge der Konjugate dann jedoch zu.

Es fillt auf, daB die Konzentration des GSH-Konjugates stirker zunimmt als die Konzentrati-

on des Cystein-Konjugates.

Ein recht dhnliches Bild zeigt sich auch fiir die vollstdndigen Gerstenwurzeln (Abb. 34B). Ei-
ne Konjugatabgabe nach C ist erst nach etwa einer Stunde mefbar. Wihrend die Konzentrati-
on des GSH-Konjugates im entsprechenden Experiment dann rasch zunimmt, steigt die Men-

ge des Cys-Konjugates im analogen Versuch nur zdgerlich an.

Wie schon fiir die Wurzeln mit und ohne Spitze gezeigt werden konnte, erfolgt auch durch die
Pflanzen ohne Wurzelspitze ein Transport der Konjugate (Abb. 34C). Hier ist die Konzentra-
tionszunahme allerdings schon etwas friiher meBbar, langfristig scheint die Transportge-
schwindigkeit aber nahezu gleich zu sein.

Auch hier zeigte sich, daBl das GSH-Konjugat schneller transportiert wird als das Cys-
Konjugat.

Durch die vollstindigen Gerstenpflanzen wird das GSH-Konjugat vergleichsweise schnell
transportiert. In Kammer C ist eine starke Konzentrationszunahme mef3bar (Abb. 34D). Das
Cys-Konjugat wird dagegen nur langsam weitergeleitet.

In allen Fillen wird also das grofBere GSH-Konjugat schneller transportiert als das kleinere

Cys-Konjugat.
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Abb. 34: Transport der Konjugate (Konzentration = 15 mM) durch verschiedene Gewebe von Gersten-
keimlingen. Die schwarzen Punkte markieren das GSH-Konjugat, die weillen Punkte das
Cystein-Konjugat. Es wurden zu jedem MeBzeitpunkt dreimal 150 pl Losung aus Komparti-
ment C der PITMAN-Kammer entnommen und im Photometer bei 340 nm gemessen. Nach
Mittelwertbildung der gemessenen Extinktionen und Errechnung der Standardabweichung (n
= 3) konnte iiber eine Kalibriergerade die Konjugat-Konzentration bestimmt werden. A —

Wurzeln ohne Spitze, B - Wurzeln mit Spitze, C — ganze Pflanzen ohne Wurzelspitze, D — gan-
ze Pflanzen mit Wurzelspitze.
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2.2 Transport von 1,5 mM GSH-Konjugat

In einer Versuchsreihe wurde der Transport von GSH-Konjugat getestet, das gegeniiber den
ibrigen Versuchen 1:10 verdiinnt war. So sollte iiberpriift werden, ob die Konzentration des
Konjugates einen Einfluf} auf die Transportgeschwindigkeit hat.

Es zeigte sich wieder einmal, dall das Konjugat durch die vollstdndigen Pflanzen nach Fiitte-
rung ins Blatt am schnellsten transportiert wird (Abb. 35). Zwischen den Wurzeln sind die

Unterschiede nur gering (Abb. 35).

10
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Abb. 35: Transport von 1,5 mM GSH-Konjugat durch verschiedene Gewebe von Gerstenkeimlingen. Die
schwarzen Kreise bilden den Transport durch die ganze Pflanze ab, weille Kreise den Trans-
port durch die Gerstenwurzeln ohne Spitze und schwarze Dreiecke den Transport durch
Wurzeln mit Spitze. Nach Abzug der Eigenabsorption des Transportmediums wurde — wie

auch bei den vorangegangenen Transportstudien — iiber eine Kalibiergerade die Konjugat-
Konzentration bestimmt.
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2.3 Transport von GSH-Konjugat von der Wurzelspitze zur Wurzelbasis

Versuche, bei denen die Wurzeln ,,verkehrt herum®, also mit der Spitze in Kompartiment A,
in die PITMAN-Kammer eingespannt wurden, blieben ergebnislos. Wiederaufnahme und an-
schlieBender Transport des Konjugats (15 mM) von der Wurzelspitze zum Sprofl konnten
nicht festgestellt werden (Abb. 36).
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Abb. 36: Transport des GSH-Konjugats durch verschiedene Gewebe von Gerstenkeimlingen. Die
schwarzen Kreise bilden den Transport durch die ganze Pflanze ab, weille Kreise den Trans-
port durch die Gerstenwurzeln ohne Spitze und schwarze Dreiecke den Transport durch
Wurzeln mit Spitze.
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2.4 Transportgeschwindigkeiten durch die verschiedenen Gewebe

Uber die Ermittlung und grafische Darstellung (Abb. 37) der Transportraten wird deutlich,
dal3 das GSH-Konjugat stets schneller transportiert wird als das Cys-Konjugat.

Der Transport des GSH-Konjugates ist in den Wurzeln mit Wurzelspitze besser als in dekap-
tierten Wurzeln bzw. Pflanzen, denen die Wurzelspitze abgeschnitten wurde, am schnellsten
erfolgt die Weiterleitung in vollstindigen Gerstenpflanzen.

Auch der Transport von Cys-X ist vom Gewebe abhingig. Durch dekaptierte Wurzeln wird
das Konjugat anndhernd so schnell transportiert wie das GSH-Konjugat. Sind die Wurzeln
jedoch vollstdndig oder soll das Konjugat durch eine Pflanze mit abgeschnittener Wurzel
transloziert werden, gehen die Transportraten merklich zuriick. Durch vollstdndige Pflanzen

kann ein sehr rascher Transport festgestellt werden.

|

WoS -

|

WmS -

i

PoWS -

PmWS -

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Konzentration [umol/mi]

Abb. 37: Zunahme der Konjugat-Konzentration in pmol/ml pro Minute in Kammer C. W o0 S = Wurzeln
ohne Spitze; W m S = Wurzeln mit Spitze; P o WS = Pflanze ohne Wurzelspitze; P m WS =
Pflanze mit Wurzelspitze. Dunkelrot = GS-X, orange = Cys-X.
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2.5 BUNSEN/’sches Effusionsgesetz

Die Diffusion von Gasen durch porése Membranen 146t sich mit dem BUNSEN "schen Effusi-
onsgesetz (Formel 9) beschreiben (Gerthsen et al. 1982).

Siau konnte zeigen, dal diese Gleichung auch grob fiir in Fliissigkeiten geloste Molekiile und
deren Weiterleitung durch pflanzliche Gewebe Giltigkeit hat (Siau 1984). So kann man in
recht guter Anndherung Unterschiede im Transport groBer Molekiile wie von GS-X und Cys-
X durch porose Medien mit Hilfe einer einfachen Formel charakterisieren.

Rein rechnerisch ergibt sich fiir die Diffusion von Cys-X und GS-X durch enge Poren oder
englumige Gefalle ein Wert von 0,78 (Tab. 9). Das bedeutet, dal das Cys-Konjugat aufgrund
seiner geringeren Masse (u = 288) - und damit einhergehend seines kleineren Volumens -

schneller diffundiert als das GSH-Konjugat mit seiner groBeren Masse (u = 474).

vl m2

Formel 9 —=
v2 ml

V. Geschwindigkeit von Konjugat n
m, Masse von Konjugat n [g/mol]
m; = GS-DNB (474 u)

m, = Cys-DNB (288u)

Die Versuche mit der PITMAN-Kammer ergaben jedoch ein anderes Bild.

Findet der Transport durch isolierte Gerstenwurzeln ohne Wurzelspitze statt, stellt sich her-
aus, dall das Verhiltnis der Transportraten vom GSH- und Cys-Konjugat nicht dem theoreti-
schen Wert von 0,78 entspricht, sondern 1,08 betrdgt (Tab. 9). Das bedeutet, dall das groBere
GSH-Konjugat schneller durch das Pflanzenmaterial geleitet wird als das kleinere Cys-
Konjugat.

Wird den Wurzeln die Spitze belassen, ergibt sich ein noch héherer Wert (2,44). Demnach
kann die Weiterleitung der GS-X-Molekiile in der Pflanze durch die Anwesenheit der Wur-
zelspitze noch beschleunigt werden.

Ahnliche Ergebnisse brachten Versuche mit jungen Gerstenpflanzen. War die Wurzelspitze
abgeschnitten worden, ergab sich ein Verhiltnis zwischen Cys-X und GS-X von 1,34. Auch
aus ganzen Pflanzen mit Wurzelspitze konnte eine Beschleunigung des Glutathiontransports

gemessen werden, so dal} sich ein Verhiltnis von 2,65 errechnete.
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Die errechneten Werte sind in jedem Falle >1. Somit ist klar, dass das groere GS-X stets
schneller durch das Gewebe geleitet wird als das Cys-X. Damit muss Diffusion als treibende
Kraft ausgeschlossen werden, und man muss folgern, dass ein echter Transportvorgang vor-

liegt.

Tab. 9: Verhiltnis der Transportgeschwindigkeiten von Cys- und GSH-Konjugat nach dem BUN-
SEN’schen Ausstromungsgesetz.

v [m2
V2 m1

Diffusiver Transport 0,78

Wurzeln 1,08

Wurzeln mit Wurzelspitze 2,44
Pflanzen 1,34
Pflanzen mit Wurzelspitze 2,65

Im Falle eines Transportes sollte es moglich sein, diesen zu hemmen. Werden beispielsweise
die Plasmodesmata durch KCIl-Wirkung geschlossen, diirfte kein Transport mehr feststellbar
sein, und es lieBe sich durch Inkubation der Wurzeln mit einer KCI-Lésung bestimmen, ob

der Transport symplastisch oder apoplastisch erfolgt.
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2.6 Hemmung des Transportes

Um zu testen, ob der GS-X-Transport mit 110 mM KCI-Lésung gehemmt werden kann, wur-
den zunichst Gerstenwurzeln ohne Spitze in die PITMAN-Kammer eingespannt und der un-
beeinflufte Transport eine Stunde lang gemessen.

Nachdem eine Konjugatzunahme in Kammer C festgestellt werden konnte, wurde in eine
Kammer (Kompartiment B) die KCI-Losung gefiillt. Zur Kontrolle wurde der Transport in
einer PITMAN-Kammer ohne KCl gemessen.

Wie aus Abb. 38 ersichtlich ist, konnte der Transport des GS-X gut mit KCI-Losung gehemmt
werden. Zwar ist noch eine kurze Zeit lang eine leichte Konjugatzunahme in Kompartiment C
mefBbar, langfristig wird aber kein Konjugat durch das Gewebe geleitet.

Vor allem im Vergleich zur unbeeinfluten Kontrolle ist eine deutliche Hemmwirkung festzu-

stellen.
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Abb. 38: Hemmung des Transportes in der PITMAN-Kammer mit 110 mM KCI. Die durchgezogene Li-
nie stellt den Transport in den unbeeinflufiten Kontrollwurzeln dar, die gepunktete Linie den

Transport in den mit KCI behandelten Wurzeln. Der rote Kreis markiert die Zugabe der KCI-
Losung.
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3 Wirkungen auf Glutathion-S-Transferasen (GSTs) in Pflanzen

3.1 Entgiftungskapazititen von Meerrettich-Wurzelkulturen

Wie in den Versuchen mit der PITMAN-Kammer gezeigt werden konnte, sind Pflanzen in der
Lage, iiber die Wurzeln Fremdstoff-Metabolite abzugeben.

Gelagen diese Stoffe nun in den Boden, ist ein Einfluf auf benachbarte Pflanzenwurzeln und
Organismen in der Rhizosphire nicht auszuschlieen.

Deshalb wurden transformierte Meerrettich-Wurzeln mit den Fremdstoff-Metaboliten inku-
biert und die Verdanderung der GSTs iiber die Zeit gemessen.

Parallel dazu wurde tliberpriift, wie sich die Enzym-Aktivititen entwickeln, wenn die Wurzeln

mit dem Bodenbakterium Serratia liquefaciens inokuliert sind.

3.1.1 Zugabe von GS-X
In dieser Versuchsreihe zeigte sich, daf3 schon allein die Zugabe von Serratia liquefaciens ei-
nen Einfluf auf den Enzymhaushalt der Wurzeln hat. Zum Zeitpunkt t, ist in den Serratia i-
nokulierten Wurzeln der Umsatz von CDNB deutlich gegeniiber den sterilen Wurzeln erhoht.
Fiir die iibrigen Substrate (DCNB und NBOC) wird dagegen ein merklich verringerter Um-
satz gemessen.
Die CDNB-GST-Aktivitdt erreicht sowohl in den sterilen als auch in der Serratia inokulierten
Wurzeln 3 Std. nach der Inkubation mit GS-X ihr Maximum (Abb. 39A). In den besiedelten
Wurzeln ist die Aktivitit anfinglich erhoht gegeniiber den sterilen Kulturen. Uber einen lin-
geren Zeitraum (24h) verringert sich die Umsatzrate jedoch wieder.
Die Aktivitdt der DCNB-GST geht 3 Std. nach der Konjugat-Zugabe vollstindig zuriick und
bleibt wihrend des Experiments mehr oder weniger niedrig (Abb. 39B). Dabei sind die Unter-
schiede zwischen den sterilen und den besiedelten Wurzeln nur marginal und statistisch nicht
abgesichert.
Ahnlich verhilt sich die NBC-GST-Aktivitit in den sterilen Wurzeln, auch hier erfolgt zu-
nichst ein Zusammenbruch der Aktivitit. Uber die Zeit ist jedoch wieder eine stetige Aktivi-
tatszunahme zu verzeichnen (Abb. 39C).
In den Serratia besiedelten Wurzeln zeigt sich ein anderes Bild. Die Enzymaktivitit wird zu-
nichst gesteigert, geht dann leicht zurtick, um 24 Std. nach der Zugabe des GS-X ihr Maxi-
mum zu erreichen (Abb. 39C).
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Eine drastische Reaktion zeigt die NBOC-Aktivitdt. Sie wird in allen Wurzeln durch die Kon-
jugat-Zugabe stark erhoht (~ 4 pkat/mg) und bleibt auch {iber die Zeit auf diesem hohen Ni-
veau (Abb. 39D). Die sterilen Wurzeln zeigen ihr Umsatzmaximum 6 Std. nach der Konjugat-
Zugabe, wohingegen in den inokulierten Wurzeln bereits nach 3 Std. die hochste Reaktion
gemessen wird.

Auffallend ist, dal} dhnliche Substrate wie CDNB und DCNB bzw. NBC und NBOC sehr un-
terschiedlich umgesetzt werden. Weiterhin féllt auf, dafl die Umsatzrate fiir ein Substrat vollig

zuriickgeht, wiahrend die Rate fiir ein anderes Substrat drastisch erhoht ist.
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Abb. 39: Zeitliche Entwicklung der Umsatzraten der verschiedenen GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg
Protein) in sterilen Meerrettichwurzeln (schwarze Punkte) und in mit Serratia liquefaciens i-
nokulierten Meerrettichwurzeln (weille Punkte) nach Zugabe von GS-X. Umsatz von A —
CDNB; B - DCNB; C — NBC und D — NBOC (aus: Diekmann et al. 2004).
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3.1.2 Zugabe von yGC-X
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Abb. 40: Zeitliche Entwicklung der Umsatzraten der verschiedenen GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg
Protein) in sterilen Meerrettichwurzeln (schwarze Punkte) und in mit Serratia liquefaciens i-
nokulierten Meerrettichwurzeln (weille Punkte) nach Zugabe von yGC-X. Umsatz von A —
CDNB; B - DCNB; C — NBC und D - NBOC.
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Innerhalb des pflanzlichen Organismus’ werden die Xenobiotika nicht nur mit GSH konju-
giert und auf diese Weise entgiftet, die GSH-Konjugate werden auch noch weiter metaboli-
siert. Erstes Abbauprodukt ist das yGS-X (Bakke et al. 1994).

Darum wurde auch der Einflufl dieses Konjugates auf die Meerrettich-Wurzeln getestet.

Werden die sterilen Meerrettichwurzeln mit yGC-X behandelt, wird die hochste Umsatzrate
fiir CDNB nach 6 Std. erreicht. Sind die Wurzeln zusétzlich mit Serratia liquefaciens besie-
delt, wird die hochste Rate erst nach 9 Std. festgestellt, die Aktivitit ist jedoch deutlich héher
als in den sterilen Wurzeln (Abb. 40A).

Eine Verdnderung der Umsatzes fiir DCNB wird iiber die Zeit in den sterilen Wurzeln nicht
gemessen (Abb. 40B). Dafiir zeigen die Serratia inokulierten Wurzeln eine deutliche Reakti-
on. 3 Std. nach Inkubation steigt die Umsatzrate um den Faktor 5 an. Weitere 3 Std. spéter (tc)
ist der Umsatz wieder verringert und néhert sich nach 24 Std. dem Kontrollwert an.

Der Umsatz von NBC ist in allen Behandlungen nur gering, in den Serratia besiedelten Wur-
zeln geht er sogar vollstiandig zuriick (Abb. 40C).

Die sterilen Wurzeln zeigen weiterhin nur geringen Umsatz von NBOC (Abb. 40D), iiber die
Zeit ist jedoch ein Anstieg der Aktivitdt festzustellen. Sind die Wurzeln mit Serratia liquefa-
ciens besiedelt, wird 3 Std. nach Behandlung ¢in sehr hoher Umsatz von NBOC gemessen
(etwa das 10fache gegeniiber der Anfangsaktivitit), der nur langsam wieder zuriickgeht. Auch
9 Std. nach Inkubation ist die Umsatzrate noch verhiltnisméBig hoch, nach 24 Std. jedoch

wieder vollkommen unterdriickt.

Auch in dieser Versuchsreihe fillt auf, dafl chemisch dhnliche Substrate vollig unterschiedlich
umgesetzt werden. Ebenso ist bemerkbar, dall einige Substrate fast gar nicht umgesetzt wer-

den, fiir andere dagegen extrem hohe Aktivititen gemessen werden.

Die deutlichen Zunahmen der Aktivititen infolge der Inkubation zeigen alle den bekannten
Verlauf eines ,,bursts®, also eines sprunghaften Ansteigens der Enzymaktivititen, wie es fiir
den oxidativen burst nach Pathogeninfektion beschrieben ist.

Da dies ausschlieBlich in den mit Serratia liquefaciens inokulierten Wurzeln geschieht,
scheint offenkundig eine enge Korrelation zwischen einer bakteriellen Besiedlung und der

Reaktion auf yGC-Konjugate zu bestehen.
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3.1.3 Zugabe von Cys-X
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Abb. 41: Zeitliche Entwicklung der Umsatzraten der verschiedenen GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg
Protein) in sterilen Meerrettichwurzeln (schwarze Punkte) und in mit Serratia liquefaciens i-
nokulierten Meerrettichwurzeln (weile Punkte) nach Zugabe von Cys-X. Umsatz von A —
CDNB; B - DCNB; C — NBC und D - NBOC.
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SchlieBlich wurde auch noch der Einflu des Cys-Konjugates auf die Meerrettich-Wurzeln
getestet. Dieser Fremdstoff-Metabolit entsteht durch den weiteren Abbau des yGC-
Konjugates im Zuge der pflanzlichen Entgiftung (Lamoureux & Rusness 1993). Der Theorie

nach sollte dieses Konjugat die geringsten Effekte hervorrufen.

Auch in dieser Versuchsserie wurden die groBten Verdnderungen innerhalb der ersten Stun-
den des Experimentes gemessen. Die sterilen Wurzeln erreichen das Maximum ihrer GST-
Aktivitit fiir den Umsatz von CDNB bereits nach 3 Std. Danach fillt die Aktivitit wieder na-
hezu auf ihr Anfangsniveau zuriick. Sind die Wurzeln mit Serratia liquefaciens inokuliert,
zeigt sich liber die gesamte Zeit kaum eine Verdnderung in der Aktivitdt (Abb. 41A).

Das Muster des DCNB-Umsatzes dhnelt dem des CDNB-Umsatzes, die Aktivitéit betragt je-
doch nur etwa ein Zehntel (Abb. 41B). Auch hier haben die sterilen Wurzeln ihr Aktivitéts-
maximum nach 3 Std., wihrend die besiedelten Wurzeln nur marginale Verdnderungen zei-
gen. Dies ist statistisch jedoch nicht abgesichert.

Die sterilen Wurzeln zeigen eine relativ hohe Anfangsaktivitdt fiir den NBC-Umsatz, die je-
doch nach 3 Std. Inkubation mit Cys-X vollig zum Erliegen kommt. Bis zur 12. Std. steigt die
Aktivitit wieder auf Hohe der Anfangsaktivitdt an und erhdht sich bis zur 24. Std. noch wei-
ter. Die Serratia inokulierten Wurzeln zeigen im Vergleich zu den sterilen Wurzeln keine
nennenswerten Verdnderungen im Umsatz von NBC (Abb. 41C).

Auch die Aktivitdt fiir den NBOC-Umsatz ist zu Beginn des Versuches in den Wurzeln (steril
und besiedelt) sehr hoch (Abb. 41D).

In den sterilen Wurzeln geht diese Aktivitdt dann schrittweise zuriick, erholt sich dann aber
wieder, um dann bis zum Ende des Versuchs unter das Niveau der Anfangsaktivitét abzusin-
ken.

Deutlich schwicher reagieren die mit Serratia liquefaciens besiedelten Wurzeln. Ein geringer,
aber doch signifikanter Unterschied des NBOC-Umsatzes ist zwischen der 6. und der 9. Std.

mefbar. Generell sind die Verdnderungen allerdings nur gering.

In dieser Versuchsreihe zeigte sich, dal CDNB und DCNB in dhnlicher Weise umgesetzt
werden, die DCNB-Aktivitdt (Entwicklung entsprechender Enzyme &hnlich) jedoch nur einen
Bruchteil der CDNB-Aktivitit betrdgt. Auch die Entwicklung der Aktivitdt der NBC- und
NBOC-GST folgt einem dhnlichen Muster, wobei die NBOC-Aktivitit wiederum nur einen
Bruchteil der NBC-Aktivitdt ausmacht.
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Besonders auftfillig ist hier, daB3 es keine nennenswerten Verdnderungen in den Enzymaktivi-

taten lber die Zeit gibt, wenn die Wurzeln mit Serratia liquefaciens inokuliert sind.

3.1.4 Peroxidase-Aktivitit in Meerrettich-Wurzelkulturen
Ein weiterer Indikator fiir die Entgiftungskapazitit und im weitesten Sinne ein Indikator fiir

Stref3 ist die Peroxidase-Aktivitit.

Die Peroxidase-Aktivitdt steigt in den sterilen Wurzeln bis zur 6. Std. nach der Zugabe von
GS-X an und geht dann wieder zurtick. In den Serratia liquefaciens besiedelten Wurzeln wird
das Aktivitditsmaximum schon nach 3 Std. erreicht (Abb. 42A).

Die Aktivitét betrdgt aber nur etwa 2/3 gegeniiber den Umsatzraten der sterilen Wurzeln. In

allen Wurzeln geht die Aktivitit wieder stark zuriick, bleibt aber tiber den Kontrollen.

Auf die Zugabe von GS-X reagieren Meerrettich-Wurzeln auch im Fall der Peroxidase mit
burst-dhnlicher Induktion. Diese tritt in besiedelten Wurzeln friiher ein als in sterilen. In den
sterilen Wurzeln ist sie jedoch heftiger, hier werden héhere Enzymaktivitidten gemessen.

Nach Erreichen der maximalen Umsatzraten fallt die Aktivitdt wieder zurick.

Werden die Wurzeln mit yGC-X inkubiert, ist {iber die Zeit kaum eine Verdnderung der Akti-
vitdt in den sterilen Wurzeln meBbar. Es gibt Hinweise auf eine leichte Zunahme der Aktivi-
tét, dies ist jedoch nicht signifikant (Abb. 42B).

Die besiedelten Wurzeln reagieren heftiger. So folgt nach einer anfdnglichen Aktivitétsde-
pression zum Zeitpunkt t; ein starker Anstieg.

Die Aktivitdt sinkt dann aber 24 Std. nach Inkubation ab, sie unterschreitet sogar die An-
fangsaktivitét.

Auch dieser Verlauf ist rasch und transient und in Analogie zum oxidativen burst. Nach einer
starken Aktivititszunahme erfolgt ein deutlicher Abfall der Aktivitét. Dies erfolgt jedoch nur

in den besiedelten Wurzeln.

Wurden die sterilen Wurzeln mit Cys-X behandelt, bricht die Peroxidase-Aktivitit, die an-
fanglich sehr hoch war, total ein. Auch 6 Std. nach der Zugabe kann kein Umsatz des Guaja-
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cols gemessen werden. Erst 9 Std. nach Inkubation ist wieder Aktivitit meBbar, weitere
15 Std. spéter ist keine Aktivitdt mehr feststellbar (Abb. 42C).

In den besiedelten Wurzeln folgt auf einen leichten Anstieg 3 Std. nach Konjugat-Zugabe ein
kontinuierliches Abfallen der Aktivitit. Eine statistische Absicherung dieses Effektes ist un-

bedingt erforderlich.

Generell ist die Peroxidase-Aktivitét in Serratia liquefaciens besiedelten Wurzeln hoher als in

den sterilen Wurzeln. Die Reaktion auf extern zugegebenes GS-X ist verzogert.
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Abb. 42: Entwicklung der Peroxidase-Aktivitit [pukat/mg] in sterilen Meerrettichwurzeln (schwarze
Punkte) und in mit Serratia liquefaciens inokulierten Meerrettichwurzeln (weile Punkte) nach
Zugabe von A - GS-X, B - yGC-X und C — Cys-X.
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3.2 GST-Aktivititen in mykorrhizierten Pflanzen

Die Enzymtests wurden mit den iiblichen Substraten CDNB, DCNB und NBOC durchgefiihrt.
Zusitzlich wurde noch der Umsatz von Fluorodifen gemessen. Dies ist ein Gréser-Herbizid
aus der Klasse der Nitrophenlyether (Lamoureux et al. 1990). Die Entgiftung dieses Herbizids
beruht auf einer Etherspaltung und anschlieBender nukleophiler Addition von GSH an den 2-
Nitro-4-fluoromethylphenylrest unter Freisetzung eines Phenols. Da es bis vor wenigen Jah-
ren in der Praxis angewendet wurde, ist eine Bestimmung der entsprechenden GST-Aktivitét

durchaus von Bedeutung.

3.2.1 Gerste (Hordeum vulgare L.)
In den Wurzeln der Gerstenpflanzen ist die CDNB-Aktivitdt generell sehr hoch, wie an der
Kontrolle ersichtlich (Abb. 43A). Diese wird jedoch von Glomus mossea stark und von Acau-
lospora longula nahezu vollstindig unterdriickt. In Glomus intraradices sind die Umsatzraten
dagegen deutlich erhoht.
Die Umsatzrate fiir DCNB ist nur sehr gering (Abb. 43B). Einzige Ausnahme bilden die A-
caulospora longula besiedelten Wurzeln. Hier ist die Aktivitdit sogar extrem hoch
(~100 pkat/mg).
Der Umsatz von Fluorodifen ist in den Wurzeln der Kontrollpflanzen um ein Vielfaches hoher
als alle {tbrigen bisher gemessenen Umsatzraten. Hier wurden Aktivititen um die
6.000 pkat/mg gemessen (Abb. 43C).
Die Acaulospora longula und Glomus intraradices besiedelten Wurzeln zeigen dagegen kaum
bis gar keine Aktivitédten.
Einzig die Glomus mossea mykorrhizierten Wurzeln zeigen dhnlich hohe Umsétze wie die
unmykorrhizierten Kontrollwurzeln.
Interessanterweise ist ein Umsatz von NBOC in den Wurzeln der Kontrollpflanzen nicht
mefbar, wohl aber in den mykorrhizierten Pflanzen (Abb. 43D). Am hochsten ist der Umsatz

wiederum in Glomus mossea.
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Abb. 43: Umsatzraten der verschiedenen GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg Protein) in nicht-
mykorrhizierten Gerstenwurzeln (K = Kontrolle) und mit Acaulospora longula (Al), Glomus
intraradices (Gi) und G. mossea (Gm) mykorrhizierten Gerstenwurzeln. Umsatz von A —
CDNB; B - DCNB; C - Fluorodifen und D - NBOC.
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3.2.2 Spitzwegerich (Plantago lanceolata L.)
Spitzwegerich-Wurzeln scheinen keine Aktivitit fiir CDNB-GST zu besitzen, es konnte keine
in den Kontrollpflanzen gemessen werden. Durch die Besiedlung mit Mykorrhizapilzen wur-
de diese jedoch stark erhoht (Abb. 44A), wobei der Einflul von Glomus intraradices nur ge-
ring ist.
Ein Umsatz von DCNB war in keinem Fall meBbar. Eine leichte Erh6hung des Umsatzes ist
zu verzeichnen, wenn die Pflanzen mit einem Pilz der Gattung Glomus besiedelt sind (Abb.
44B).
Auch in Spitzwegerich ist der Umsatz von Fluorodifen gegeniiber den iibrigen Substraten ex-
trem erhoht. Unmykorrhizierte Wurzeln zeigen Aktivititen um die 13.000 pkat/mg (Abb.
44C). Diese Aktivitdten sind in Acaulospora longula besiedelten Wurzeln leicht, in Glomus
intraradices besiedelten Wurzeln starker reduziert.
Nach Besiedlung mit Glomus mossea konnen im Spitzwegerich die ohnehin hohen Enzymak-
tivitidten sogar noch weiter gesteigert werden.
Die Umsatzraten fiir Fluorodifen sind zwar nicht auf dem Niveau des CDNB-Umsatzes wie
bei der Gerste, verglichen mit den Umsétzen fiir DCNB und NBOC sind sie aber dennoch ex-
trem hoch.
Anders sieht es fiir den Umsatz von NBOC aus (Abb. 44D). Die Kontrollwurzeln weisen eine
Aktivitat auf, die mit Besiedlung von Acaulospora longula um das 8fache gesteigert wird.

Sind die Wurzeln dagegen mit einem Glomus besiedelt, zeigt sich kein Umsatz mehr.
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Abb. 44: Umsatzraten der verschiedenen GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg Protein) in nicht my-

korrhizierten Spitzwegerichwurzeln (K = Kontrolle) und mit Acaulospora longula (Al), Glomus
intraradices (Gi) und G. mossea (Gm) mykorrhizierten Spitzwegerichwurzeln. Umsatz von A —
CDNB; B - DCNB; C - Fluorodifen und D - NBOC.
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3.2.3 Blauschwingel (Festuca glauca L.)
In nicht-mykorrhizierten Schwingel-Wurzeln ist eine hohe CDNB-Umsatzrate mef3bar. Ist die
Wurzel mit einem beliebigen Mykorrhizapilz besiedelt, geht diese Enzymaktivitit zuriick
(Abb. 45A). Ebenso verhilt es sich mit den Umsatzraten fiir DCNB und NBOC (Abb. 45B,
D). In den Kontrollwurzeln ohne Pilz ist stets eine hohere Enzymaktivitét feststellbar als in
mykorrhizierten Wurzeln.
In unbesiedelten Blauschwingelwurzeln konnten sehr hohe Umsatzraten fiir Fluorodifen ge-
messen werden (Abb. 45C).
Eine Besiedlung mit Acaulospora longula oder Glomus mossea unterdriickt diese Aktivititen
vollstandig. Auch mit Glomus intraradices-Besiedlung bleiben die Aktivitdten fiir Fluorodi-
fen-GST etwa 25 % hinter denen der Kontrolle zuriick.
Auffallig ist auch hier wieder, dass die Aktivitit der Fluorodifen-GST ein Vielfaches der {ib-
rigen GST-Aktivititen betragt.

400 400
A
B
= ] ]
g 300 300
=
©
X
=
5
::c§ 200 200 +
=
2
©
€
N
|.|:.| 100 A 100
0 0
K Al Gi Gm K Al Gi Gm
2e+5
400
C
D
= ]
g 2e+5 300 4
=
]
X
=
c
k)
T Te+5 200
=
2
©
I
=
8
|\ Set4 o 100 4
o 0 ¢

K Al Gi Gm

Abb. 45: Umsatzraten der verschiedenen GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg Protein) in nicht my-
korrhizierten Blauschwingelwurzeln (K = Kontrolle) und mit Acaulospora longula (Al), Glo-
mus intraradices (Gi) und G. mossea (Gm) mykorrhizierten Blauschwingelwurzeln. Umsatz
von A — CDNB; B — DCNB; C — Fluorodifen und D — NBOC.
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3.2.4 Peroxidase-Aktivitit
Keine der Kontrollpflanzen zeigt signifikante Peroxidase-Aktivitidt mit dem Substrat Guajacol
(Abb. 46).
Dagegen flihrt Mykorrhizierung stets zu einer Peroxidase-Aktivitdt. Die stirkste Aktivitdt ist
mefbar, wenn Wegerich mit Acaulospora longula mykorrhiziert ist. Ist diese Pflanze mit ei-
nem Glomus besiedelt, verringert sich die Aktivitat (G. mossea) oder geht sogar vollstindig
zuriick (G. intraradices).
Auf Gerstenpflanzen trifft der umgekehrte Fall zu. Bei Besiedlung mit Acaulospora longula
ist die Peroxidase-Aktivitdt am geringsten, bei einem Glomus dagegen deutlich erhdht.
Dieser Trend zeichnet sich auch fiir die Festuca-Wurzeln ab. Auffallend ist hier jedoch, daf3

die Peroxidase-Aktivitdten nur dulerst gering sind.
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Abb. 46: Peroxidase-Aktivititen der verschiedenen Pflanzen (dunkelrot = Gerste, orange = Spitzwege-
rich, oliv = Blauschwingel) mit den unterschiedlichen Mykorrhizapilzen. Angegeben ist die
spezifische Aktivitit in pkat/mg. K = Kontrolle, Al = Acaulospora longula, Gi = Glomus
intraradices, Gm = G. mossea.
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4 Wirkungen auf GSTs in Bodenpilzen
Da mit arbuskuldren Mykorrhizapilzen schlecht gearbeitet werden kann, wurden die Einfliisse

auf das Wachstum von freilebenden Bodenpilzen untersucht.

4.1 Einflufl des GSH-Konjugates auf den radialen Zuwachs

Es zeigte sich, da3 die Konjugate keinen signifikanten Einflull auf das Wachstum der Boden-
pilze haben (Abb. 47). Zwischen der unbeeinflulten Kontrolle und den unterschiedlichen
Konzentrationen gibt es keine signifikanten Unterschiede.

Einzige Ausnahme bildet Fusarium graminearum bei der Konzentration c5 (Abb. 47C). Der

kurzfristige Wachstumsschub gleicht sich iiber die Zeit jedoch wieder aus und ist nicht signi-

fikant.
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Abb. 47: Tiglicher, radialer Zuwachs [mm] von drei Bodenpilzen (A = Trichoderma spp., B = Chaetomi-
um (globosum) C = Fusarium graminearum) unter GS-X-Einfluf. Eine 15 mM Lsung (= cl)
wurde in 10er Schritten von 10™ (= ¢2) bis 10 (=c5) verdiinnt zugegeben. Angegeben ist der
Mittelwert aus drei Platten mit je vier iiber Kreuz liegenden Mef3punkten.
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4.2 GSTs in den Bodenpilzen Chaetomium (globosum) und Trichoderma spp.

4.2.1 Zugabe von GS-X
Durch die Zugabe des GSH-Konjugates ist zunichst fiir beide Pilze ein Einbruch der GST-
Aktivititen feststellbar. Nur in zwei Féllen konnte eine Zunahme gegeniiber den Anfangswer-
ten gemessen werden (Abb. 48A1 (Chaetomium) — 15 mM und A2 (Trichoderma) — 1,5 mM).
Im Laufe der Zeit nehmen die Aktivitdten wieder zu, wobei jedoch kein genereller Trend er-
kennbar ist.
Es scheint weiterhin keine Beziehung zwischen der zeitlichen Entwicklung der Aktivititen
und der Menge des zugegebenen Konjugates zu bestehen.
Chaetomium zeigt stets zum Zeitpunkt to die hochsten Aktivitdten, wenn eine geringe Menge
des Konjugates zugegeben wurde.
Trichoderma zeigt dieses Phdnomen nach Zugabe der hoher konzentrierten Losung.
Auftillig ist, dal die Aktivitit flir CDNB-GST in beiden Fillen nur gering ist, da durch die

Zugabe des GSH-konjugierten CDNBs eine Zunahme zu erwarten war.

Die Pilze reagieren auf die GS-X-Gabe dhnlich wie die transformierten Meerrettich-Wurzeln.
Auch in den Wurzeln war die Aktivitit der CDNB-GST im Gegensatz zur Aktivitit der
NBOC-GST sehr gering.

Offenbar wird nicht, wie erwartet, die CDNB-GST induziert, sondern die NBOC-GST. Den
Beobachtungen zufolge ist dies kein Phdnomen, das in einzelnen Pflanzen auftritt, sondern

sich iiber mehrere ginzlich unterschiedliche Organismen-Typen erstreckt.
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Abb. 48: Zeitliche Entwicklung der Umsatzraten verschiedener GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg Pro-
tein) in Bodenpilzen nach Zugabe von GS-X. Links (1) Chaetomium (globosum), rechts (2) Tri-
choderma spp. Weile Punkte = 1,5 mM, schwarze Punkte = 15 mM. Angegeben ist der stan-
dardisierte Fehler bei n=3. Umsatz von A — CDNB; B — NBC und C - NBOC.
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4.2.2 Zugabe von Cys-X

Auf die Zugabe von Cys-X reagieren beide Pilze sehr heterogen in Bezug auf ihre GST-
Aktivitdten (Abb. 49).

Das Aktivitdtsmaximum erreicht Chaetomium wiederum 9 Std. nach der Zugabe des geringer
konzentrierten Konjugates. In der hoher konzentrierten Variante wird zu diesem Zeitpunkt
eher die geringste Aktivitdt gemessen. Féllt die Aktivitét in der geringer konzentrierten Vari-
ante nach 24 Std. Inkubation stark ab, ist dagegen in der hochkonzentrierten ein Anstieg zu
verzeichnen.

Bei Trichoderma wird das erste Aktivititsmaximum bereits nach 6 Std. gemessen — auch wie-
der in der geringer konzentrierten Variante. Nach einem Riickgang steigen die Aktivitdten ein
weiteres Mal stark an.

In der hoher konzentrierten Variante fillt vor allem das Einbrechen der Aktivitit nach 6 bzw.

9 Std. auf. Es folgt jedoch stets eine Erholung.

Auf die Zugabe das Cys-X reagieren die Pilze mit einer Induktion der NBOC-GST. Dies steht
im Gegensatz zu den Reaktionen der Meerrettich-Wurzeln, die nur verhaltene Aktivitdten der
NBOC-GST zeigten. Dort war dagegen eine starke Induktion der CDNB-AKktivitdt mef3bar.

Die nach GS-X-Gabe gemachte Beobachtung, daf3 dieses Konjugat in mehreren unterschiedli-
chen Organismen die gleichen GSTs induziert, ist auf die Cys-X-Gabe nicht libertragbar. Hier

liegt offenbar ein anderer Sachverhalt vor.
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Abb. 49: Zeitliche Entwicklung der Umsatzraten verschiedener GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg Pro-
tein) in Bodenpilzen nach Zugabe von Cys-X. Links (1) Chaetomium (globosum), rechts (2) Tri-
choderma spp. Weile Punkte = 1,5 mM, schwarze Punkte = 15 mM. Angegeben ist der stan-
dardisierte Fehler bei n=3. Umsatz von A — CDNB; B — NBC und C — NBOC.
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4.2.3 Zugabe von CDNB
Chaetomium (links) reagiert auf die CDNB-Gabe zundchst mit einem Riickgang der GST-
Aktivititen. In der hochkonzentrierten Variante ist dies besonders ausgeprigt (Abb. 50). Uber
die Zeit kommt es jedoch wieder zu einem Anstieg. Dabei fillt auf, dal 6 Std. nach der Zuga-
be der 15 mM Losung ein Anstieg gegeniiber der 3stiindigen Inkubation erfolgt. Dies ist in
der 1,5 mM Variante nicht zu beobachten.
Erstaunlich ist, daB iiber die Zeit die gesamten GST-Aktivititen in Chaetomium in der 15 mM
Variante auf Null zuriickgehen, wogegen sie in der geringer konzentrierten erst bei ty4 ihr Ma-
ximum erreichen.
Trichoderma zeigt 3 Std. nach der Zugabe der hochkonzentrierten CDNB-L6sung fiir alle
Substrate ein Maximum. Im weiteren Verlauf sinken die Aktivititen wieder ab, um nach
24stiindiger Inkubation wieder ein Maximum zu erreichen.
Ist die Losung geringer konzentriert, tritt das erste Aktivititsmaximum spéter ein. Danach
folgt ein Abfallen der Aktivititen.
Im Gegensatz zu Chaetomium bleiben in Trichoderma die GST-Aktivitéiten in der hoher kon-
zentrierten Variante bis 24 Std. nach Inkubation auf einem erhdhten Niveau. In der geringer

konzentrierten Variante sinken sie dagegen ab.
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Abb. 50: Zeitliche Entwicklung der Umsatzraten verschiedener GSTs (Enzymaktivititen in pkat/mg Pro-

tein) in Bodenpilzen nach Zugabe von CDNB. Links (1) Chaetomium (globosum), rechts (2)
Trichoderma spp. Weifie Punkte = 1,5 mM, schwarze Punkte = 15 mM. Angegeben ist der
standardisierte Fehler bei n=3. Umsatz von A — CDNB; B — NBC und C - NBOC.
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5 Wirkungen auf Bodenbakterien

5.1 Bakterielles Wachstum in Fliissigkultur

Es zeigte sich, da3 sowohl die verschiedenen Konjugate als auch die unterschiedlichen Kon-
zentrationen sehr starken Einflufl auf das bakterielle Wachstum haben. Gegeniiber der Kon-
trolle wachsen die Bakterien deutlich langsamer (Abb. 51).

Eine Ausnahme bildet Burkholderia cepacia, deren Wachstum unter CDNB-Einflu3 sogar
signifikant gesteigert wird (Abb. 51B). Dal das CDNB vergleichsweise positive Effekte auf
das Wachstum hat, zeigt sich auch bei Serratia liquefaciens und Burkholderia sacchari (Abb.
51A und C). Auch ihr Wachstum scheint mit CDNB besser zu sein als mit einem Konjugat.
Die gemessenen Unterschiede zwischen den Konjugaten und CDNB sind jedoch nicht signifi-
kant. Sie alle hemmen das Wachstum der Bakterien signifikant gegeniiber der Kontrolle.

Bei Extinktionen iiber 4 handelt es sich um theoretische Werte. Sie kommen durch eine Ver-

diinnung der Testlosung mit anschlieBender Umrechnung zustande.

Extinktion [mOD]

Zeit [n] Zeit[n]

Kontrolle

N GSX 90 mM

——— GSX9mM

ul CysX 90 mM
T CysX 9 mM

] o — — — CDNB 9 mM

Extinktion [mOD]

0 U — .

0 6 12 18 24
Zeit [h]

Abb. 51: Entwicklung der Extinktion [mOD] der verschiedenen Bakterien-Kulturen (A = Serratia lique-
faciens, B = Burkholderia cepacia; C = B. sacchari) nach Zugabe von GS-X, Cys-X und CDNB
in den angegebenen Konzentrationen. Abgebildet sind die Extinktionen als Mittelwerte aus n =
3 sowie die Standardabweichungen.
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5.2 BIOLOG-Versuch

Das BIOLOG®-System ist urspriinglich dafiir entwickelt worden, um im medizinischen Be-
reich auf einfache Weise Bakterien identifizieren zu konnen. Fiir jede Gattung, teilweise sogar
einzelne Arten, entstehen charakteristische Muster aus gefarbten und ungefirbten wells in den
BIOLOG®-Platten, je nachdem, ob die im well vorliegende C-Quelle umgesetzt werden
konnte. Aus der Literatur ist bekannt, dall diese Platten auch verwendet werden, um Verdnde-
rungen der Organismengemeinschaft im Boden nach PSM-Einsatz (z. B. Herbizide) zu mes-
sen (Aratjo et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurden definierte Bakterien in die Platten gegeben. Es sollte tiber-
prift werden, ob einzelne Bakterien-Arten durch Zugabe von GSH-Konjugaten und deren
Abbauprodukten yGC-X und Cys-X sowie der Thiole und Modell-Xenobiotika gezielt im
Wachstum gefordert oder gehemmt werden kdnnen. Somit sollten Riickschliisse auf eine Be-

einflussung der Rhizosphiren-Flora moglich sein.

Samtliche MeBergebnisse sind als Kreisdiagramme (wie oben beschrieben) abgebildet. Der
MafBstab ist in allen Diagrammen gleich. Die Einteilung erfolgte gemdfl der 6 chemischen
Gruppen, wie in Abb. 52 dargestellt.

Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse befinden sich im Anhang (V4, S. 174).

diverses

Amino-
sauren

Carboxyl-
sauren

Polymere

Kohlen-
hydrate

Abb. 52: Einteilung der Kreisdiagramme nach den chemischen Gruppen der BIOLOG® Microplates.
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5.2.1 Serratia liquefaciens
Konjugate
Das GSH-Konjugat iibt bereits 3 Std. nach Inkubation einen fordernden EinfluBl auf die Bak-
terien aus (Bildtafel 1). Dabei bewirkt der Einflu3 der Konzentration im Gesamtbild etwa eine
Verdopplung der Bakterien gegeniiber der Kontrolle. Es fillt allerdings auf, dal} die geringe
Konzentration das Wachstum in Kombination mit einer Carboxylsdure (Sebacinsdure) und
2,3-Butanediol stark fordert, wohingegen die hohere Konzentration das Wachstum in Kombi-
nation mit Lactulose fordert.
Nach 24 Std. sind die Wachstumsunterschiede geringer. Zeigt die gering konzentrierte Vari-
ante ein Muster, das dem nach 3 Std. mehr oder weniger dhnelt, sind die Unterschiede in der
hoher konzentrierten Variante stirker. In einigen wells konnte schlieflich kein Wachstum
mehr festgestellt werden.
Einzig unter Sebacinsiure-Einfluf ist noch eine deutliche Forderung des Wachstums meBbar

(Bildtafel 1).

Werden die Bakterien mit reinem GS-DNB inkubiert, so wird zunidchst das Wachstum ge-
hemmt (Bildtafel 1). Diese Hemmung fallt in der geringer konzentrierten Variante stérker aus
als in der hoher konzentrierten.

Nach 24 Std. zeigen sich keine Unterschiede, weder gegeniiber der Kontrolle noch der ver-

wendeten Konjugat-Konzentration.

Gibt man zu den Bakterien YGC-DNB, so ist hier das Wachstum zunichst gehemmt (Bildta-
fel 2). Mehr Konjugat hemmt weniger, vor allem im Zusammenhang mit Carboxylsduren (Se-
bacinsdure). Mehr Konjugat fiihrt eher zu einer Wachstumsforderung.

Uber die Zeit verschwindet die Hemmwirkung der yGC-Konjugate. Besonders bei Anwesen-
heit von Sebacinsdure wird das Wachstum gegeniiber der Kontrolle gefordert.

Uber die Zeit ist kein EinfluB der Konjugate auf das bakterielle Wachstum mefBbar, héher
konzentriertes Konjugat scheint aber in allen Féllen einen positiven EinfluB3 zu haben.

Der EinfluB3 des Cys-Konjugates dhnelt im Wesentlichen dem EinfluB3 des yGC-Konjugates.
Das Wachstum ist zunidchst gehemmt gegeniiber der Kontrolle, spéter ist es jedoch wieder

ausgeglichen. Eine hohere Konjugat-Konzentration hat leicht wachstumsférdernden Einflul3.
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Auf das Cystein-Konjugat reagiert Serratia liquefaciens dhnlich: in der geringen Konzentrati-
on entspricht der Umsatz der unbeeinfluten Kontrolle, hohe Konzentrationen bewirken, dal3

einige Carboxylsduren liberhaupt nicht mehr genutzt werden konnen (Bildtafel 2).

Die hoher konzentrierten Konjugat-Losungen haben einen stirkeren Einflul auf das bakteriel-
le Wachstum als die geringer konzentrierten.

Anfangliche Wachstumsschwierigkeiten werden tiber die Zeit ausgeglichen. Unter GS-X-
Einflul wird das Wachstum von Serratia liquefaciens gefordert. Cys-X und yGC-X, die sich
in threr Wirkung kaum unterscheiden, hemmen das Wachstum zunéchst, es erfolgt jedoch ein
Ausgleich mit Anpassung an die Entwicklung in den Kontrollplatten. Das iiberdurchschnittli-

che Wachstum wie unter GS-X-Einflufl wird jedoch nie erreicht.

Thiole

Gering konzentriertes GSH kann das Wachstum 3 Std. nach der Zugabe stark fordern, vor al-
lem dann, wenn L-Phenylalanin, D-Galacturonsidure oder a—Keto-Glutarsdure als weitere
Nahrungsquelle angeboten werden (Bildtafel 3a und b).

In Anwesenheit der Kohlenhydrate wachsen die Bakterien nur geringfiigig schwécher als in
der Kontrolle. In allen iibrigen wells ist das Wachstum eher gehemmt.

Ist das GSH hoher konzentriert, bleibt das Wachstum deutlich hinter der Kontrolle zuriick.
Nach 24 Std. ist das Wachstum stark gefordert. Besonders in der Gruppe der Carboxylsduren
wachsen die Bakterien verstarkt.

Allem Anschein nach ist die Wirkung des Thiols von der Konzentration abhingig, denn in

Anwesenheit von mehr GSH wachsen die Bakterien schneller.

Wie schon unter GSH-Einflu8 wichst Serratia liquefaciens nach yGC-Zugabe zunéchst lang-
samer (Bildtafel 3 a und b). Ist eine Substanz aus der Gruppe der Aminosduren zugegen, be-
stehen kaum Unterschiede zur Kontrolle. Eine Ausnahme bildet L-Ornithin, hier wird das
Wachstum stark gefordert.

Auch o- und y-Hydroxybuttersdure, zwei Carboxylsduren, haben positive Effekte auf das

Wachstum. Ist das Thiol hoher konzentriert, ergibt sich ein anderes Bild. Hier sind die Unter-
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schiede zwischen den einzelnen wells sehr groB3. In vielen wells findet gar kein Wachstum
statt, in einigen wenigen ist das Wachstum dafiir drastisch verbessert.

Wird Serratia liquefaciens 24 Std. mit yGC inkubiert, so hat das z. T. stark fordernden
EinfluB3 auf das bakterielle Wachstum. Nur in wenigen wells stagniert es.

Die Wirkung ist auch hier von der Konzentration abhéngig. Je mehr Thiol zu den Bakterien
gegeben wird, desto groBer ist die Forderung. Es fillt auf, dal in der hoher konzentrierten Va-
riante vor allem mehr Carboxylsduren und Kohlenhydrate umgesetzt werden als in der niedri-

ger konzentrierten.

Auch das Cys unterdriickt zunachst das Wachstum von Serratia liquefaciens (Bildtafel 3a und
b). Einzig in Verbindung mit o—Keto-Glutarsdure, D-Galacturonsidure oder Urocanséure, bzw.
o—Keto-Valeriansdure und L-Alaninamid in der h6her konzentrierten Variante, ist das Wachs-
tum stark gefordert.

War bei GSH- und yGC-Zugabe das Wachstum entweder in den Kohlenhydrat- oder Amino-
sdure-haltigen wells genauso wie in der Kontrolle, so ist es nach Cys-Zugabe in den wells
beider Gruppen ausgeglichen.

Wird die Cys-Konzentration erhoht, verschwindet diese Auffalligkeit und schligt in eine ge-
ringfiigige Wachstumsminderung um. Steht neben dem Cys auch a—Keto-Glutarsédure oder D-
Galacturonsédure als Nahrungsquelle zur Verfiigung, erfahrt das Wachstum eine starke Forde-
rung.

Uber die Zeit nimmt das Wachstum vor allem in der gering konzentrierten Variante zu. Das
Muster dhnelt dem von gering konzentriertem yGC nach 24 Std. Ist das Cys hoher konzent-
riert, ist das Wachstum zwar auch gefordert, doch nicht so stark wie bei der geringeren Cys-

Gabe (Bildtafel 3 a und b).

Anfangliche Wachstumsschwierigkeiten werden im Laufe der Zeit ausgeglichen.

Es ist kein Trend erkennbar, ob das Thiol oder dessen Konzentration einen entscheidenden
Einfluf} hat.

Die Auswirkungen der Thiole auf das bakterielle Wachstum sind génzlich anders als die der

Konjugate.
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Modell-Xenobiotika

Das freie, unkonjugierte CDNB hat, gering konzentriert, in den ersten 3 Std. einen erstaunlich
positiven Effekt auf das Wachstum. Steht noch D-Glucuronsdure zur Verfiigung, wichst Ser-
ratia liquefaciens sogar besser als die Kontrolle (Bildtafel 4).

Ist das CDNB hoher konzentriert, wird das Wachstum von Serratia liquefaciens deutlich ge-

hemmt.

Nach 24 Std. entsteht ein Muster in der gering konzentrierten Variante, da Ahnlichkeiten mit

denen der Thiole ausweist. Es tritt eher eine Wachstumsfoérderung auf.

Das DCNB dagegen hemmt das Wachstum von Serratia liquefaciens in beiden verwendeten
Konzentrationen. Vereinzelt treten in der gering konzentrierten Variante Forderungen auf.

Diese verschwinden jedoch im Laufe der Zeit (Bildtafel 4).

CDNB kann das Wachstum von Serratia liquefaciens fordern, eine >2 mM konzentrierte L6-

sung hat jedoch hemmenden Einflu8. DCNB unterdriickt dagegen das bakterielle Wachstum.
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Bildtafel 1 Serratia liquefaciens

GS-X ¢t t3

t24
Parent Mix
GS-X c¢2 t3 t24
Parent Mix

GS-DNB c1 t3 t24

GS-DNB c2 t3 t24

* »

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (cl1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinfluite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 2 Serratia liquefaciens

yGC-X ¢l 3

t24
Parent Mix

® o=

yGC-X «c2 t3

t24
Parent Mix

Cys-X 1 t3 t24
Parent Mix

Cys-X c2 t3

t24
Parent Mix

® o

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (c1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinfluite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 3a Serratia liquefaciens

GSH «c1 t3 t24

* =

GSH «¢2 t3 t24

yGC 1 t3 t24

yGC c2 t3 t24

S 2

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (c1 = 0,45 mM, c¢2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 3b Serratia liquefaciens
Cys ci t3 t24
Cys c2 t3 t24

7

i

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (c1 = 0,45 mM, ¢2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau
dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6

chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 4 Serratia liquefaciens

CDNB c1 t3 t24
& -~
CDNB c2 t3 t24
s <
DCNB c1 t3 t24
N (S
DCNB c2 t3

t24

(S (D

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links

angegebenen Losung (cl1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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5.2.2 Burkholderia cepacia
Konjugate
Burkholderia cepacia reagiert auf das GSH-Konjugat relativ verhalten, zeigt aber einen deut-
lichen Wachstumsschub, sobald Glucose-1-Phosphat im well enthalten ist (Bildtafel 5).
Ist die Konjugat-Losung hoher konzentriert, sind die Unterschiede zwischen den einzelnen
Substraten grofler, auch der fordernde Einflul3 tritt deutlicher hervor.
Die Unterschiede zwischen den beiden Konzentrationsstufen verwischen im Laufe der Zeit,
und es entstehen zwei nahezu identische Muster.
Der Einflull des GSH-Konjugates auf Burkholderia cepacia ist stets ein positiver, der sich in

einer Forderung des Wachstums duflert.

Wird zu Burkholderia cepacia gering konzentrierte GS-DNB-L6sung gegeben, ist das Wachs-
tum im Vergleich zur Kontrolle in den ersten 3 Std. ausgeglichen. Eine Erhéhung der Kon-
zentration bewirkt eine Forderung (Bildtafel 5).

24 Std. nach Inkubation ist das bakterielle Wachstum unter Einflul der gering konzentrierten
Losung in allen wells stark gehemmt. Ist die Losung hoher konzentriert, bestehen keine Un-

terschiede zur unbeeinfluften Kontrolle.

Nach Zugabe von yGC-X bleibt das bakterielle Wachstum in den ersten 3 Std. hinter der Kon-
trolle deutlich zuriick. Ausnahmen bilden die wells, in denen Thymidin (gering) bzw. Gluco-
se-1-Phosphat (hoch) enthalten ist. Dort wird das Wachstum gefordert (Bildtafel 6).

Nach 24 Std. ist das Wachstum der gering konzentrierten Variante fast vollstindig unter-
driickt. In der hoher konzentrierten Variante zeichnet sich vereinzelt eine leichte Wachstums-

forderung ab.

Das gering konzentrierte Cys-Konjugat unterdriickt das Wachstum von Burkholderia cepacia
wiéhrend der ersten 3 Std. Bei Zugabe hoherer Konzentrationen reicht das Wachstum fast an
das der Kontrolle heran, in Ausnahmeféllen (Thymidin/Glucose-1-Phosphat) ist das Wachs-
tum deutlich verbessert (Bildtafel 6).

Uber die Zeit gleichen sich in der gering konzentrierten Variante die Unterschiede an, und das
Wachstum ist nur geringfiigig anders als das in den Kontrollplatten.

Hochkonzentriertes Cys-X bewirkt iiber die Zeit eine recht starke Wachstumsforderung.
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Die hoher konzentrierten Parent-Mix-Losungen bewirken langfristig eine leichte Wachstums-
forderung. GS-DNB kann, gering konzentriert, das Wachstum hemmen, héher konzentriert

hat es keinen Einfluf3 auf Burkholderia cepacia.

Thiole

In den ersten 3 Std. wird das Wachstum von Burkholderia cepacia durch das gering konzent-
rierte GSH nur vereinzelt gefordert. Wird das Thiol hoher konzentriert zugegeben, ist diese
Wirkung leicht abgeschwicht. Generell scheint GSH das Wachstum zunichst zu hemmen
(Bildtafel 7a und b).

Mit der Zeit kommt es jedoch in beiden Varianten zu einer starken Forderung. Diese ist unter
Einfluf} des gering konzentrierten GSH heftiger.

Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir das yGC. In den ersten 3 Std. kommt es nur in wenigen Fal-
len zu einer Forderung des Wachstums, wobei geringer konzentriertes yGC besser fordert als
gering konzentriertes GSH (Bildtafel 7a und b).

Nach 24 Std. ist das Wachstum von Burkholderia cepacia stark gefordert. Auch hier ist es un-
ter Einflu3 des gering konzentrierten yGC besser.

Unter Cys-EinfluB3 wird das Wachstum deutlich gehemmt (Bildtafel 7a und b). In der héher
konzentrierten Variante kann es in Einzelfdllen zu einer Férderung kommen (D-Gluconsiure,
B-Hydroxybuttersédure).

Uber die Zeit zeichnet sich der gleiche Trend ab wie fiir die anderen Thiole auch. Das Wachs-
tum wird stark gefordert. Im Falle des Cys ist jedoch nicht eindeutig, ob die Férderung bei

weniger Cys stirker ist.

Das Wachstum von Burkholderia cepacia ist nach Thiol-Zugabe stark vermindert. Es folgt
aber eine kréiftige Wachstumsforderung.

Diese Forderung betrifft fiir alle Thiole stets die gleichen wells, so dall zwischen den Thiolen
keine Unterschiede bestehen.

Einzig die Konzentration scheint einen leichten Einflul zu haben. Dies ist jedoch nicht gesi-

chert.
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Modell-Xenobiotika

Das Wachstum von Burkholderia cepacia wird zu Beginn des Versuchs grofitenteils durch
das CDNB gehemmt. Nur in Ausnahmefillen (Essigsdure, D,L-Milchsdure, a-D-Lactose)
wird das Wachstum gefordert (Bildtafel 8).

Ist das Modell-Xenobiotikum hoher konzentriert, fillt die hemmende Wirkung schwécher aus.
Auch hier kann es u. U. zu einer relativ starken Forderung kommen.

Nach 24 Std. Inkubation liegt das Wachstum beider Behandlungen deutlich iiber dem der
Kontrolle. Unterschiede zwischen den Konzentrationsstufen gibt es keine, unabhéngig von
der Konzentration wird das Wachstum sehr stark gefordert.

Die bei CDNB beobachtete, anfingliche Hemmwirkung ist unter DCNB-Einfluf3 geringer. Es
scheint sogar eher eine wachstumsfordernde Wirkung vorzuliegen, die in der hoher konzent-
rierten Variante sogar noch deutlicher ist.

Uber die Zeit ist in allen wells bakterielles Wachstum feststellbar, es ist sogar leicht verbes-
sert gegentiber der Kontrolle.

Ist das DCNB hoher konzentriert, ist das Wachstum - verglichen mit der gering konzentrierten

Variante — schlechter, bezogen auf die Kontrolle ausgeglichen.

Mit CDNB kann das Wachstum von Burkholderia cepacia stark gefordert werden, wohinge-

gen DCNB das Wachstum nur geringfiigig verbessert.
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Bildtafel 5 Burkholderia cepacia

GS-X 1 t3 t24
Parent Mix

e o

GS-X c2 t3

t24
Parent Mix

GS-DNB c1 3 t24

GS-DNB c2 t3 t24

== @

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (cl1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 6 Burkholderia cepacia

YGC-X c1 t3 t24
Parent Mix

3 ke

yGC-X ¢2 3

t24
Parent Mix

Cys-X c1 t3

t24
Parent Mix

Cys-X c2 t3 t24
Parent Mix

%) 5

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (cl1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 7a

Burkholderia cepacia

GSH 1 t3

GSH «¢2

yGC c1

yGC c2 t3

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (c1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 7b Burkholderia cepacia
Cys ci t3 t24
Cys «c2 t3

t24

< o

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (c1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflufite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 8 Burkholderia cepacia
CDNB cf1 t3 t24
& 7~
CDNB c2 t3 t24
s s
DCNB c1 {3 t24
49 o
DCNB c2 3

t24

() =~

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (cl1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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5.2.3 Burkholderia sacchari
Konjugate
Auf das GS-X reagiert Burkholderia sacchari sehr differenziert. 3 Std. nach der Zugabe
kommt es in einigen wells zu einem sprunghaften Anstieg des Wachstums gegeniiber der
Kontrolle. Dieser Wachstumsschub ist in der hoher konzentrierten Variante noch ausgepragter
(Bildtafel 9).
Besonders drastisch entwickelt sich das Wachstum {iiber die Zeit. Dann kommt es zu einer re-

gelrechten Explosion des Wachstums.

Die GS-DNB-Losung zeigt kaum Wirkung auf das bakterielle Wachstum. In der gering kon-
zentrierten Variante bleibt das Wachstum gegeniiber der Kontrolle leicht zuriick, hoher kon-
zentriert entspricht das Wachstum etwa dem der Kontrolle (Bildtafel 9).

Diese leichten Unterschiede verwischen mit der Zeit, und es ist keine Beeinflussung der Kon-

jugat-Losung gegeniiber der Kontrolle mef3bar.

Die bei GS-X (Parent Mix) festgestellte, anfangliche Wachstumsférderung zeigt sich noch
deutlicher nach Zugabe von yGC-X. In Kombination mit f—Methyl-D-Glucosid erfihrt das
Wachstum eine starke Forderung. Der EinfluB} ist in der hoher konzentrierten Variante deutli-
cher (Bildtafel 10).

Im Laufe der Zeit ist das Wachstum zwar generell verbessert gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle, im Vergleich zu GS-X jedoch schwicher.

Wie auch schon fiir die anderen Konjugate festgestellt, ist auch fiir das Cys-X zu verzeichnen,
dal} das Wachstum extrem gefordert werden kann. Traf dies fiir die anderen Konjugate beson-
ders zu, wenn ein Substrat aus der Gruppe der Kohlenhydrate beteiligt war, so gilt dies im
Fall des Cys-X fiir Aminosduren wie z. B. L-Phenylalanin, L-Alanin oder L-Pyro-
glutaminsédure (Bildtafel 10).

Wird die Konjugat-Konzentration erhoht, ergibt sich ein vollstdndig anderes Bild. Nun erfolgt
die Férderung vor allem dann, wenn eine Subtanz aus der Gruppe der Kohlenhydrate, z. B. B—
Methyl-D-Glucosid, zugegen ist.

Uber die Zeit gleichen sich die anfinglichen Wachstumsforderungen an. Im Gegensatz dazu
wird das Wachstum in anderen wells stark gefordert.

Unter EinfluB3 des gering konzentrierten Cys-X ist das Wachstum besser als unter hoch kon-

zentriertem.
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Die Konjugat-Losungen haben auf Burkholderia sacchari vergleichbare Wirkungen wie auch
auf Burkholderia cepacia. Die Parent-Mix-Losungen fordern das Wachstum langfristig, wih-
rend GS-DNB keinen Einfluf3 hat.

Auffallend ist, dal die Burkholderien stets kréftiger wachsen als Serratia liquefaciens.

Thiole

Das Wachstum von Burkholderia sacchari ist nach Zugabe von GSH leicht verbessert. Ist das
GSH hoher konzentriert, fallt diese Forderung schwécher aus (Bildtafel 11a und b).

Uber die Zeit kehrt sich dieses Phiinomen um. In der gering konzentrierten Variante ist auch
das Wachstum geringer. Bezogen auf die Kontrolle wichst Burkholderia sacchari unter Thi-
ol-Einfluf} jedoch deutlich besser.

Auf das yGC reagiert Burkholderia sacchari mit einem explosionsartigen Wachstum inner-
halb der ersten 3 Std. Erstaunlicherweise reagiert das Bakterium auf eine hohere Gabe eher
mit einer Wachstumshemmung (Bildtafel 11a und b).

Im Laufe der Zeit relativiert sich die Wachstumsforderung. Dann ist in der hochkonzentrierten

Variante die Forderung grof3er.

Wird zu den Bakterien Cys gegeben, bleibt das Wachstum in beiden Konzentrationsstufen
wihrend der ersten 3 Std. leicht hinter der Kontrolle zuriick (Bildtafel 11a und b).

Stehen Malonsdure oder a-Hydroxybuttersdure alternativ zur Verfligung, ist das Wachstum
stark gefordert.

Ob die gering konzentrierte Variante stirker wéchst als die hoher konzentrierte, bleibt speku-
lativ.

Nach 24 Std. sind die Unterschiede zur Kontrolle grof8er. Durch das Cys ist das Wachstum
von Burkholderia sacchari auf jeden Fall verstarkt.

Auch hier ist nicht eindeutig, ob die hoher konzentrierte Variante eine stirkere Forderung er-

zeugt.

Die Thiole fordern das bakterielle Wachstum. Unterschiede zwischen den Konzentrationen

sind nur gering.
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Unter yGC-Einfluf3 explodiert das Wachstum von Burkholderia sacchari innerhalb von 3 Std.

Modell-Xenobiotika

Von dem CDNB geht zunichst eine stark wachstumsfordernde Wirkung aus. Vor allem in
Kombination mit i-Erythritol und/oder L-Glutaminsaure ist das Wachstum von Burkholderia
sacchari stark verbessert (Bildtafel 12).

Wird hoher konzentrierte CDNB-Losung zugegeben, ist die fordernde Wirkung weniger stark,
aber doch deutlich vorhanden.

Nach 24stiindiger Inkubation ist die Forderung durch das geringer konzentrierte CDNB deut-
lich verringert, bleibt jedoch unter den bereits erwdhnten Substraten i-Erythritol und L-
Glutaminsdure uneingeschriankt bestehen.

Wird DCNB zu den Bakterien gegeben, findet in der geringer konzentrierten Variante gegen-
iiber der Kontrolle in den ersten 3 Std. ein besseres Wachstum statt. Das Wachstum ist jedoch
vollstidndig unterdriickt, sobald das DCNB héher konzentriert ist.

Die anfingliche stimulierende Wirkung des gering konzentrierten DCNBs schldgt im Laufe
der Zeit in eine klare Hemmwirkung um. Nur in Ausnahmefillen ist das Wachstum annéhernd

so gut wie in der Kontrolle (D-Glucoronséure).

Von CDNB kann Burkholderia sacchari nur in Ausnahmen gefoérdert werden. DCNB unter-

driickt das Bakterienwachstum vollstindig.
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Bildtafel 9 Burkholderia sacchari

GS-X cf t3

t24
Parent Mix

G 5

GS-X «¢c2 t3

t24
Parent Mix

GS-DNB c1 t3 t24

GS-DNB c2 {3 t24

o ®

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (cl1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 10 Burkholderia sacchari

yGC-X ct t3

t24
Parent Mix

R =

yGC-X c2 = 13

t24
Parent Mix

Cys-X c1 t3 t24
Parent Mix

Cys-X ¢2 3

t24
Parent Mix

N 7R

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (cl1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 11a Burkholderia sacchari

GSH c1 t3

t24

GSH «c2 t3

yGC ¢l t3

yGC 2 t3

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (c1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflufite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau
dargestellt ist das Verhiiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 11b Burkholderia sacchari
Cys «ci t3 t24
Cys c2 t3

t24

5 IR

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (c1 = 0,45 mM, c2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflufite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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Bildtafel 12 Burkholderia sacchari

CDNB c1 t3 t24
= (5
CDNB c2 t3 24
R R
DCNB c1 3 t24
R @
DCNB c2 t3

t24

D (5

Legende: Die Bildtafeln zeigen die Verinderungen des bakteriellen Wachstums nach Zugabe der links
angegebenen Losung (c1 = 0,45 mM, c¢2 = 2,2 mM). t3 = 3 Std. Inkubation, t24 = 24 Std. Inku-
bation. Der rote Ring gibt die unbeeinflulite Kontrolle als Verhiltnis zu sich selbst an. Blau

dargestellt ist das Verhiltnis von Behandlung zur Kontrolle. Die Kreisdiagramme sind in die 6
chemischen Gruppen der C-Quellen in den Platten unterteilt.
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6 Toxintest

Um die Wirkung der Konjugate auf hohere Pflanzen zu testen, wurden Experimente mit To-
matenstecklingen und -pflanzen durchgefiihrt. Das Pflanzenmaterial stand in 1,5 und 15 mM
Losungen von GSH-X, Cys-X und CDNB. Uber einen Zeitraum von 10 Tagen wurden die
Reaktionen der Stecklinge und Pflanzen bonitiert (vgl. Boniturschema Tab. 6, S. 45).
Weiterhin wurden Tomatenblétter fiir 24 Std. mit diesen Losungen inkubiert, um anschlieBend
Verdnderungen in den GST-Aktivititen zu bestimmen.

Fiir alle Symptome gilt, daB3 sie in den Stecklingen und Pflanzen, die in der hochkonzentrier-
ten Losung standen, stets am starksten ausgeprédgt sind. Stets waren die Reaktionen in der
CDNB-Lo6sung am heftigsten.

Weiterhin reagierten die Stecklinge stirker als die Pflanzen, wobei aber in keinem der Fille
eine mittlere Boniturstufe von 2 {iberschritten wurde.

Sowohl Stecklinge als auch bewurzelte Pflanzen reagierten auf das GSH-Konjugat tendenziell
stiarker als auf das Cys-Konjugat. Dies trifft hauptséchlich fiir die geringer konzentrierte Vari-

ante zu.

6.1 Visuelle Symptome

Es zeigte sich, dal} iiber die Zeit alle Stecklinge verwelkten. Sogar die Kontroll-Stecklinge
welkten, jedoch nicht in dem Mafle wie die librigen Probeglieder (Abb. 53).

Von den bewurzelten Pflanzen zeigten lediglich die in der hochkonzentrierten Losung ausge-
priagte Welkeerscheinungen. In der hochkonzentrierten Konjugat-Losung wurde nur ein leich-
tes Einrollen einzelner Blitter ausgebildet. Alle iibrigen Pflanzen reagierten kaum, anfangli-
che Welke wurde sogar iiber die Zeit wieder ausgeglichen.

Auch die Chlorose war ein Symptom, das alle Stecklinge zeigten. Dieses Symptom wurde von
den Stecklingen in der CDNB-Losung besonders stark ausgepriagt. Alle iibrigen Stecklinge
zeigten nur schwache Verfarbungen (Abb. 53).

Wie schon die Chlorose, wurde auch die Nekrose von allen Tomatenstecklingen schwach
ausgebildet. Stark nekrotisch waren vor allem die Pflanzen in den GS-DNB-Losungen (Abb.
53).

Legende zu Abb. 53 (folgende Seite): Entwicklung der visuellen Symptome in Tomatenstecklingen und
bewurzelten Tomatenpflanzen. Abgebildet sind die tiglichen Boniturstufen als Mittelwert aus
10 Versuchsgliedern abziiglich der unbeeinflufiten Kontrolle und die dazugehorigen Standard-
fehler.
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Abb. 53:
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6.2 Entgiftungskapazitit von Tomatenpflanzen nach Induktion mit Fremdstoff-
Metaboliten

Nachdem die Reaktionen der Tomatenpflanzen auf die Konjugate und das CDNB rein optisch

bestimmt wurden, liegt es nahe, da3 mit diesem Versuchsmaterial auch enzymatische Tests

durchgefiihrt wurden.

Aus Tomatenbléttern, die 24 Std. in der Konjugat- bzw. CDNB-L6sung standen (c1 = 15 mM,

c2 = 1,5 mM), wurden Enzyme extrahiert und die Umsatzraten verschiedener Substrate ge-

messen.

Es zeigte sich, dal die CDNB-GST-Aktivitit durch die Konjugate und besonders das CDNB

induziert werden kann. Die Aktivitdten sind in den Behandlungen stets hoher als in der Kon-

trolle (Abb. 54). Dabei ist auffillig, daB3 eine hohere Konzentration nicht automatisch mit ei-

ner stirkeren Induktion einhergeht (vgl. Cys-X c1).

Bezeichnend ist, dal das CDNB stérkeren Einflull auf die Enzymaktivitét hat als dessen Kon-

jugate.

6.2.1 GSTs in Tomaten nach Induktion mit Fremdstoff-Metaboliten
Die Aktivitdt der CDNB-GST liegt in allen Behandlungen iiber der der unbeeinflu3ten Kon-
trolle. Wie bereits gezeigt, bewirkt besonders die Zugabe von CDNB eine Steigerung der Ak-
tivitat.
Fiir GS-X und CDNB zeichnet sich ab, dafl eine hohere Konzentration eine starkere Induktion
der Enzymaktivitit bewirkt. Die Unterschiede zwischen den Konzentrationen sind bei der be-

grenzten Probenzahl jedoch nur fiir Inkubation mit CDNB signifikant.

Fiir den Umsatz von DCNB zeichnet sich der gleiche Trend wie fiir den CDNB-Umsatz ab.
Bei Inkubation mit CDNB ist die groBite Aktivitdtszunahme gegeniiber der Kontrolle mef3bar.
Hohere Konzentrationen von GSX und CDNB bewirken eine groBere Steigung der Aktivitat

als geringere Konzentrationen.

In dhnlicher Weise wird die Aktivitit der NBC-GST von GS-X1 gesteigert, in der geringer
konzentrierten Variante jedoch gehemmt.
Cys-X hat nur in geringer Konzentration einen positiven Einflu8. Durch das pure CDNB wird

die Aktivitit stets gefordert, auch hier induziert die geringere Konzentration leicht stirker.
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Auf den Umsatz von Fluorodifen haben das CDNB und seine Konjugate einen leicht hem-
menden EinfluB3. Die Enzymaktivititen bleiben stets hinter der Kontrolle zuriick. Dabei ist es
lediglich bei Cys-X von Bedeutung, ob es hoch oder niedrig konzentriert zugegeben wurde.
Wurde der Umsatz anderer Substrate durch die geringe Konzentration Cys-X gefordert, so

wird der Umsatz von Fluorodifen stirker gehemmt.

200 200
CDNB NBC

o)
£ 150 150
S S
§ %
P
3 = T
2 1004 100 -
=
=
=
2
[+
13
S 50 50 |
[=4
w

0 ' ' 0 ' ' '

GSX1 GSX2 CysX1 GCysX2 CDNB1 CDNB2 GSX1 GSX2 CysX1 GCysX2 CDNB1 CDNB2
200 200
DCNB Fluorodifen

5}
S 150 150 -
S
5 1
2
o
(7}
©
2 100 4 100 4
3
=
k3
©
g
> 50+ 50 |
{=)
w

0 : : : 0 : : :

GSX1 GSX2 CysX1 GCysX2 CDNB1 CDNB2 GSX1 GSX2 CysX1 GCysX2 CDNB1 CDNB2

Abb. 54: Aktivititen verschiedener GSTs in Tomatenblittern nach 24stiindiger Inkubation mit GS-X,
Cys-X und CDNB (jeweils zwei Konzentrationen, c1 = 10 x c2). Angegeben sind die prozentua-
len Enzymaktivititen bezogen auf die unbeeinflufite Kontrolle (gepunktete Linie = 100%) und
die Standardabweichung fiir n =3 (a = 0,05).
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6.2.2 Sonstige Entgiftungsenzyme in Tomatenblittern nach Induktion mit Fremd-

stoff-Metaboliten

Die GSH-Reduktase-Aktivitdt wird durch das GSH-Konjugat gehemmt, ebenso durch das

hochkonzentrierte CDNB. Cys-X und gering konzentriertes CDNB bewirken dagegen eine
Forderung der Aktivitit (Abb. 55).

Die Peroxidase-Aktivitit ist durch die Zugabe von CDNB, GS-X und Cys-X stark unterbun-

den. Dieser Effekt der Hemmung ist bei den hochkonzentrierten Konjugaten grofer als bei

den niedriger konzentrierten.

CDNB dagegen hemmt stirker, wenn es niedriger konzentriert ist (Abb. 55).
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Abb. 55: Aktivititen von Glutathion-Reduktase (GR) und Guajacol-Peroxidase (POX) in Tomatenbl:it-
tern nach 24stiindiger Inkubation mit GS-X, Cys-X und CDNB (jeweils zwei Konzentrationen,
¢l =10 x c2). Angegeben sind die prozentualen Enzymaktivititen bezogen auf die unbeeinflufi-
te Kontrolle (gepunktete Linie = 100%) und die Standardabweichung fiir n =3 (a = 0,05).
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v Diskussion

1 Synthese

Pflanzen entgiften einen Grof3teil an Giftstoffen {iber die Konjugation mit GSH (Marrs 1997;
Lamoureux & Rusness 1986). Die so gebildeten Konjugate konnen in der Vakuole zwischen
gespeichert und dort weiter abgebaut werden. Dabei entstehen als erste Metabolite YGC-X
und in der Folge Cys-X (Abb. 56).

Glu Gly Glu
—~ AN
AN ICVS Gly Cys Glu Tys
S S S
NO, — ©/N02 ©/NOZ
NO, NO, NO,

Abb. 56: Konjugation von GSH und CDNB zu GS-DNB und die nachfolgenden Metaboliten yGC-DNB
und Cys-DNB.

Fiir die in vitro-Synthese von GSH-Konjugaten und ihren Abbauprodukten liegen einige Pro-
tokolle vor, die sich jedoch nicht bewihrt haben. Verschiedene Autoren (Wolf 1996;
O’Connell 1988; Lamoureux & Rusness 1980) berichten, dafl eine spontane, nicht-
enzymatische Konjugat von GSH und CDNB in Anwesenheit von NaOH beschleunigt wird.
Eigene Tests im Photometer haben jedoch gezeigt, dal auf diese Weise kein Konjugat ent-
steht. Vielmehr wird das CDNB chemisch stark verdndert — der Reaktionsansatz ohne Thiol
farbte sich innerhalb kiirzester Zeit orange bis braun, was auf Phenol-Bildung schlieen 143t —
so daB es nicht mehr mit GSH zu dem gewiinschten Konjugat reagieren kann.

Ebenso kritisch ist die oft erwidhnte Zugabe von NH; zum Reaktionsansatz zu bewerten, denn
Messungen der Konjugationsraten im Photometer zeigten keine Reaktion. Wie auch bei der
Zugabe von NaOH erfolgt ein starker Farbumschlag, der jedoch keinen Hinweis auf erfolgrei-

che Konjugation darstellt.
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Besser ist der Ansatz von Scheer (2003) geeignet. Bei der Reaktion von GSH und CDNB in
einem physiologischen Puffer (z. B. KPP, NaPP oder Tris/HCI) mit pH-Werten zwischen 7,5

und 7,8 entstehen sogar sehr grofle Konjugat-Mengen.

Fiir die Aufreinigung der Konjugate wird die Fraktionierung iiber SPE-Sdulen empfohlen. Der
Vorteil dieser Methode gegeniiber der priparativen HPLC ist, daB mehr Losung in kiirzerer
Zeit aufgereinigt werden kann. Bei der préparativen HPLC kann man — je nach Sdule und
Pumpvolumen — 5 ml pro Lauf trennen. In Abhéngigkeit vom Gradienten kann dies 30 min.
und mehr Zeit in Anspruch nehmen.

Verwendet man dagegen SPE-Séulen auf einer Vakuumstation, kann man in der gleichen Zeit
die 4fache Menge an Losung aufreinigen. Die Reinheit der gesammelten Fraktionen wird an-
schlieBend z. B. per analytischen HPLC {iberpriift. Da es sich dabei nun lediglich um eine
qualitative Analyse handelt, ist mit einem Autosampler eine Messung liber Nacht mdoglich,

was eine sehr grofle Zeitersparnis mit sich bringt.

Eine Aufreinigung mit Dichlormethan ist kritisch zu sehen. Es hat sich gezeigt, daf die Kon-
jugat-Losungen mehrfach mit diesem starken Losungsmittel ausgeschiittelt werden miissen,
um das Xenobiotikum aus der Losung zu entfernen. Im Falle des GSH-Konjugates ist dies
relativ gut moglich, fiir das Cys-Konjugat allerdings nicht praktikabel. Da die Konjugationsra-
te nur sehr gering ist, liegt noch viel freies CDNB im Reaktionsansatz vor, das dann nur in
vielen Waschschritten herausgeldst werden kann.

Ungeachtet dessen entstehen bei dieser Methode der Aufreinigung groBBe Mengen Ldsungs-
mittelabfall, die wenig umweltvertréglich sind und nur kostenintensiv entsorgt werden kon-
nen.

Fiir die Konjugat-Lésung, die bei Versuchen mit lebenden Organismen eingesetzt werden sol-
len, ergibt sich, daB3 eine 100%ige Herauslosung des Xenobiotikums auf diese Weise nicht
gewihrleistet ist. Es besteht aulerdem die Gefahr, dafl das Dichlormethan seinerseits nicht zur
Ginze von der Losung getrennt werden kann. Damit erzeugt man im Testorganismus mit
verbleibendem Xenobiotikum oder Dichlormethan eine StreBsituation mit entsprechenden

Reaktionen, die nicht gewollt sind.

Wie bei der chemischen Synthese allgemein {iblich, ist auch hier anzuraten, einen Reaktions-

partner im UberschuB in den Ansatz zu geben. Nur so ist sein Reaktionsvermdgen grol3 ge-
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nug, um mit dem zweiten Partner quantitativ zu reagieren. Grundlage dieser Theorie, die sich
auch in der Praxis bestitigt hat, ist das Massenwirkungsgesetz.

Daher ist es auch bei der Konjugation von Modell-Xenobiotikum (CDNB) und einem Thiol
(GSH, yGC, Cys) sinnvoll, einen Reaktionspartner mehrfach konzentriert in die Reaktion ein-
zubringen.

In den vorliegenden Protokollen ist dies i. d. R. das Modell-Xenobiotikum. Der Grund liegt
darin, daB3 bei einer anschlieBenden Aufreinigung mit Dichlormethan das lipophile Xenobioti-
kum in das Losungsmittel {ibergeht, wiahrend das Konjugat in der wéBrigen Phase verbleibt.
Das wasserlosliche Thiol dagegen kann man auf diese Art nicht aus dem Ansatz 16sen.

Besser ist eine Aufreinigung via praparative HPLC. Dort erscheint ein zweiter Peak im
Chromatogramm, so dal3 sich Konjugat und nicht konjugiertes Xenobiotikum leicht vonein-
ander trennen lassen. Das freie Thiol ist in der HPLC-UV nicht detektierbar — eine Trennung
somit schwierig.

Fiir die hier durchgefiihrten Versuche wurde jedoch ein Ansatz verwendet, der einen Uber-
schul3 an Thiol vorsieht. Es wurde postuliert, da} in keinem Fall eine 100%ige Konjugation
erfolgt, also stets beide Konjugationspartner als freie Molekiile in der Losung vorliegen. Wird
auf eine Aufreinigung verzichtet, so hat ein UberschuB3 an Thiol den Vorteil, daB der Ver-
suchsorganismus fiir die Entgiftung des freien CDNBs kein eigenes GSH verbrauchen muf,
sondern auf das von auBlen zugegebene zuriickgreifen kann. Der Organismus gerét also nicht
unmittelbar in eine Mangelsituation, deren Reaktionen die Reaktion auf das Konjugat iiber-
decken. Da das Thiol wasserldslich ist, sollte es bei der Reinigung mit SPE-Saulen bereits in
der ersten Fraktion (= 0% Acetonitril) von der Sdule gespiilt werden. Verwirft man diese
Fraktion, sind alle weiteren frei von Thiol.

Nach wie vor kritisch ist die Synthese des Cys-Konjugates, bei der sowohl das S-Cys-DNB
als auch das N-Cys-DNB entstehen. Eine Differenzierung dieser Substanzen ist jedoch sehr
wichtig, da das S-Cys-DNB im Organismus weiter abgebaut werden kann, wohingegen das
N-Cys-DNB ein endsténdiger Metabolit ist, der in Pflanzen keinem weiteren Abbau unterliegt
(Lamoureux et al. 1993).

Hier konnte leider keine vollstindige Klarheit geschaffen werden. Eine Messung der Konju-
gation im Photometer ist wenig aufschlufireich, da keine sichere Unterscheidung zwischen S-
Cys-DNB und anderen Reaktionsprodukten mdoglich ist. Es gibt Hinweise darauf, daB3 das S-
Cys-DNB und N-Cys-DNB ihre Absorptionsmaxima bei unterschiedlichen Wellenldngen ha-

ben, dies ist jedoch nicht gesichert. AuBerdem werden optische Eigenschaften wie das Ab-
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sorptionsmaximum sehr stark von dem verwendeten Puffer beeinflufit. Dieser Sachverhalt
bringt auch seine Schwierigkeiten bei der Detektion mit HPLC mit sich. Das S-Cys-DNB und
das N-Cys-DNB sind nicht eindeutig mittels HPLC trennbar. Dies liegt vor allem auch daran,
daB beide Molekiile die gleiche Masse haben und strukturell sehr dhnlich sind. Dadurch wei-
sen sie gleiche Elutionseigenschaften auf C18-Material mit den Laufmitteln H,O und Aceto-
nitril auf. Folglich ist auch eine Aufreinigung mit SPE-Sédulen unmdglich.

Besser ist eine qualitative Trennung mittels CE. Das S-Cys-DNB und das N-Cys-DNB tragen
in Abhangigkeit vom pH-Wert unterschiedliche Ladungen, weshalb sie sich im elektrischen
Feld voneinander trennen (vgl. Titrationskurve Abb. 13, S. 29).

Erste Untersuchungen haben gezeigt, dal dieses Verfahren erst dann schliissige Auskiinfte
liefert, wenn eine quantitative Synthese beider Substanzen gewihrleistet ist, doch dazu sind
die verwendeten Protokolle nicht ausreichend geeignet.

Es erscheint zwar in allen Analyseverfahren ein eindeutiges Signal, dies hat sich dann aber
stets als N-Cys-DNB herausgestellt. Das S-Cys-DNB entsteht in den meisten Synthesen of-
fenbar zu so geringen Teilen, dal3 es weder per HPLC noch mit der CE detektierbar ist.
Vorldufig 1aBt sich nur bestétigen, da3 die Konjugation nicht in saurem Milieu stattfindet.
Messungen mit der CE haben jedoch bisher nur ergeben, da3 nahezu ausschlieBlich das N-
Cys-DNB gebildet wird. Von dem S-Cys-DNB finden sich nur Spuren.

Um die Ausbeute der Synthese zu steigern, empfiehlt es sich, statt des L-Cys das N-Acetyl-
Cystein (Abb. 57) zu verwenden®. Bei diesem Molekiil ist die Aminogruppe des Cys bereits
mit einer Acetyl-Gruppe blockiert, kann somit also nicht mehr mit dem CDNB reagieren. Die
Konjugation erfolgt damit an der Thiolgruppe zum S-Cys-DNB Um das gewiinschte Konjugat
zu erhalten, muf} anschlieBend die Acetyl-Gruppe von der Aminogruppe entfernt werden, was
durch Kochen mit HCI erreicht werden kann (Clausen, personliche Mitteilung 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnte diese Methode leider nicht mehr evaluiert werden.

® Fiir diesen Vorschlag sei Dr. Clausen vom IOC herzlich gedankt.
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HO
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Abb. 57: N-Acetyl-Cystein (CsHyNO;S; 163,19 u)

Moglich ist auch, zundchst das GS-DNB herzustellen und aufzureinigen und dann mit Hilfe
von peptidolytischen Enzymen das Molekiil zu zerschneiden. Problematisch sind hier aller-

dings die stindige Verfiigbarkeit des Enzyms und dessen hohe Kosten.
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2 Transport und Translokation

Durch den Einsatz von Herbiziden in der landwirtschaftlichen Produktion sind die Kultur-
pflanzen StreB ausgesetzt, dem sie durch Induktion von GSTs begegnen. Uber diese Entgif-
tungsenzyme werden die Herbizide im Organismus unschadlich gemacht.

Da erst seit kurzer Zeit klar ist, dal3 die entstehenden Fremdstoff-Metabolite nicht in der
pflanzlichen Vakuole endgelagert werden, sondern sowohl dort einem Abbau unterliegen
(Wolf et al. 1996) als auch iiber den Langstreckentransport innerhalb der Pflanze vom Ort der
Entgiftung (Blatt) zur Wurzel transloziert werden kdnnen (Scheer 2003), wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit zunichst diese Translokation ndher untersucht. Wie sich zeigte, wird
das GSH-Konjugat viel schneller transportiert als das deutlich kleinere Cys-Konjugat. Es liegt
demnach echter Transport und keine Diffusion vor. Dabei scheint es keine Rolle zu spielen,
durch welches Gewebe die Substanzen befordert werden. Der Transport ist durch alle geteste-
ten Gewebe (Gerstenwurzeln mit und ohne Wurzelspitze, vollstindige Gerstenkeimlinge mit
und ohne Wurzelspitze) deutlich mefbar.

Diese Beobachtung deutet darauf hin, daB3 das pflanzliche Gewebe auf den Transport von
GSH-haltigen Molekiilen spezialisiert ist. Aus der Literatur ist bekannt, dal Pflanzen die Sul-
fat-Aufnahme iiber die Wurzel regulieren, indem sie ab einer bestimmten Konzentration das
in den Blittern gebildete GSH, die ungiftige Transportform des Schwefels, in die Wurzel lei-
ten. Dadurch wird die Wurzel veranlalit, keinen weiteren Schwefel aufzunehmen. Wird wie-
der mehr Sulfat eingebaut, erfolgt ein Riicktransport des GSHs aus der Wurzel in den SproB,
und es wird wieder Sulfat aus dem umgebenden Medium aufgenommen (Saito 2004; Hersch-
bach 2000).

Neuere Literatur weist ferner auf die Prisenz von GS-spezifischen, nach auflen gerichteten
ABC-Transportern im Plasmalemma hin, was diese Thesen stiitzt (Zhang et al. 2004; Bour-
bouloux et al. 2000).

Diese Signalfunktion des GSH konnte noch an anderer Stelle bestitigt werden (Schroder &
Stampfl 1999). Hier wurde aullerdem gezeigt, dal das yGC als kleinere Untereinheit des
GSHs diese Signalfunktion nicht innehat.

Es ist auch erkliarbar, warum das Cys nicht so gut transportiert wird, obwohl es doch Bestand-
teil des GSHs ist. Cys ist zwar eine wichtige S-haltige Verbindung innerhalb des Organismus,

weist aber auch toxische Eigenschaften auf (Heldt 2003).
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Da mit dem Transport von GSH offenbar lebenswichtige Prozesse z. B. in der Biosynthese
von Aminosduren verbunden sind, liegt die Vermutung nahe, dal GSH bzw. GSH-haltige
Molekiile sehr gut durch das Gewebe transportiert werden, um als Signale dienen zu kénnen.
Die Versuche mit der PITMAN-Kammer bestétigen diese Vermutungen und erkldren die Er-
gebnisse mit Hilfe der Literatur.

Durch die Eigenschaften des GSHs als Botenstoff in der S-Aufnahme wird deutlich, warum
das GSH-Konjugat so gut durch das in die PITMAN-Kammer eingespannte Gewebe transpor-
tiert wird. Der Transport wird begiinstigt, sobald auch Photosynthese-betreibendes Blattgewe-
be verwendet wird. Offenbar sind im Blatt ABC-Transporter vorhanden, die die Phloembela-
dung fordern.

Erstaunlich in dieser Versuchsreihe ist, dal ein GSH-haltiges Molekiil wie das GS-DNB so
gut transportiert wird. Offenbar ist es ausreichend, wenn bestimmte Seiten des Molekiils mit
den im Gewebe enthaltenen Transportern in Kontakt gelangen. Ist ein Teil des GSH-Molekiils
mit einem Xenobiotikum maskiert, hat dies keinen negativen Einfluf auf den Transport.
Demnach sind fiir den Transport andere Molekiilbereiche zustindig als fiir die Konjugation
mit Fremdstoffen. Ist bei der Konjugation die Thiolgruppe des GSHs als reaktiver Bereich
beteiligt, ist es beim Langstreckentransport offenbar ein anderer.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch schon an anderer Stelle gemacht (van Bel 2003; Bour-

bouloux et al. 2000; Martinoia et al. 1993; Ishikawa 1987).

Mit einer Verringerung der Konjugat-Konzentration um den Faktor 10 in Kompartiment A
konnte gezeigt werden, da3 der Transport der GSH-haltigen Molekiile in jedem Fall gewihr-
leistet ist und wenig konzentrationsabhingig ist. Selbst eine Uberkonzentration fiihrt nicht zu
einer Uberladung des Gewebes, bei der das System zusammenbricht und kein Transport mehr
stattfindet. Eine Erh6hung der zu transportierenden Konjugat-Menge miindet vielmehr in ge-

steigerten Transportraten.

Interessanterweise konnte keine Wiederaufnahme der Konjugate aus wélrigem Medium in
die Wurzel und anschlieBender Riicktransport in den Sprof3 beobachtet werden. Diese Beo-
bachtungen machte auch Scheer (2003) und belegt weiterhin, dal Fremdstoffe entweder frei
in den Sprof} transloziert werden oder als Konjugate nur dann transloziert werden, nachdem
sie vom apikalen Meristem der Wurzelspitze konjugiert wurden. Lamoureux & Rusness

(1995) berichten analog von einer Abgabe freier Herbizid-Wirkstoffe und deren Konjugaten
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iiber die Wurzel mit anschlieBender Wiederaufnahme. Es darf aber nicht libersehen werden,
daB die Herbizide i. d. R. in einer Formulierung vorliegen, die der Pflanze eine leichte Auf-
nahme ermoglichen (Hock 1995). Dariiber hinaus sind die Konjugate aber auch groBer als das
urspriingliche Wirkstoff-Molekiil, so dall eine Aufnahme erschwert wird.

Die gesamte Wurzel erscheint jedoch hoch organisiert zu sein und in der Lage, sehr selektiv

aus dem umgebenden Medium aufzunehmen.

DaB bei all diesen Versuchen echter, symplastischer Transport vorliegt, wird durch zwei Beo-
bachtungen gestiitzt. Einerseits wird das gro3e Molekiil schneller transportiert als das kleine-
re. Wiirde es sich um diffusive Effekte handeln, miiite es gemédfl dem BUNSENschen Aus-
stromungsgesetz genau umgekehrt sein: kleine Molekiile diffundieren besser durch das Ge-
webe als grof3e.

AulBlerdem konnte der Transport mit KCI-Losung gehemmt werden. Unter Einfluf3 dieser
Salzlosung schliefen sich die Plasmodesmen im Gewebe. Sind diese Durchtritte zwischen den
Zellen verschlossen, kann ein Transport lediglich iiber den Apoplast erfolgen. Da jedoch nach
KCI-Zugabe keine weitere Konjugatzunahme in Kompartiment C festgestellt werden konnte,
fallt diese Moglichkeit des Transportes aus. Ob sich die Plasmalemma-stindigen, GSH-
abhingigen ABC-Transporter auf die gleiche Weise mit Vanadat oder Na-Azid hemmen las-
sen (Zhang et al. 2004), wie Scheer 2003 fiir Tonoplasten-stindige ABC-Transporter in le-

bendem Gewebe zeigen konnte, ist in weiterfilhrenden Studien noch zu kléren.

In den Versuchen mit der PITMAN-Kammer zeigte sich aber auch, da3 eine besondere Funk-
tion von der Wurzelspitze ausgeht. Wurde die Spitze an den Wurzeln belassen, war der Kon-
jugat-Transport oft noch gesteigert gegeniiber den dekaptierten Wurzeln.

Dies zeigt aber vor allem, dal Pflanzen in der Lage sind, Fremdstoff-Metabolite auszuschei-
den. Die Metabolite werden eben nicht ausschlieBlich in das Gewebe eingelagert oder weiter
metabolisiert, sondern aktiv mit Exudaten aus dem Organismus herausgeschleust. Damit wird
auBBerdem den Arbeiten von Rusness et al. (1998) Rechnung getragen, die die Abgabe von
Herbizid-Molekiilen iiber die Wurzel an den Boden festgestellt haben.

Kann die Pflanze also die Fremdstoff-Metabolite an den Boden abgeben, so ergibt sich daraus
eine nicht unerhebliche Beeinflussung fiir die Rhizosphiren-Organismen.

Dies konnte in den unterschiedlichsten Versuchen gezeigt werden.



IV Wirkungen auf GSTs 137

3  Wirkungen auf GSTs

3.1 Meerrettich-Wurzeln

Seit langem schon ist bekannt, dafl Pflanzen auf dufere Einfliisse reagieren, indem sie Entgif-
tungsenzyme (z. B. GSTs und Peroxidasen) hochregulieren (Edwards et al. 2000; Messner &
Schréder 1999). Dies wird als generelle Antwort auf Strefl angesehen. Es kann sich dabei so-
wohl um abiotische als auch biotische Faktoren handeln, wobei biotischer StreB3, z. B. Angriff
von Mikroorganismen, oft eine Hypersensitive Reaktion mit Nekrosebildung auslost, die ein
weiteres Vordringen des angreifenden Organismus im betroffenen Gewebe verhindern soll
(Morel & Dangl 1997; Dempsey & Klessig 1995; Ryals et al. 1995).

Die hier untersuchten transformierten Meerrettich-Wurzeln zeigen Reaktionen, die in dieser
Art nicht erwartet wurden. Auf die Besiedlung mit dem Bodenbakterium Serratia liquefaciens
reagierte die Wurzel nicht mit erhdhter GST-Aktivitdt, sondern eher mit einer verringerten.
Dies zeigt sich in den Wurzeln zum Zeitpunkt t0, die mit GS-X behandelt wurden.

Moglich ist, daB3 durch die Vor-Inkubation der Wurzeln die Reaktion auf die Bakterien vorzei-
tig ablief. Die eigentlichen Messungen wurden gestartet, als sich die Bakterien bereits in den
Waurzeln etabliert hatten, die unmittelbaren Reaktionen der Wurzeln auf die Besiedlung waren
also in den hier durchgefiihrten Versuchen gar nicht mef3bar.

In dieser Versuchsreihe sollte aber auch nicht die Reaktionen der Pflanzen auf den bakteriel-
len Angriff gemessen werden, da die PGPR Serratia liquefaciens mit ihren positiven Einfliis-
sen auf die Wurzeln nicht als Stre3faktor, der die GSTs induziert, betrachtet wird. Vielmehr
sollte der Einflu8 der Fremdstoff-Metabolite auf sterile bzw. PGPR-besiedelte Wurzeln unter-
sucht werden und ob mit der bakteriellen Besiedlung eine Veridnderung der Reaktionen ein-
hergeht.

Es zeigte sich, daB die Metabolite eine sehr ausgeprigte Abwehrreaktion mit Anderungen in
der GST-Expression auslosen.

Dabei scheinen selektiv spezielle Isoformen der GST von der Induktion betroffen zu sein. Das
zeigt sich besonders nach Zugabe von GS-X, wenn die Umsatzraten fiir NBOC drastisch stei-
gen, wihrend der Umsatz von DCNB gegen Null geht. Dies ist differentielle Induktion, und es
wurde erwartet, da3 durch die Inkubation mit einem CDNB-Konjugat der Umsatz fiir CDNB
bzw. ein chemisch sehr dhnliches Substrat wie DCNB stark induziert wird. Aus der Literatur
ist bekannt, daB3 Pflanzen auf Pathogen-Befall mit einem oxidativen burst reagieren (Flocco &

Giulietti 2003; Hancock et al. 2002 und 2001; Sasabe et al. 2000; Messner & Schroder 1999;
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Wojtaszek 1997; Tenhaken et al. 1995), in dessen Folge z. B. GSTs induziert werden. Eine
mit diesem burst vergleichbare Reaktion der Entgiftungsenzyme wurde daher erwartet.

Das Gegenteil wurde jedoch gefunden. Die Reaktionen der Wurzeln sind in Abhéngigkeit von
zugegebenem Konjugat und bakterieller Besiedlung ganz unterschiedlich. Bestehen zwischen
sterilen und besiedelten Wurzeln nach Zugabe von GS-X kaum Unterschiede, so ist unter

vGC- und Cys-X-Einflul sehr wohl ein Unterschied mefbar.

Wurde zu den Wurzeln yGC-X gegeben, nehmen die GST-Aktivititen in den besiedelten
Wurzeln stark zu. Fiir den Umsatz von DCNB und NBOC ist jeweils 3 Std. nach Inkubation
ein oxidativer burst meBbar, d. h. die starke Exkretion von H,0, ins Medium (Messner &
Schréder 1999). Auch hier ist die NBOC-Aktivitdt deutlich hoher als die anderer Isoformen
der GST.

Die stirkste Reaktion konnte nach Zugabe des Cys-X gemessen werden. Hier reagieren je-
doch nicht, wie in den anderen Versuchen, die besiedelten Wurzeln mit einem burst, sondern
die sterilen. Uber die Zeit reagieren die Serratia liquefaciens besiedelten Wurzeln sogar eher
ausgeglichen.

Weiterhin ist nun kein Anstieg des NBOC-Umsatzes mit einem Riickgang des DCNB-
Umsatzes meBbar. Vielmehr sind ein extremer Anstieg fiir den CDNB-Umsatz und ein volli-

ger Riickgang des NBC-Umsatzes feststellbar.

Nach Zugabe von GS-X reagieren die Meerrettich-Wurzeln offenbar mit einem oxidativen
burst. Die Peroxidase-Aktivitét steigt transient stark an und geht dann rasch wieder auf Kon-
trollwerte zuriick. Diese Reaktion erfolgt in den sterilen Wurzeln heftiger, aber auch 3 Std.
spater als in den Serratia liquefaciens besiedelten Wurzeln. Wurden die Wurzeln mit yGS-X
behandelt, reagieren ausschlieBlich die Serratia liquefaciens inokulierten. Auch hier tritt ein
oxidativer burst auf. Ist zu den Wurzeln Cys-X gegeben worden, wird die Peroxidase-
Aktivitdt der sterilen Wurzeln innerhalb der ersten 3 Std. vollstdndig gehemmt, die der Serra-
tia besiedelten Wurzeln geht langsam zuriick.

Da diese Abwehrreaktion in aller Regel rasch ablduft, kann ausgeschlossen werden, dal} es
sich bei den gemessenen Aktivitdten um Reaktionen auf die Inkubation mit Serratia liquefa-
ciens handelt. Die Wurzeln waren zu Beginn der Messungen bereits 24 Std. mit dem Bakteri-
um inokuliert, ein eventueller oxidativer burst gegen die Bakterien wire somit schon abge-

klungen. Zeigte sich in anderen Versuchsreihen (z. B. bei den Konjugat-behandelten Toma-
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tenbldttern und Bodenpilzen) eine Aktivititszunahme in Abhédngigkeit vom Metabolisie-
rungsgrad der Konjugate, weisen die Meerrettich-Wurzeln ein gegenteiliges Verhalten auf.
Die Peroxidase-Aktivitdt nimmt, je weiter das Konjugat abgebaut ist, stetig zu. Die sterilen
Wurzeln haben nach GS-X-Zugabe ihr Aktivitditsmaximum nach 6 Std., wurde yGC-X zuge-
geben, zeigt sich keine Verdnderung iiber die Zeit, und auf das Cys-X reagieren sie mit einer
Abnahme der Aktivitit.

In den besiedelten Wurzeln scheinen diese Reaktionen versetzt einzutreten. Nach GS-X-
Zugabe wird die stirkste Peroxidase-Aktivitdt bereits nach 3 Std. gemessen, nach yGC-X-
Zugabe nach 6 Std. — wenn die sterilen Wurzeln keine Verdnderung mehr zeigen — und auf die
Cys-X-Gabe wird mit einer langfristigen Absenkung der Peroxidase-Aktivitdt reagiert. Ein
weiterer Abbauschritt des Konjugates wiirde in den Serratia liquefaciens besiedelten Wurzeln

vermutlich auch zu einer drastischen Abnahme der Peroxidase-Aktivitit fithren.

Diese Versuchsreihe hat gezeigt, dafl die Fremdstoff-Metaboliten GS-X, yGC-X und Cys-X
starke Verdnderungen im GST-Muster in Pflanzenwurzeln hervorrufen.

Auftillig ist, daB3 mit steigendem Metabolisierungsgrad der Konjugate die Heftigkeit der Re-
aktion zunimmt. Konnten nach GS-X-Zugabe Enzymaktivititen bis 4 pkat/mg Konjugations-
rate gemessen werden, sind es nach yGC-X-Zugabe schon iiber 25 und nach Cys-X-Zugabe
bis zu 100 pkat/mg. Dies liegt vermutlich daran, da3 durch den Abbau der Thiol-Konjugate
der Xenobiotikum-Wirkstoff wieder deutlicher als solcher erkennbar ist. Als GSH-Konjugat
ist der Wirkstoff maskiert und wird von der Pflanze nicht mehr als Giftstoff erkannt. Liegt
dagegen ein Cys-Konjugat vor, féllt der Masken-Effekt weg und die Pflanze reagiert entspre-
chend auf den toxischen Fremdstoff.

In diesem Zusammenhang muf} beachtet werden, dall Konjugat-Reste und vor allem CDNB-
Reste an den Wurzeln, die dann iiber die gesamte Extraktion verschleppt werden, eine Steige-
rung der GST-Aktivitit bewirken konnen (Schroder et al. 1994). Diese Beobachtung kann al-
lerdings hier nur teilweise bestdtigt werden. CDNB-Menge und Thiol-Gehalt waren in allen
drei Versuchsreihen identisch, es kann also eine stets gleiche Behandlungsstirke vorausge-
setzt werden. Dennoch ist die Reaktionsstdrke in allen Wurzeln stark verschieden. Induktion
und Hemmung der einzelnen GSTs sind somit tatsdchlich auf die einzelnen, chemisch unter-
schiedlichen Thiol-Konjugate sowie die Besiedlung mit Serratia liquefaciens zuriickzufiihren.
Beeinflussung der GST-Aktivitidten durch duflere Faktoren konnte schon von verschiedenen

Stellen berichtet werden. Eine Steigerung der GST-Aktivititen in Pflanzen wird vor allem
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nach Herbizid-Behandlung beobachtet. Untersuchungen dazu wurden an Mais durchgefiihrt
(Dean et al. 1995; Irzyk & Fuerst 1993), vergleichbare Ergebnisse lieferten auch Arbeiten mit
Weizen (Edwards & Cole 1996; Mauch & Dudler 1993).

Die Tatsache, dal mit gesteigerter GST-Aktivitit auch die Abwehrfahigkeit von Pflanzen
verbessert werden kann (Edwards et al. 2000; Schréder 2001), macht man sich hauptsdchlich
in der Entwicklung von Safenern zunutze. Diese PSM werden dazu entwickelt, die Kultur-
pflanzen gegen dulere Einfliisse zu stirken (DeRidder et al. 2002; Gaillard et al. 1994). Un-
tersuchungen haben ergeben, dal dieser Starkungseffekt vor allem durch die Steigerung der
GST-Aktivitdten entsteht (Theodoulou et al. 2003; DeRidder et al. 2002).

Diese hohe GST-Aktivitit kann so z. B. zu einer Resistenz gegen Atrazin fithren (Anderson &
Gronwald 1989). Anderungen im GST-Muster unter dem EinfluB von Safenern zeigten sich

auch in Fichten-Nadeln aus exponierten Waldstandorten (Schroder & Wolf 1996).

Einige weitere Induktoren fiir GSTs sind Salicylsdure (Garreton et al. 2002; Messner &
Schroder 1999; Dempsey & Klessig 1995), Phytohormone wie Auxin und Ethylen (Droog et
al. 1993), Schwermetalle (Schroder & Stampfl 1999; Zenk 1996), Phytoalexine (Li et al.
1997) und natiirliche StreBmetabolite (Skipsey et al. 1997).

DalB3 GSTs auch inhibiert werden konnen, ist bisher nur an Séugern gezielt untersucht worden
(Ploemen 1994). Alle iibrigen Autoren haben maximal einen zeitlich bedingten Riickgang,
jedoch keine echte Hemmung der GSTs messen kdnnen.

In den Versuchen mit den Meerrettich-Wurzeln konnte sowohl eine positive als auch eine ne-
gative Beeinflussung der GSTs gemessen werden. Die Enzyme werden dabei nicht von vollig
sartfremden® Substanzen beeinflut, sondern von ihren eigenen Produkten. AuBert sich die
Beeinflussung in einer Hemmung der Aktivitdt, ist dies auf eine Produkthemmung zuriickzu-
fithren. Das bedeutet, dal} ein Zuviel an GS-X die GST-Aktivitit herabsenkt. Dies konnte bis-
her nur in vitro gezeigt werden (Lamoureux & Rusness 1986). Die vorliegenden Ergebnisse
bestitigen, daB dieses Phdnomen auch in vivo auftritt.

Die Abbauprodukte des GS-X fiihren jedoch zu einer starken Steigerung der Aktivitét. Da ei-
ne hohe GST-Aktivitét ein Indikator fiir starken Stref ist, kann die Schluf(folgerung gezogen
werden, dall yGC- und Cys-X sehr grofle Stre3faktoren fiir die Pflanze sind. Gleichzeitig sagt
eine hohe GST-Aktivitit aber auch aus, dal} die Pflanzen sehr gut in der Lage sind, den Stref3
abzuwehren. Das Phdanomen der GST-Induktion durch GSH-Konjugate wird gerade in der

Entwicklung von Safenern ausgenutzt (Riechers et al. 1996). Mit den Konjugaten wird die
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GST-Aktivitdat stark erhoht, was der Pflanze bei der Abwehr von Stre3 (z. B. Herbizid-
Behandlung) sehr zugute kommt.

Die Beobachtung, daB GSH-Konjugate einen gewissen StreBfaktor fiir die Pflanze bedeuten,
steht im Widerspruch zu der Aussage Sandermanns, der fordert, da3 die Konjugate nicht mehr
phytotoxisch sind (Sandermann 1983).

Die Toxizitat der Konjugate wird jedoch vor allem im Sduger-Organismus beschrieben (De-
kant 2003; van Bladeren 2000; Schneider et al. 1999). Es wird sogar berichtet, dal GSH-
Konjugate DNA-Addukte hervorrufen konnen (Wheeler et al. 2002).

In der Diskussion um Beeinflussung der GSTs in Pflanzenwurzeln und Wirkung von Thiol-
Konjugaten auf Wurzeln spielen wurzelassoziierte Bakterien eine wichtige Rolle. Die besie-
delten Wurzeln zeigten generell eine raschere und heftigere Reaktion als die sterilen Wurzeln.
Damit sind die Wurzeln, die eine Symbiose mit einem Mikroorganismus eingegangen sind,
besser gegen dullere Einfliisse geschiitzt und verfligen {iber ein héheres Entgiftungspotential.
Die positive Bedeutung von Bakterien fiir die Entgiftungskapazitit und Abwehr in Pflanzen
ist an verschiedenen Stellen beschrieben worden (Normander & Prosser 2000; Tenhaken et al.
1995; Zablotowicz et al. 1995; Levine et al. 1994).

Bakterien haben aber vor allem deshalb diese positive Wirkung auf Wurzeln, da sie die Sub-
stanzen oft selbst abbauen und entgiften (Parales et al. 2000; Shima et al. 1997) und so einen
regelrechten Schutzwall um die Wurzeln bilden. Fremdstoffe in der Rhizosphédre werden von
den Bakterien an der Rhizoplane entgiftet, bevor die Xenobiotika {iberhaupt die Wurzel errei-
chen.

Inwieweit bei den hier durchgefiihrten Versuchen ausschlieBlich pflanzliche GSTs extrahiert
wurden, ist unsicher. Es ist nicht ginzlich auszuschlieBen, da3 zu geringen Teilen auch GSTs
aus den Bakterien extrahiert und gemessen wurden. Da aber auch in der Natur Pflanzenwurzel
und Bakterien nicht voneinander zu trennen sind und eine Einheit bilden, spielt es fiir die in
vivo Bedingungen keine grofere Rolle, welcher Organismus die Entgiftungsenzyme zur Ver-
fligung stellt. Entscheidend ist, da3 mit einer bakteriellen Besiedlung eine Steigerung der Ent-
giftungskapazitdt einhergeht, die in den unbesiedelten Wurzeln nicht mef3bar ist.

Es wird jedoch ausgeschlossen, da3 die Transformation der Meerrettich-Wurzeln selbst die
Ursache fiir die hohen Enzymaktivititen ist. Schmidt et al. konnten 1988 zeigen, da} sich
pflanzliche Zellkulturen sehr gut eigenen, um den Abbau von PSM zu untersuchen. Die Wur-

zeln zeigen keine Effekte, die nicht auch in vergleichbarer Weise in der Natur auftreten.
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3.2 GSTs in mykorrhizierten Pflanzenwurzeln

Die GST-Aktivititen variieren sehr stark zwischen den verschiedenen Pflanzen und zwischen
den einzelnen Mykorrhizapilzen. Gerste zeigt hohe CDNB- und Fluorodifen-Umsatzraten, die
von Acaulospora longula total unterdriickt werden. Dieser Pilz steigert allerdings den Umsatz
von DCNB um e¢in Vielfaches. Pilze der Gattung Glomus bewirken generell leichte Aktivi-
tatssteigerungen. Die Unterschiede gegeniiber den Kontrollen sind jedoch geringer als bei
Acaulospora longula

Fiir Spitzwegerich-Wurzeln zeigt sich ein anderes Bild. Sie haben nur geringe GST-
Aktivitdten, die mit einem Mykorrhizapilz erhoht werden. Vor allem der Umsatz von CDNB
wird teilweise extrem gesteigert. Dies gilt auch fiir den Umsatz von NBOC, wenn die Wur-
zeln mit Acaulospora longula mykorrhiziert sind. Die Glomus-Arten unterdriicken diesen
Umsatz.

In den Blauschwingelwurzeln zeigt sich ein deutlicher Trend. Die Kontrollwurzeln haben fiir
alle getesteten Substrate hohe Umsatzraten, die mit den Mykorrhizapilzen ausnahmslos ge-

hemmt werden.

Fiir alle drei getesteten Pflanzen zeigte sich, dass sie sehr hohe Umsatzraten fiir das Herbizid
Fluorodifen besitzen. Dieses Graser-Herbizid fand bis vor einigen Jahren in der landwirt-
schaftlichen Praxis Anwendung, die Reaktionen der Pflanze und ihrer Rhizosphére sind damit
also durchaus von Bedeutung.

Wie sich zeigte, verfiigen Gerste, Spitzwegerich und Blauschwingel iiber extrem hohe GST-
Aktivitaten, es wurde ein Fluorodifen-Umsatz von 200 mkat/mg gemessen.

Damit sind die hier verwendeten Pflanzen sehr gut in der Lage, Dinitrophenylether wie das
Fluorodifen zu entgiften.

Durch die Besiedlung mit Acaulospora longula werden diese hohen Aktivitdten in allen
Pflanzen stark herabgesenkt, wihrend Glomus intraradices-Besiedlung sie in Blauschwingel
auf Kontroll-Niveau hélt. Einzig Glomus mossea kann in Spitzwegerich noch eine Steigerung
der Aktivitit bewirken.

Fiir Pflanzen bedeutet dies, dass eine Mykorrhizierung die Féhigkeit zur Entgiftung von Her-
biziden wie dem Fluorodifen stark beeinflufit. Gerade im Falle von Kulturpflanzen (z. B.
Gerste) ist dies jedoch nicht erwiinscht.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Pflanzen, die mit einem Mykorrhizapilz besiedelt sind, ge-

nerell Herbizid-Angriff besser standhalten als unbesiedelte Pflanzen, da iiber den Pilz eine
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bessere Nahrstoffversorgung der Pflanze gewéhrleistet ist (Bethlenfalvay et al. 1996a und
1996b). Ob dies auch fiir die mit der Mykorrhizierung einhergehende Herabsetzung der GST-
Aktivitaten gegeniiber Fluorodifen zutrifft, kann aus den vorliegenden Studien nicht bewertet

werden.

Die Wirkungen der Mykorrhizapilze sind demzufolge stark abhingig von der Pflanze, die sie
besiedeln. Eine allgemein giiltige Aussage iiber die oft erwdhnten positiven Wirkungen 143t
sich auf der Grundlage der hier erhobenen Daten nicht treffen. Besonders erstaunlich ist, daf3
es in einer Pflanze zu einer vollstandigen Verringerung sdmtlicher GST-Aktivititen kommen
kann, wie fiir den Blauschwingel gezeigt.

In der Literatur finden sich liberwiegend Hinweise auf die positiven Auswirkungen von My-
korrhizapilzen auf Pflanzen. Durch die Pilze wird die Oberflache der Pflanzenwurzeln um ein
Vielfaches vergroBert, wodurch mehr Wasser und mehr Nahrstoffe aus dem Boden aufge-
nommen werden konnen. Die aufgenommenen Substanzen werden vom Pilz an die Pflanze
weitergeleitet, die ihrerseits den Pilz mit C-haltigen Produkten aus der Photosynthese versorgt
(Varma & Hock 1999; Smith & Read 1997).

Die Mykorrhizierung bringt aber noch weitere Vorteile fiir die Pflanze. Schon seit langem ist
bekannt, dafl Pflanzen, die mit einem Mykorrhizapilz eine Symbiose eingegangen sind, deut-
lich toleranter gegen Schwermetalle sind als nicht-mykorrhizierte Pflanzen (Hildebrandt et al.
1999). Die positive Wirkung von Mykorrhiza wird auch in Zusammenhang von Herbizid-
Behandlung erwihnt (Bethlenfalvay 1996a und b). Es zeigte sich, dal mykorrhizierte Pflan-
zen die Herbizidbehandlung besser iiberstehen, da sie iiber den Pilz besser ndhrstoffversorgt
sind.

Mit der Mykorrhizierung geht auch eine verbesserte Fahigkeit zur Abwehr einher. Garcia-
Garrido & Ocampo berichten, da3 sdmtliche bekannte Abwehrmechanismen in der Pflanze
exprimiert werden (Garcia-Garrido & Ocampo 2002).

In Verbindung mit der Induktion der Aktivitit von Entgiftungsenzymen aus der Familie der
GST wurden Mykorrhizapilze bislang nicht diskutiert. Zwar ist bekannt, daf3 auch diese Pilze
diese Enzyme besitzen. Wie sich aber das GST-Muster der Pflanzen in Abhingigkeit mit ei-
nem derartigen Pilz verdndert, ist bislang nicht veroffentlicht worden.

Wie anfangs bereits erwihnt, sind die Effekte stark abhéngig vom Pilz und von der Pflanze.
Die GST-Aktivitdt ist ein Indikator fiir Strel bzw. reagiert ein Organismus mit einer Erho-

hung der GST-Aktivitit auf duBlere Einfliisse (Schroder 2001; Edwards et al. 2000).
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Es ist moglich, dall auch Mykorrhizapilze zunichst einen Stref3faktor flir die Pflanze darstel-
len, der eine Steigerung der Enzymaktivititen induziert. Ein derartiger Effekt wurde von
Mauch & Dudler als Reaktion auf pilzliche Pathogene in Weizen festgestellt (Mauch & Dud-
ler 1993). Die Pathogen-Abwehr zeigt generell den Verlauf eines oxidativen burstes, nach ei-
ner erfolgreichen Abwehr (nach etwa 3 Std.) werden die beteiligten Enzyme im Regelfall
wieder herunterreguliert. Im Rahmen der Dissertation konnte aber auch an anderer Stelle ge-
zeigt werden, daB3 dies nicht immer zutrifft. Auch die transformierten Meerrettich-Wurzeln
zeigten 24 Std. nach Inokulation mit Serratia liquefaciens noch erhohte GST-Aktivitaten ge-
geniiber den sterilen Kontrollwurzeln (Diekmann et al. 2004).

Es wird auch postuliert, da3 die Pflanzen mit erhdhter GST-Aktivitdt Stre3 besser begegnen
konnen (Riechers et al. 1996). Damit wéren die positiven Auswirkungen der Mykorrhizierung
bestétigt.

Da dies jedoch nicht in jedem Fall zutrifft, am konkreten Beispiel mit mykorrhizierten
Blauschwingelwurzeln sogar stets zu einer verminderten GST-Aktivitét fiihrt, miissen andere
Faktoren angefiihrt werden, die einen Vorteil der Mykorrhizierung bedeuten.

Denkbar ist, daB3 die positive Wirkung des Pilzes dadurch zustande kommt, daf3 die Stre3fak-
toren die Pflanze iiber den Pilz erst gar nicht erreichen. Eine Induktion von Entgiftungsenzy-
men in der Pflanze ist also tiberfliissig. Fiir diese Versuchsreihe kann ausgeschlossen werden,
daB3 pilzliche GSTs gemessen wurden. Eine Trennung von Pilz und Pflanze erfolgte zwar
nicht, da dies fiir die arbuskuldre Mykorrhiza nicht ohne weiteres moglich war. Es ist jedoch
fraglich, ob mit der Methode zur Extraktion pflanzlicher GST (Schréder et al. 1990) auch
pilzliche GSTs extrahiert werden konnen, liegt hierfiir doch ein anderes Protokoll vor (Bieber
2000). Dartiber hinaus ist fraglich, ob der Anteil pilzlicher GST gegeniiber dem der Pflanzen

so grof} ist, daB ein Einflu3 bei den Substrat-Tests im Photometer meB3bar ist.

Peroxidase-Aktivitét fiir Guajacol ist in nicht-mykorrhizierten Wurzeln von Gerste, Spitzwe-
gerich und Blauschwingel nicht exprimiert. Acaulospora longula erzeugt in Wegerich-
Wurzeln dagegen sehr hohe Aktivitdt, ebenso die beiden Glomus-Arten in Gerste. Glomus
induziert auch in Blauschwingel Peroxidase-Aktivitit, dies jedoch nur verhalten.

Acaulospora longula ist offenbar ein Mykorrhizapilz, der in dikotylen Pflanzen (Spitzwege-
rich) die Peroxidase stark aktiviert. Dies scheint auch dauerhaft und keine Abwehrreaktion auf
Pathogene zu sein, da die Besiedlung der Pflanze lange zuriicklag. Selbiges gilt fir Glomus in

monokotylen Pflanzen (Gerste, Blauschwingel).
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Eine Erhohung der Peroxidase-Aktivitit ist als klassische Abwehrreaktion gegen Pathogene
lange bekannt und wird auch wéhrend der Besiedlung einer Pflanzenwurzel mit Mykorrhiza-
pilzen beobachtet (Salzer et al. 1999). Ublicherweise nimmt die Aktivitit iiber die Zeit aber
wieder ab und bleibt nicht dauerhaft auf einem erhdhten Niveau wie im vorliegenden Fall.

Es ist allerdings moglich, dall die Pflanzen zu einem Zeitpunkt geerntet wurden, an dem die
Pilze sehr mykorrhizierungsfreudig waren, und die Hyphen an sehr vielen Stellen die Wurzel
befielen. Dieser Invasion wurde von Pflanzenseite mit einer Steigerung der Peroxidase-
Aktivitit begegnet. Vermutlich wiirde die Reaktion in einem Inokulum, das eine geringere

Pilz-Dichte aufweist, schwicher ausfallen.

4 Toxintest

4.1 Visuelle Symptome

Der Toxintest sollte die Giftigkeit von CDNB als Modell-Xenobiotikum und dessen Stoff-
wechselprodukte GS-X und Cys-X charakterisieren.

Es zeigte sich, daBl sowohl Tomatenstecklinge als auch vollstindige Tomatenpflanzen Schad-
reaktionen in Form von Welke, Chlorose und Nekrose zeigen. Dabei sind die Reaktionen in
den hochkonzentrierten Varianten stets am heftigsten.

Entscheidend bei diesem Versuch ist jedoch, dall die Pflanzen und Stecklinge in den Konju-
gat-Losungen nur bis zu einem gewissen Grad reagieren. Das Maximum an Reaktion ist
1. d. R. mit Boniturstufe 2 (vgl. Tab. 6; S. 45) erreicht.

Anders dagegen die Pflanzen in der CDNB-Ldsung, die als Positivkontrolle betrachtet werden
konnen. Hier werden die einzelnen Symptome teilweise vollstindig, d. h. iiber das gesamte
Gewebe verbreitet, ausgebildet.

Erstaunlich bei diesem Versuch ist, daB3 sogar die bewurzelten Pflanzen Reaktionen zeigten.
Die Ausbildung dieser Schadsymptome im Sprofl kann nur deshalb erfolgen, weil die Pflan-
zen die Substanzen zuvor aufgenommen und in das Sprofigewebe transloziert haben. Dies
steht im Widerspruch zu den Beobachtungen aus der PITMAN-Kammer, wo gezeigt werden
konnte, da3 Wurzeln nicht in der Lage sind, Thiol-Konjugate aufzunehmen.

Fiir diese Ergebnisse kann es verschiedene Erkldarungen geben. Bei der Tomate handelt es sich
um eine dikotyle Pflanze aus der Familie der Nachtschattengewéchse, die Gerste ist ein mo-
nokotyles Siilgras. Es ist denkbar, dafl beide Pflanzen unterschiedliches Wurzelgewebe mit

unterschiedlichen Aufnahmekapazititen haben. Gerste konnte z.B. selektiver Stoffe aus dem
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Boden aufnehmen als Tomate. Den Reaktionen der Tomaten nach zu urteilen sind die Gersten
mit dieser Fahigkeit klar im Vorteil. Die Pflanze nimmt nur Stoffe auf, die ihr einen Nutzen
bringen konnen. Giftstoffe, die sie am Ende gar selbst entgiftet und erfolgreich ausgeschieden
hat, konnen nicht wieder in den Organismus gelangen.

Es zeigte sich aber auch, dal3 sich die Tomatenpflanzen nach einiger Zeit wieder erholt haben,
nachdem sie in die Testldsungen gestellt wurden. Sehr deutlich ist dies bei der Ausbildung der
Welke zu sehen. Nach etwa einer Woche war das Symptom weniger ausgeprigt als wiahrend
der ersten 5 Tage (Abb. 53).

Denkbar ist weiterhin, da3 die groBen Tomatenpflanzen im Gewéchshaus im Vergleich zu den
kleinen Gerstenkeimlingen im Labor deutlich erhohte Transpirationsraten hatten. Um
Trockenstrel zu vermeiden, waren die Pflanzen gezwungen, grole Mengen Fliissigkeit auf-
zunehmen. Offenbar war den Pflanzen ein ausgeglichener Wasserhaushalt wichtiger als der
Schutz vor Giftstoffen.

Fiir eine Klirung der Frage, ob dikotyle Pflanzenwurzeln GSH-Konjugate aufnehmen und
transportieren, ist es sinnvoll, die Studien mit der PITMAN-Kammer entsprechend auszuwei-
ten. Im vorliegenden Fall sind wohl eher Randeffekte, die auf allgemeinen Stref3 der Pflanzen

zuriickzufiihren sind, gemessen worden und keine Effekte durch die Konjugat-Lésungen.

Was die Wirkungen der Testlosungen im Einzelnen anbelangt, entspricht der Test den Erwar-
tungen.

Die CDNB-Losung erzeugt die heftigsten Reaktionen. Da es als Modell-Xenobiotikum be-
trachtet wird, ist die Reaktion der dikotylen Tomate nicht iiberraschend.

Erstaunlich ist dagegen, dal die Versuchsglieder in den Thiol-Ldsungen fast ebenso stark rea-
gierten wie in der CDNB-L6sung. Hier wiren deutlich abgeschwichtere Reaktionen zu erwar-
ten gewesen. Das Modell-Xenobiotikum ist zwar durch Konjugation mit GSH und Cys inner-
halb der Pflanze entgiftet (Marrs 1997; Lamoureux & Rusness 1986), werden diese Substan-
zen jedoch wieder in den Organismus zuriickgeschleust, geht von ihnen eine schiddigende
Wirkung aus.

Die von Sandermann (1983) erwidhnte Ungiftigkeit der Konjugate kann somit nur einge-
schriankt bestétigt werden. Wiirde es sich um ungiftige Substanzen handeln, diirften die Symp-
tome gar nicht oder nur sehr schwach ausgeprégt sein. Da dies jedoch nicht der Fall ist, kon-

nen die Fremdstoff-Metabolite nicht als v6llig unbedenklich eingestuft werden.
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Eingeschrankt wird die Phytotoxizitit allerdings durch die Tatsache, daB3 ein gewisses
SchadmafR nicht tiberschritten wird. Die Pflanzen sind offenbar in der Lage, iiber die Zeit mit
dem Stref3faktor Konjugat zurechtzukommen. Anders ist es bei der Xenobiotikumldsung, hier

werden die Schadsymptome voll ausgebildet, und die Pflanze stirbt.

4.2 Enzymologische Untersuchungen

Die Reaktionen der Tomatenblitter auf die Behandlung mit GS-X-, Cys-X- und CDNB-
Losung zeigen keinen deutlichen Trend. Verdnderungen in den Enzymaktivititen auf die GS-
X-Losungen scheinen nicht signifikant zu sein, ebenso die Reaktionen auf die hochkonzent-
rierte Cys-X-Losung. Es gibt jedoch Hinweise darauf, da3 die hoher konzentrierte Losung die
Umsatzraten fiir CDNB, DCNB und NBC steigern.

Auf die Zugabe der CDNB-L6sung und niedrig konzentrierte Cys-X-Losung reagieren die
Tomaten wiederum mit einer Steigerung der Enzymaktivititen (CDNB, DCNB, NBC) und
einem Riickgang des Fluorodifen-Umsatzes. Unter diesen Bedingungen sind die Effekte je-
doch — verglichen mit der Kontrolle — signifikant.

Durch das GS-X ist keine Beeinflussung der Glutathion-Reduktase (GR) mefbar. Signifikante
Unterschiede zur Kontrolle bestehen durch eine hohe Gabe an Cys-X und niedrig konzentrier-
te CDNB-Losung. Die Peroxidase-Aktivitidt wird von allen Losungen gehemmt, einzig niedrig
konzentrierte GS-X-Losung hat keinen Einflul.

Aus verschiedenen Quellen ist bekannt, da3 die GSTs in Tomaten induziert werden kénnen.
So berichten Kuzniak et al. (2004) von einer Steigerung der GST-Aktivitit nach Befall mit
Botrytis cinerea. Mittova et al. (2003) konnten feststellen, daf3 in Salz-toleranten Tomaten die
GST besonders exprimiert sind. Keiner der Autoren konnte dagegen eine Verdnderung in der
GR-Aktivitit messen.

Beide Autoren-Gruppen haben ihre Versuchspflanzen iiber mehrere Tage behandelt. Dies er-
schien im vorliegenden Fall jedoch nicht geeignet, da die Tomaten im Toxintest z. T. so heftig

reagierten, dal eine Enzymextraktion nicht mehr reprisentativ gewesen wire.
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S  Wirkungen der Konjugate auf Mikroorganismen

5.1 GSTs in Pilzen nach Konjugat-Zugabe

Die Reaktionen der Bodenpilze Chaetomium (globosum), Fusarium graminearum und Tri-
choderma spp. fallen ganz unterschiedlich aus. Je nach zugegebener Substanz und dessen
Konzentration reagieren die Pilze mit einer Steigerung oder Hemmung der GST-Aktivitéten.
Auffillig in dieser Versuchsreihe war, daf3 die Pilze kaum in der Lage sind, das CDNB umzu-
setzen. In Pflanzen finden sich stets hochaktive GSTs, die diese Substanz entgiften kdnnen.
Pilze dagegen haben eher GSTs, die hohe Umsatzraten fiir NBC und/oder NBOC zeigen.
Ungeachtet dessen sind auch fiir die Pilze Effekte meBbar, wie sie auch schon fiir transfor-
mierte Meerrettich-Wurzeln festgestellt wurden. Die Pilze reagieren ebenso wie die Wurzeln
auf das Cys-Konjugat stirker als auf das GSH-Konjugat. Mit steigendem Metabolisie-
rungsgrad wird das urspriinglich entgiftete Xenobiotikum-Molekiil seiner Wirkstoff-Form
wieder dhnlicher und 16st entsprechende Strereaktionen aus. Diese Reaktionen duflern sich in
den Bodenpilzen mit einer Verdnderung des GST-Haushaltes. Der Wirkstoff selbst 10st in den
Pilzen die starkste Reaktion aus. Die CDNB-GSTs erfahren — besonders in der Trichoderma -
eine starke Beeinflussung. Alle iibrigen GSTs reagieren unauftillig.

Ein derartiger Effekt war zu erwarten. Das CDNB induziert entsprechende Isoformen der

GSTs, was dann im Photometer-Test deutlich mef3bar ist.

Besonders auffillig ist die Entwicklung der NBOC-GST im Vergleich zur CDNB-GST. So-
wohl in den Pilzen als auch in den transformierten Meerrettich-Wurzeln konnte nach GS-X-
Zugabe ein starker Anstieg der NBOC-GST gemessen werden, wohingegen die CDNB-GST
nur geringe Aktivitit zeigte.

Ganz offenbar handelt es sich hierbei um ein Phdnomen, das nicht auf eine einzelne Art be-
schriankt ist, sondern sich liber ganz unterschiedliche Organismen (hdhere Pflanzen und Pilze)
erstreckt. Vermutlich wird hier ein Enzymmuster exprimiert, das sich im Laufe der Evolution
nicht stark verdndert hat. Molekular-biologische Methoden konnten helfen, diese Hypothese

zu testen und zu bestétigen.

Da jedoch die Enzymtests der pilzlichen GSTs im Vergleich zu héheren Pflanzen nur verhilt-
nisméBig geringe Aktivititen zeigten, liegt die Vermutung nahe, da3 Pilze tiber andere GSTs

verfiigen als Pflanzen, denn die verwendeten Substrate bilden i. d. R. ein breites Spektrum
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pflanzlicher GSTs ab. Bisher ist nur wenig iiber die natiirlichen Substrate von GSTs bekannt,
warum Pilze ein deutlich verdndertes GST-Muster im Vergleich zu hoheren Pflanzen haben,
bleibt somit spekulativ. Ein wichtiger Grund scheint zu sein, daf3 Pilze nicht in dem Mafle wie
Pflanzen iiber die Moglichkeit, Giftstoffe in die Zellwand einzubauen, verfiigen. Eine effekti-
ve Entgiftung iiber GSTs erscheint sinnvoll. Demzufolge werden mdglicherweise andere

GSTs induziert.

5.2 Wirkungen auf Bakterien

Der Einflu3 der Konjugate auf die Bakterien ist ausgeprégter als auf die Pilze. Gegeniiber den
unbeeinfluBten Kontroll-Suspensionen ist das Wachstum durch die Thiol-Konjugate und das
CDNB unabhingig von der Konzentration vermindert.

Es fillt auf, daB3 die Wachstumshemmung unter Konjugat-Einfluf} stirker ist als unter CDNB-
EinfluB3. Dies ist sehr erstaunlich, denn von dem Modell-Xenobiotikum wurde eher erwartet,
dal} es das bakterielle Wachstum starker hemmt als die S-haltigen Konjugate. Im Falle von

Burkholderia cepacia wird das Wachstum sogar gegeniiber der Kontrolle gefordert.

Das Wachstum von Serratia liquefaciens wird langfristig stimuliert, wenn zu den Bakterien
eine hochkonzentrierte Thiol-Losung gegeben wird. Auch eine geringe Menge des Modell-
Xenobiotikums CDNB zeigt gute Wirkung. Besonders bei Anwesenheit eines Amids (Glucu-
ronamid oder L-Alaninamid) oder einer Carboxylsdure (a-Keto-Valerian-Saure) zeigt Serratia
liquefaciens gutes Wachstum. Gibt man Sebacinséure zu, ist ein Wachstum unter Konjugat-

EinfluB} gesichert.

Eine Wachstumsforderung von Burkholderia cepacia ist moglich nach Zugabe von CDNB
und einem Thiol in Anwesenheit von f—Methyl-D-Glucosid.
Eine iiber alle Substrate verteilte Forderung erzielt man nach Zugabe einer geringen Menge

DCNB.

Auch Burkholderia sacchari wird durch die Thiole gefordert, vor allem in Kombination mit

L-Glutaminsdure. Die Modell-Xenobiotika allein hemmen das Wachstum. Eine Mischung aus
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CDNB und GSH hat dagegen eine noch bessere Wirkung als das Thiol allein. Dann sollte a-

Cyclodestrin, Gentiobiose oder Uridin zugegeben werden.

Das Wachstum von Serratia liquefaciens kann unterdriickt werden mit DCNB. Keinen
EinfluB} zeigt dagegen das GS-DNB.

Eine geringe Menge dieser Substanz hemmt dagegen das Wachstum von Burkholderia cepa-
cia.

Burkholderia sacchari wird am effektivsten mit DCNB unterdriickt. Auch CDNB kann das
Wachstum eindimmen. GS-DNB ist dagegen ohne Wirkung.

Die Beobachtung, dal Bodenbakterien unter Xenobiotika-Einflul besser wachsen, machten
auch schon Omar & Abdel-Sater (2000). Auch sie stellten fest, dafl eine geringe Xenobiotika-
Menge eine Wachstumsforderung bewirken kann. Wird dagegen mehr PSM zugegeben, ist
das bakterielle Wachstum gehemmt (Omar & Abdel-Sater 2000).

Zablotowicz 1995 konnte zeigen, dafl dieser Metabolismus mit GST-Aktivititen verbunden
ist. Weiterfithrende Versuche mit GSH-Konjugaten und dessen Abbauprodukten yGC-X und
Cys-X ergaben, dal} eine Serratia-Art und Pseudomonas cepacia (heute Burkholderia cepa-
cia) in der Lage sind, diese Substanzen abzubauen.

Es fehlen in der Literatur jedoch Angaben, ob ein Thiol (z. B. GHS, yGC oder Cys) einen Ef-
fekt auf die Bakterien hat.

Pan et al. (1999) berichten, dall Serratia liquefaciens und Kinetin das pflanzliche Wachstum
fordern. Welche Rolle das Kinetin dabei fiir das Bakterium spielt, bleibt jedoch unklar. Diese
Gruppe konnte auch feststellen, dafl das stofflich dhnliche Genistein diese Effekte nicht er-
zeugt (Pan et al. 2002).

Die positiven Wirkungen von Bodenbakterien auf das pflanzliche Wachstum sind seit langem
bekannt und wurden von vielen Stellen berichtet. Serratia fordert das pflanzliche Wachstum
vor allem dann, wenn die Temperatur etwa 25°C betrdgt (Zhang et al. 1997). Doch auch bei

geringen Temperaturen konnte ein positiver Effekt gemessen werden.

Burkholderia cepacia hat durch die Ausscheidung verschiedener Stoffe fungizide Wirkung
(Ravenskov et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dal3 dieses Bakterium Pilze aus der Gat-
tung Fusarium zuriickdrangen kann bzw. Pflanzen bei Burkholderia cepacia-Besiedlung ei-

nem Angriff dieser Pilze besser standhalten konnen (Peix et al. 2001).
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Parales et al. (2000) konnten zeigen, dafl Burkholderia cepacia besondere Affinitit zu Toluen
zeigt. Das Bakterium schwimmt zu dieser Substanz und leitete so dessen Abbau ein.
Die vorteilhafte Wirkung von Burkholderia cepacia auf das pflanzliche Wachstum ist auch

von Chiarini et al. (1998) bestétigt worden.

Die Wirkungen von Burkholderia sacchari sind bislang nicht erforscht, da es sich bei diesem
Bakterium um eine sehr neue Art handelt, die 2001 von Brdmer et al. erstmalig beschrieben

wurde.

Die Ergebnisse und Aussagen, die man aufgrund des BIOLOG-Versuches treffen kann, sind
stark abhingig vom MefBzeitpunkt. Mif3t man die Platten 3 Std. nach der Inkubation, so ergibt
sich ein vollig anderes Bild gegentiber der 24stiindigen Inkubation.

Vom Hersteller wird zwar empfohlen, einmalig nach 3stlindiger Inkubation zu messen. Lang-
fristige Folgen und Auswirkungen auf die betreffende Bakterien-Population treten jedoch erst

nach lidngerer Inkubation hervor.

Die unterschiedlichen Auswerte-Verfahren des BIOLOG-Versuches zeigen sehr unterschied-
liche Ergebnisse. Zeigen sich in der klassischen Auswertung nach Garland & Mills (1991)
keine signifikanten Abweichungen zwischen den einzelnen Behandlungen, sind die Unter-
schiede durch die modifizierte Auswertung deutlicher hervorgehoben. Das liegt hauptséchlich
daran, daf3 bei der klassischen Auswertung die BIOLOG®-Platten mit ihren 95 C-Quellen als
Gesamtheit betrachtet werden, wohingegen bei der eigenen Auswertung diese 95 unterschied-
lichen Substrate getrennt voneinander behandelt werden. Auflerdem stehen die Behandlungen
bei der Auswertung nach Garland & Mills (1991) lediglich in statistischen Bezug zur Kontrol-
le. Bei der eigenen Auswertung werden Behandlung und Kontrolle unmittelbar miteinander in
Beziehung gesetzt.

Welche Methode fiir die Auswertung die bessere ist, scheint wenig deutlich zu sein. Die
Hauptkomponentenanalyse ist ein rein statistisches Verfahren, daf3 sich fiir die Interpretation
der BIOLOG®-Platten durchgesetzt hat. Fiir einen Uberblick iiber die Gesamtheit der Reakti-
on auf die Substrate unter Einflul} eines einzigen Faktors (z. B. Zugabe einer Substanz) ist es
sehr aussagekriftig.

Will man aber gleichzeitig die Unterschiede zwischen den einzelnen C-Quellen herausfinden,

ist es zu ungenau. Hier bietet sich eine Auswertung nach der o. g., selbstentwickelten Metho-
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de an. Mit der modifizierten Auswertung kann der Focus auf einzelne, ausgewihlte C-Quellen
gerichtet werden. So kann ermittelt werden, ob Effekte, die durch die Zugabe verschiedener
Substanzen hervorgerufen werden, von einzelnen C-Quellen ausgeglichen oder sogar noch
verstirkt werden konnen.

In der Literatur finden sich sehr viele Hinweise zu verschiedenen Moglichkeiten der Auswer-
tung.

Busse et al. (2001) berichten, da3 eine Bakterien-Losung, extrahiert aus einem Herbizid-
behandelten Boden, in die Platten gegeben wurde und die Entwicklung iiber 10 Tage verfolgt
wurde. Die Auswertung erfolgte nach Integralbildung der Wachstumskurve und der Methode
von Garland & Mills (1991). Ein vergleichbarer Versuch mit vergleichbarer Auswertung
wurde auch von Engelen et al. (1998) durchgefiihrt.

Diese Herangehensweise erwies sich fiir die vorliegenden Versuche als ungeeignet, da oft
schon nach 24 Std. alle wells kréftig verfarbt und Unterschiede nicht mehr mef3bar waren.
Eine sehr ausfiihrliche Auswertung wird von Guckert et al. (1996) vorgeschlagen. Hier steht
vor allem der Verlauf der zeitlichen Entwicklung im Mittelpunkt. Doch auch bei dieser Me-
thode werden Unterschiede zwischen den einzelnen Substraten nicht in Betracht gezogen.
Weitere Vorschlédge flir eine Auswertung der BIOLOG®-Platten finden sich bei Glimm et al.
1997, Hackett et al. 1997, Harch et al. 1997, Hitzl et al. 1997, Howard 1999 und 1997. Im

vorliegenden Fall bietet sich die eigene Auswertung an.

Durch die Behandlung der Kulturpflanzen mit Herbiziden in der landwirtschaftlichen Produk-
tion entstehen die GSH-Konjugate und ihre Metaboliten als Entgiftungsprodukte, die dann an
den Boden abgegeben werden. Dort werden die Bodenbakterien im Wachstum gehemmt oder
gefordert. Die Effekte sind abhingig von Bakterium, Konjugat und dessen Konzentration.

Die Forderung kann nicht nur den ,,positiven* Bakterien widerfahren, es konnen auch Patho-
gene begiinstigt werden. Um nur durch die notwendige Maflnahme der Herbizid-Ausbringung
mit ihrer anschlieBenden Abgabe von Metaboliten an den Boden keine Schédigung durch
massenhafte Vermehrung pathogener Bakterien zu erzeugen, ist es von Vorteil zu wissen,
mittels welcher Substanzen dies unterbunden werden kann. Der inverse Fall gilt fiir Bakterien,
die das Wachstum von Pflanzen positiv beeinflussen, sog. PGPR.

Mit diesen detaillierten BIOLOG-Ergebnissen ist es moglich, eine Kombination aus Xenobio-

tika-Metaboliten und C-Quelle zu finden, die es ermdglicht, pathogene Bakterien gezielt zu
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hemmen und PGPR zu fordern. Daraus ergibt sich eine Behandlung, die fiir die Kulturpflan-

zen sehr vorteilhaft ist.

Fiir eine gezielte Bekdmpfung pathogener Bodenbakterien mit gleichzeitiger Forderung der
PGPR sind weitere Versuche mit entsprechenden Bakterien notwendig. Es miifiten pathogene
Bakterien unter gleichen Bedingungen in die BIOLOG® Micro Plates gefiillt werden und an-
schlieBend die Substrate ausgewihlt werden, die das Wachstum hemmen. Die Substrate, bei
denen die PGPR gefordert und gleichzeitig die Pathogene gehemmt werden, sind geeignet,

eine gesunde Rhizoflora zu schaffen, bei der gesundes Pflanzenwachstum gewihrleistet ist.

Somit ergibt sich aus der vorliegenden Arbeit ein recht komplexes Bild des Verhaltens entgif-
teter Fremdstoff-Metaboliten durch die Pflanze und die Rhizosphire. Diese Metaboliten besit-
zen, wie mehrfach gezeigt worden ist, hinreichend Signalcharakter fiir die Pflanze selbst, aber
auch fiir andere Organismen, die die Rhizosphire besiedeln. Durch die Exudation dieser Sig-
nalmolekiile in die Wurzelzone verdndern Mykorrhizapilze ihren Stoffwechsel und Bakterien
thr Wachstum. Gerade letzteres Phinomen kann zu bisher nicht vorhersehbaren Veridnderun-
gen in der Rhizosphére fiihren.

Entscheidend ist es nun, Erkenntnisse dariiber zu erlangen, wie die pflanzliche Gesundheit
beeinfluBt wird. Dabei sollte durchaus in Betracht gezogen werden, dall die Metaboliten von
Agrochemikalien, die wir derzeit anwenden, um unsere Nutzpflanzen zu schiitzen, in der Rhi-

zosphire Effekte hervorrufen konnen, die uns zumindest unterwartet erscheinen.
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6  Zusammenfassung

Die durch Pflanzenschutz-Mafinahmen bei der landwirtschaftlichen Produktion ausgebrachten
Herbizide werden im pflanzlichen Organismus zum groflen Teil {iber GSTs entgiftet. Seit ge-
raumer Zeit befaflit man sich nun nicht mehr ausschlielich mit den in der unbelebten Natur
verbleibenden Riickstinden, es sind auch mdogliche Wirkungen der innerhalb der Pflanzen
entstehenden Metaboliten von Interesse.

Die Synthese der Metaboliten fiir die Versuche war erstaunlich problematisch. Viele Proto-
kolle aus der Literatur mufiten modifiziert oder sogar génzlich verworfen werden.

Das GSH-Konjugat wird am sichersten in einem physiologischen Puffer (Tris/HCI oder KPP)
mit pH 7,5 oder 7,8 und anschlieBender Aufreinigung mit SPE-Saulen hergestellt.

Fiir die Konjugation von yGC und CDNB wird hingegen H,O oder Borat-Puffer (pH 8,2)
empfohlen.

Keine endgiiltige Klarheit konnte fiir die Synthese des Cys-Konjugates geschaffen werden.
Das Cys-Molekiil hat neben der Thiolgruppe auch noch eine reaktive Aminogruppe, und so
entsteht neben dem gewiinschten S-Cys-Konjugat auch noch das N-Cys-Konjugat. Dieses ist
physiologisch jedoch nicht von Belang, da es als endstindiger Metabolit nicht weiter
verstoffwechselt wird. Weiterhin konnten diverse, unerwiinschte Aromaten im Synthese-

Ansatz gefunden werden.

Untersuchungen mit den in vitro synthetisierten Metaboliten GS-X und Cys-X an Wurzeln
von Gersten-Keimlingen haben gezeigt, dafl diese beiden Konjugate von der Pflanze wieder
an den Boden abgegeben werden kdnnen. Das GSH-Konjugat wird deutlich besser transpor-
tiert als das Cys-X, was offenbar darauf zuriickzufiihren ist, da3 das pflanzliche Gewebe auf
den Transport von GSH spezialisiert ist. Weiterhin werden die Konjugate besser ans umge-
bende Medium abgegeben, wenn die Wurzel vollstindig ist, also die Spitze nicht abgeschnit-
ten wurde.

Dariiber hinaus zeigte sich, dal der GS-X-Transport durch die Wurzel mit KCI-Losung ge-
hemmt werden kann. Da KCl die Plasmodesmata im Gewebe schlief3t, kann wohl tatsdchlich
von einem symplastischen Transport des Konjugates und nicht von Diffusion ausgegangen
werden.

Wesentlicher weiterer Befund der vorliegenden Arbeit war, dal die Konjugate nicht wieder

von der Wurzel aufgenommen und Richtung Sprof} transportiert werden konnen. Der unidi-
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rektionale Transport belegt, dal die behandelten Pflanzen eine Féhigkeit zur echten Aus-

scheidung von xenobiotischen Metaboliten besitzen und nutzen.

Eine Versuchsreihe mit transformierten Meerrettich-Wurzeln hat ergeben, dal GSH-
Konjugate und ihre Abbauprodukte yGC-X und Cys-X die GST-Aktivitdten induzieren. Die
Induktion ist stirker, wenn die Wurzeln mit dem Bodenbakterium Serratia liquefaciens besie-
delt sind, wobei ein Grofteil der Induktion allein auf die Besiedlung selbst zuriickzufiihren ist.
Wurzeln, die mit Mikroorganismen besiedelt sind, weisen also einen hoheren Schutz gegen
Stref3 durch erhohte GST-Aktivitdten auf.

Wie sich herausstellte, ist die Induktion um so groBer, je weiter das Konjugat metabolisiert ist.
Das GSH-Konjugat bewirkt eine erheblich geringere Aktivitdtssteigerung als sein Metabolit,
Cys-X.

Ein dhnlicher Effekt wurde auch in Tomaten-Bléttern gemessen, die 24 Std. in Konjugat-
Losung inkubiert wurden. Blitter, die in der GS-X-Losung standen, hatten hohere GST-
Aktivitdten als die Blétter in der Cys-X-Ldsung. Die hochsten Aktivitdten konnten jedoch in
den Blittern gemessen werden, die der CDNB-L0osung ausgesetzt waren.

In der Versuchsreihe wurden unterschiedliche Konzentrationen getestet, es zeigte sich jedoch
kein Trend. D. h., die hoher konzentrierten Losungen induzieren nicht automatisch die hoch-
sten Enzym-Aktivititen. Teilweise wurden die Aktivititen auch unterdriickt.

Die GST-Aktivititen werden auch von Mykorrhizapilzen beeinflufit. Die Beeinflussung ist
allerdings stark abhdngig von der Pflanzenart und dem mykorrhizierenden Pilz. Acaulospora
longula induziert die GSTs in dikotylen Pflanzen, unterdriickt sie jedoch in monokotylen Ar-
ten.

Umgekehrt ist es mit Glomus. Pilze dieser Gattung steigern die GST-Aktivitdten in Dikotylen,
wohingegen in Monokotylen die Enzym-Aktivitidten gehemmt werden.

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dal die GST-Aktivitdt durch die Mykorrhizapilze
vollstindig unterdriickt wird. So war in mykorrhizierten Blauschwingel-Wurzeln gegeniiber

der Kontrolle kaum mehr GST-Aktivitiat mef3bar.

Die Pilze ihrerseits reagieren auch mit Verdnderungen der GST-Aktivititen auf die GSH-
Konjugate. Es zeigte sich, dafl — ebenso wie in den Pflanzen — die Aktivititen mit dem Meta-

bolisierungsgrad der Konjugate steigen.
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Konjugate beeinflussen auch die Bodenbakterien Serratia liquefaciens, Burkholderia cepacia
und B. sacchari in hohem Maf3e. Im BIOLOG®-Versuch, einem Substrat-Nutzungstest, konn-
te das Wachstum der Bakterien in Kombination mit einer C-Quelle z. T. extrem verdndert
werden.

Das Wachstum des PGPRs Serratia liquefaciens kann langfristig mit einer Thiol-Lésung
(GSH, yGC oder Cys) stimuliert werden. Unter Konjugat-Einflul wéchst das Bakterium be-
sonders gut, wenn Sebacinsdure zugegen ist.

Burkholderia cepacia kann mit einem Thiol oder auch CDNB als Modell-Xenobiotikum ge-
fordert werden. Dann sollte allerdings B—Methyl-Glucosid zugegeben werden.

Mit einer Mischung aus GSH und CDNB kann das Wachstum von Burkholderia sacchari
stark gefordert werden.

Alle 3 Bakterien werden von dem Modell-Xenobiotikum DCNB unterdriickt.

Mit dieser Versuchsreihe soll gezeigt werden, dafl durch Behandlung der Pflanzen mit Xeno-
biotika und anschlieBender Abgabe der Metabolite an die Rhizosphére Bakterien gezielt ge-
fordert oder auch gehemmt werden kénnen. Je nach Kombination mit einer C-Quelle kann das
Wachstum ,,positiver” Bakterien (z. B. PGPRs) gefordert werden, wihrend das Wachstum

pathogener Bakterien gezielt unterdriickt werden kann.

Werden Kulturpflanzen mit einer entsprechenden Mischung aus Xenobiotikum und C-Quelle
behandelt, wird die Rhizosphiren-Flora gezielt beeinfluflt, so dal ein gesundes Pflanzen-

wachstum ohne weitere Zugabe von umweltbelastenden Fremdstoffen gewéhrleistet ist.
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170 V  Anhang

2 Korrelation der verschiedenen Umsatzraten in Pilzen

Tab. 10: Korrelationen zwischen den unterschiedlichen Substraten in Chaetomium (globosum) nach In-
kubation mit GS-X, Cys-X bzw. CDNB.

Chaetomium (globosum) f(x)=m+ax+bx? f(x)=mx+b
schwarz weill schwarz weil3
GS-X CDNB : NBC 0,945 0,995 0,945 0,921
CDNB : NBOC 0,631 0,915 0,250 0,353
NBOC : NBC 0,561 0,995 0,258 0,600
CDNB : F 0,688 0,148 0,276 0,065
CDNB : GR 0,786 0,540 0,065 0,104
Cys-X CDNB : NBC 0,730 0,203 0,457 0,138
CDNB : NBOC 0,947 0,306 0,983 0,298
NBOC : NBC 0,730 0,773 0,318 0,743
CDNB : F 0,309 0,323 0,035 0,256
CDNB : GR 0,267 0,470 0,004 0,300
CDNB CDNB : NBC 0,391 0,984 0,049 0,648
CDNB : NBOC 0,269 0,375 0,079 0,031
NBOC : NBC 0,949 0,559 0,895 0,227
CDNB : F 0,935 0,898 0,492 0,797
CDNB : GR 0,365 0,307 0,042 0,231

Tab. 11: Korrelationen zwischen den unterschiedlichen Substraten in Trichoderma spp. nach Inkubation
mit GS-X, Cys-X bzw. CDNB.

Trichoderma spp. f(x)=m+ax+bx? f(x)=mx+b
schwarz weill schwarz weil3
GS-X CDNB : NBC 0,126 0,367 0,030 0,358
CDNB : NBOC 0,612 0,761 0,371 0,564
NBOC : NBC 0,977 0,825 0,723 0,760
Cys-X CDNB : NBC 0,349 0,919 0,014 0,874
CDNB : NBOC 0,408 0,596 0,288 0,572
NBOC : NBC 0,696 0,488 0,589 0,595
CDNB CDNB : NBC 0,998 0,837 0,247 0,278
CDNB : NBOC 0,571 0,984 0,272 0,941

NBOC : NBC 0,583 0,500 0,990 0,823
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Wachstumsfordernde Substrate des BIOLOG®-Versuchs
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Modell-Xenobiotika
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4  Hauptkomponenten-Analyse des BIOLOG-Versuches

In den folgenden Abbildungen bedeuten Sl = Serratia liquefaciens, Bc = Burkholderia cepa-

cia und Bs = B. sacchari.
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4.2 GS-DNB
1.0 bs-r:im 10
5 be-reint 54
=]
EE:FEP@
il Sl-rsin 00
el [}
£ -5 £ 54
= fis]
5 P
o o
= =
g S
= k IU ¥ ¥ = A 'D L] L)
-1.0 -4 an A 1.0 -1.0 -5 oo A 10

Karmnponerite 1

Komponente 1



V  Anhang

177
4.3 Vergleich zwischen GS-X ,,Parent Mix*“ und GS-DNB
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4.4 Thiole
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Serratia liquefaciens Burkholderia cepacia
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4.5 Modell-Xenobiotika
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5 Toxintest

Tégliche, mittlere Boniturstufen als Mittelwert aus 10 Probegliedern und die dazugehdrigen

Standardabweichungen.
Welke
Tag
Stecklinge 1 2 3 6 7 8 9 10
Kontrolle 0,44 0,44 1,33 1,44 1,44 2,00 2,00 2,00
0,53 0,53 0,50 0,53 0,53 0,00 0,00 0,00
CDNB 1 1,30 1,90 2,80 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
0,48 0,32 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CDNB 2 0,80 0,90 1,90 1,90 2,50 2,50 2,60 2,60
0,42 0,32 0,32 0,32 0,53 0,53 0,52 0,52
GS-X'1 1,00 1,33 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11 2,11
0,00 0,50 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
GS-X 2 1,00 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cys-X 1 1,00 1,30 2,00 2,00 2,00 2,30 2,40 2,40
0,00 0,48 0,47 0,47 0,47 0,48 0,52 0,52
Cys-X 2 1,00 1,20 1,10 2,10 2,10 2,20 2,30 2,30
0,00 0,42 0,32 0,32 0,32 0,42 0,48 0,48
Pflanzen 1 2 3 6 7 8 9 10
Kontrolle 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CDNB 1 0,50 1,10 1,90 2,40 2,30 1,80 1,80 2,10
0,71 0,74 0,57 0,70 0,67 0,42 0,42 0,74
CDNB 2 0,70 0,50 0,30 0,20 0,10 0,10 0,10 0,20
0,48 0,53 0,48 0,42 0,32 0,32 0,32 0,42
GS-X 1 0,70 0,80 1,20 1,50 1,50 1,40 1,30 1,40
0,67 0,79 0,92 0,71 0,71 0,84 0,67 0,84
GS-X 2 0,30 0,10 0,10 0,20 0,10 0,30 0,40 0,40
0,48 0,32 0,32 0,63 0,32 0,67 0,70 0,70
Cys-X 1 0,20 0,10 0,20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0,42 0,32 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cys-X 2 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Chlorose
Tag
Stecklinge 1 2 3 6 7 8 9 10
Kontrolle 0,11 0,11 0,22 1,33 1,44 1,56 1,67 1,78
0,33 0,33 0,44 0,50 0,53 0,53 0,50 0,44
CDNB 1 0,60 1,00 2,00 2,00 2,10 2,90 2,90 3,00
0,52 0,00 0,00 0,00 0,32 0,32 0,32 0,00
CDNB 2 0,00 1,20 1,30 1,70 1,80 2,00 2,00 2,00
0,00 0,63 0,48 0,48 0,42 0,00 0,00 0,00
GS-X'1 0,00 1,11 1,11 1,11 1,11 1,89 2,11 2,11
0,00 0,33 0,33 0,33 0,33 0,60 0,33 0,33
GS-X 2 0,00 1,00 1,00 1,10 1,10 1,30 1,80 1,90
0,00 0,00 0,00 0,32 0,32 0,48 0,42 0,32
Cys-X 1 0,10 1,10 1,10 1,10 1,70 2,10 2,20 2,20
0,32 0,32 0,32 0,32 0,48 0,32 0,42 0,42
Cys-X 2 0,00 1,10 1,10 1,20 1,20 2,00 2,00 2,00
0,00 0,32 0,32 0,42 0,42 0,00 0,00 0,00
Pflanzen 1 2 3 6 7 8 9 10
Kontrolle 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,44 0,11 0,33
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,52 0,32 0,52
CDNB 1 0,00 0,20 0,80 1,80 1,80 2,00 1,80 2,20
0,00 0,42 0,63 0,42 0,42 0,00 0,42 0,63
CDNB 2 0,00 0,20 0,90 1,20 0,90 0,90 0,90 1,40
0,00 0,42 0,32 0,63 0,57 0,57 0,57 0,52
GS-X'1 0,00 0,20 0,60 1,40 1,40 1,40 1,60 1,60
0,00 0,42 0,52 0,70 0,52 0,52 0,52 0,52
GS-X 2 0,00 0,20 0,60 1,00 1,50 1,40 1,40 1,70
0,00 0,42 0,52 0,00 0,53 0,52 0,52 0,48
Cys-X'1 0,00 0,10 0,50 1,60 1,70 2,00 2,00 2,00
0,00 0,32 0,53 0,52 0,48 0,00 0,00 0,00
Cys-X 2 0,00 0,10 0,40 0,90 1,00 1,00 1,00 1,40

0,00 0,32 0,52 0,32 0,00 0,00 0,00 0,52
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Nekrose
Tag

Stecklinge 1 2 3 6 7 8 9 10
Kontrolle 0,00 0,00 0,00 0,00 0,78 0,78 1,56 1,78
0,00 0,00 0,00 0,00 0,44 0,44 0,53 0,44
CDNB 1 0,00 0,00 0,00 0,40 1,00 2,80 2,80 3,00
0,00 0,00 0,00 0,52 0,00 0,63 0,63 0,00
CDNB 2 0,00 0,00 0,00 0,30 0,80 0,80 1,30 1,70
0,00 0,00 0,00 0,48 0,42 0,42 0,67 0,48

GS-X 1 0,00 0,00 0,00 1,44 1,67 2,11 2,11 2,11
0,00 0,00 0,00 0,53 0,50 0,33 0,33 0,33
GS-X 2 0,00 0,00 0,00 1,10 1,10 1,30 1,80 1,90
0,00 0,00 0,00 0,32 0,32 0,48 0,42 0,32
Cys-X 1 0,00 0,00 0,10 0,60 0,90 1,50 2,00 2,20
0,00 0,00 0,32 0,52 0,32 0,71 0,67 0,42
Cys-X 2 0,00 0,00 0,00 0,30 0,90 1,30 1,60 1,70
0,00 0,00 0,00 0,48 0,32 0,48 0,52 0,48

Pflanzen 1 2 3 6 7 8 9 10
Kontrolle 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CDNB 1 0,00 0,10 1,00 1,70 1,90 1,90 2,10 2,20
0,00 0,32 0,47 0,48 0,32 0,57 0,32 0,42
CDNB 2 0,00 0,00 0,00 0,10 0,20 0,40 0,30 0,40
0,00 0,00 0,00 0,32 0,42 0,52 0,48 0,52
GS-X1 0,11 0,44 1,67 1,89 2,00 2,22 2,56 2,67
0,33 0,73 0,50 0,33 0,50 0,44 0,53 0,50
GS-X 2 0,00 0,00 0,00 0,10 0,10 0,40 0,50 0,60
0,00 0,00 0,00 0,32 0,32 0,52 0,53 0,70
Cys-X 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,60 0,60 1,40
0,00 0,00 0,00 0,00 0,32 0,52 0,52 0,52
Cys-X 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10 0,20
0,00 0,00 0,00 0,00 0,32 0,32 0,32 0,42
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Abb. 58
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