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EINLEITUNG

Durch das epidemische Auftreten von Peronospora taba-
cina Adam (PtA), auch Blauschimmel und auf englisch
“blue mould” genannt, seit 1960 in ganz Europa, Teilen
Asiens und Afrikas traten PAanzenschutzprobleme auf,
die bis dahin in diesen Erdteilen im Tabakanbau nicht
bestanden. In den USA und Australien, wo PtA seit
1885 bekannt ist, tritt diese Pilzkrankheit nur vereinzelt
in den Anzuchtbeeten auf, stellt aber nach Lucas (1)
wegen der dort herrschenden hohen Tages- und Nacht-
temperaturen keine Gefahr fiir die Feldentwicklung des
Tabaks dar. In den 6oer Jahren betrug die Tabakanbau-
fliche in dem von PtA neu erfaBten geographischen
Raum einschlieBlich der UdSSR, jedoch ohne Irak und
Iran, ca. 265000 ha mit einem Jahresertrag von ca.
600000 t. Bei Annahme eines Tabakkilopreises von nur
3 DM und unter Beriicksichtigung eines nur s50%igen
Verlustes durch PtA betrigt der Schaden, welcher durch
diesen Pilz entstanden ist, {iber goo Millionen DM.
Hinzuzurechnen sind auferdem noch die Aufwendungen
fiir die nun notwendigen PflanzenschutzmaBnahmen.

PROBLEMSTELLUNG

Durch PtA werden alle im Anbau stehenden Tabak-
sorten befallen. Resistenzfaktoren gegeniiber PtA be-
sitzen nur die Nicotiana Wildarten debneyi, exigua,
gossei, megalosiphon und velutina.

Kurzfristig wurden als Gegenmafinahmen zur Bekdmp-
fung dieser Pilzkrankheit wichentliche Spritzungen der
Tabakbestinde mit Dithiocarbamaten (DTC) in Kon-
zentrationen von o,z bis 0,2%0 eingefithrt. Diese Fun-
gizide erwiesen sich nach Voruntersuchungen als die
geeignetsten Bekdmpfungsmittel, welche allerdings nur
prophylaktische Wirkung besitzen. Hierdurch entstand
das Riickstandsproblem der Dithiocarbamate und ihrer
Abbauprodukte (Mn, Zn, Metaboliten des Schwefels).
Kurativ und systemisch wirkende Fungizide sind bis
heute fiir die PtA-Bekdmpfung nicht vorhanden.
Langfristig wurde die Ziichtung PtA-resistenter Tabak-
sorten aufgenommen, wobei man allgemein auf ameri-
kanische und z. T. australische Zuchthybriden auf Nico-
tiana-debneyi-Basis zuriickgreifen konnte. Bereits ab
1965 kamen in verschiedenen Lindern Kreuzungen zwi-
schen diesen und den anfilligen Landsorten versuchs-

* Vorwrag anliflich des XHI. Tabak-Kolloquiuma, Briissel, 1571,

weise zum Anbau. Die Qualitiit dieser Neuziichtungen
befriedigte Verarbeiter in Lindern mit frefer Markt-
wirtschaft nicht. In den folgenden Jahren konnte durch
weitere Rilickkreuzungen mit der PtA-anfilligen Land-
sorte — besenders bei ,Badischem Burley E* — die
Qualitit dieser Resistenzziichtungen weiter verbessert
werden, jedoch befinden sich bis heute in der Bundes-
republik Deutschland diese Sorten nicht im GroRanbau.
In Lindern, in welchen grofflichig diese resistenten
Sorten angebaut werden (z. B. Frankreich und Halien),
wurde das Auftreten eines aggressiveren Biotyps von
PtA beobachtet, gegen welchen selbst N. debneyi keine
Resistenz besitzt, wie aus dem ,Rapport Général” der
CORESTA iiber die Blauschimmelepidemie bei Tabak
1971 (2) hervorgeht. Dieser aggressivere Biotyp von
PtA ist bis Ende 1¢%1 in der Bundesrepublik Deutsch-
land nicht aufgetreten, wie eigene Untersudhungen er-
gaben.

Zur Testung der Resistenzeigenschaften von Nicotiana-
Wildformen bzw. von Neuziichtungen wurde von Izard,
Schiltz und Hitier (3) der Kotyledonentest eingefiihrt.
Izard (4) erweiterte diesen 1962 zur Priffung von Fun-
giziden. Diese Teste werden heute iiberall, wo mit PtA
gearbeitet wird, oft modifiziert durchgefiihrt. Der Kotyle-
donentest, wie er in der Landesanstalt in Forchheim
jahrlich im Rahmen der Ziichtungsarbeiten durchgefiihrt
wird, ist unter (9) verdffentlicht.

Magnesiummangel, weldher als Ursache der Verbreitung
des aggressiveren Biotyps oft angenommen wurde, hat
sich nach 1971 durchgefiihrten Untersudumgen der
Landesanstalt auf italienischen Boden, auf denen deren
eigene PtA-resistente Neuziichtungen standen, weldche
an PtA erkrankt sind, nicht bestitigt, Der Mg-Gehalt
dieser Biiden betrug 6 mg in 100 g Boden (Bestimmung
nach der Al-Methode), was noch als ausreichend anzu-
sehen ist.

Die heute angewandten Fungizide auf Dithiocarbamat-
basis hinterlassen Riickstinde und Abbauprodukte auf
dem Tabak, welche der Hiichstmengenvercrdnung-Pflan-
zenschutz nach deren Inkrafttreten unterliegen werden.
Dariiber hinaus ist auch im Rahmen des Umweltschutzes
zur Gesunderhaltung der Béden und hinsichtlich der
Einwirkung von Riidkstinden auf die in der Fruchtfolge
stehenden Nutzpflanzen das Riickstandsproblem von
groler Bedeutung, wodurch diesen Arbeiten weitere
Bedeutung zukommt. ’
Da alle biologischen Vorginge, also audh das Resistenz-
verhalten, biochemischen Reaktionen unterliegen, war es
interessant, diese Vorginge bei PtA mit biologischen,
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mikrobiologischen und biochemischen Methoden zu un-
tersuchen, um damit zu einer dritten Bekimpfungsmog-
lichkeit zu kommen.

Als Arbeitsziel wurde hierbei angestrebt: Erhaltung der
quantitativ und qualitativ hochstehenden Tabak-Land-
sorten durch biochemische Beeinflussung genetisch sicher-
lich vorhandener, bis heute jedoch ungenutzter Anlagen
zur Resistenzauslésung, unter Vermeidung von chemi-
schen fiir Boden und Verbraucher schidlichen Riick-
stinden.

Arbeiten mit PtA werden zeitlich dadurch verzdgert,
daB dieser Pilz sich als obligater Tabakparasit nur auf
lebendem Tabak entwickelt und vermehrt. Da noch
keine sporendichten Versuchsraume in der Landesanstalt
vorhanden sind, kénnen derartige Arbeiten nur in der
Zeit vom ersten natiirlichen Auftreten des Pilzes in den
Feldbestinden, was zumeist im Juli erfolgt, bis zum
Jahresende durchgefithrt werden. Darnach miissen alle
lebenden Tabakbestinde und damit PtA vernichtet und
die Labors bzw. Gewichshiuser desinfiziert werden, um
nicht den Pilz in die neue Tabakanzucht zu verschlep-
pen.

Im folgenden handelt es sich um eine Zusammenfassung
von finf Mitteilungen, welche in der ,Zeitschrift fiir
Naturforschung”, Teil b, verbffentlicht wurden (5—9).
Die vorliegende Zusammenfassung der experimentellen
‘Ergebnisse entspricht dem Stand von Ende 1971. Die
- Entwidklungsverldufe werden in drei Abbildungen sche-
matisch dargestellt und kommentiert und sind durch bis-
her noch nicht verdffentlichte Ergebnisse erweitert.

Abbildung 1.

EXPERIMENTELLER TEIL

1. Beobachtungsergebnisse (Abb. 1)

In Abbildung 1 ist schematisch der Entwicklungsgang
von PtA dargestellt. Wichtig fiir die Keimung der Spo-
ren sind die Klimaangaben beziiglich des hierfiir not-
wendigen Temperatur- und Feuchtigkeitsbedarfes und
bei Versuchen mit Wasser dessen Reinheitsgrad. Der
Reinheitsgrad des Wassers wurde durch eine elektrische
Leitfihigkeitsmessung ermittelt; die Angaben erfolgen
in Mikro-Siemens (uS). Nach diesen Messungen besitzt
tiber Ionenaustauscher gereinigtes Wasser, sog. Serva-
Wasser, die geringste Leitfihigkeit, was sich sehr giin-
stig auf die PtA-Sporenkeimfihigkeit auswirkt. Auf
Grund dieser Feststellung werden alle notwendigen Ver-
suche mit diesem Wasser durchgefiihrt.

In weiteren Untersuchungen wurde der Temperatur-
bereich der PtA-Sporenkeimung labormiBig ermittelt
und bei PtA-anfilligen Tabakpflanzen gepriift, inwie-
weit bei diesen unter Zugrundelegung der Laborergeb-
nisse die PtA-Infektionen mit Sporulation eintreten.
AuBerdem wurden hierbei die Zeiten bestimmt, welche
fiir die einzelnen Temperaturstufen bei Luftfeuchtig-
keiten iiber 96 %o zur Manifestierung der Infektion not-
wendig sind. Darnach wurden die Pflanzen Tempera-
turen und Lichtbedingungen unterworfen, wie sie im
Kotyledonentest der Landesanstalt angewandt werden.
Nach 9 Tagen (Ende der Inkubationszeit) wurden die
Pflanzen stark befeuchtet (10090 rel. Luftfeuchtigkeit),
um die Sporulation zu erméglichen.

Entwicklungsgang von Peronospora tabacina Adam (PtA) bel Tabak

(makroskopische und mikroskopische Befunde).

PtA-Sporen-Anflug — Klimabedingungen:

(GréBe ca. 15 pn) iiber 28° C keine Keimung,
Optimum der Keimungs-
temperatur 17° C, rel. Luft-
feuchte 92—100%

Tabaksorten

(Keimung 0/0) PtA-anfallig Infektionsvorgang: PtA-resistent (1000/0)
ag.font. 10000 pS = (100%/0) Dauer 3,5 Stunden bei
aq. dest. 10 uS = 30 17° C, > 96°0 rel. Luft-
aq. bidest. 0,5-0,7 uS = 70 feuchte (12h dunkel,
ag. Serva 0.2 uS = 100 12h hell bei 26° C),
Olartige Inkubationszeit 2800 Lux

Blattaufhellungen

Hypersensibilitatsflecken:

Dauer 9 Tage
9 ® 0,1—-2,0 mm

¢ 10—20 mm Farbung gelblich,
Gelbfarbung verschwin-

Neugebildete <———————Bel 100%s (fl. H,0) rel.
Sporen tragen die Luftfeuchte: Sporenbildung
Krankheit weiter ca. 5—6 Mill./ cm? Blattflache

Biatter werden stark ge-
schadigt, Pflanze stirbt ab

Anzuchtbeet
fiihrt zu neuen Infektionen bei
Nichtbeachtung der Saatbeet-

hygiene
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Mégliche Sporenbildung ——_T det

Y
Pflanze wachst ohne
Schédigung vollig PtA-frei
weiter, Blattfarbe griin

Y
Unter 100%o rel. Luft-
feuchte:
keine oder geringe
Sporenbildung

’ Y
Pflanze stirbt ab,
systemische Infektion

Y
Oosporenbildung im
Boden

Feld
flihrt zu Infektionen bei Nicht-
beachtung einer mehrjéhrigen
Fruchtfolge



Derartige Untersuchungsergebnisse sind notwendig zur
Bestimmung der kurativen Wirkung einer neuen Pflan-
zenschutzmaffnahme und koénnen dariiber hinaus Be-
deutung fiir elektronische PtA-Warngerite erhalten,

Bereits bei 1° C konnte eine Sporenkeimung von 5%
festgestellt werden. Keimhyphenwachstum wurde bei
dieser Temperatur jedoch nicht beobachtet. Bei 5° C
betrug die Keimrate von Peronosporasporen ca. 8—10%o;
aber hier ist bereits deutlich Keimhyphenbildung vor-
handen. Bei 10° C lag die Keimung iiber 20%, und es
wurden lange Keimhyphen gebildet. Die optimale Kei-
mungstemperatur wurde mit 17° C ermittelt; die Spo-
renkeimung betrug hier bis 100%, wobei lange Keim-
hyphen gebildet wurden. Bei 26° C betrug die Keimung
15—20%0 unter Ausbildung von ebenfalls langen Keim-
hyphen. Bei Temperaturen von 28° C und héher konnte
keine Keimung mehr festgestellt werden.

Die Priifungen bei PtA-anfilligen Tabakpflanzen, welche
geniigend lange an die jeweilige Priifungstemperatur
vorher angepaf8t worden waren, ergaben folgende Werte,
Bei 5° C wurde nach einer Zeit von 4 Stunden nach
erfolgter Impfung nach der Inkubationszeit von g Tagen
keine PtA-Erkrankung festgestellt. Erst 7,5 Stunden
nach der Impfung erkrankten die Pflanzen an PtA und
zeigten nach der Inkubationszeit auch Sporenbildung.
Bei 10° C blieben die Pflanzen ebenfalls nach 4 Stunden
noch PtA-frei. Nach 7,5 Stunden wurden ein sehr star-
ker PtA-Befall und Sporenbildung festgestellt. Bei 17° C,
der optimalen Sporenkeimungstemperatur, traten bereits
nach 3,5 Stunden die FReronosporaerkrankung und
starke Sporulation auf. Bei 25° C wurden erst wieder
nach 7,5 Stunden Erkrankung und Sporenbildung be-
obachtet.

Diese Ergebnisse, die im einzelnen noch weiter einge-
engt werden miissen, zeigten aber bereits sehr deut-
lich, dafl gemessen an unseren klimatischen Verhiltnissen
{Nachttemperaturen und rel. Luftfeuchtigkeit) wihrend
der Tabakfeldvegetationszeit jederzeit die Temperaturen
eine PtA-Infektion gestatten und die Zeitperioden der
Luftfeuchtigkeit iiber 96%0 immer gegeben sind, wie
Messungen 1971 ergaben. Die Erweiterung dieser Un-
tersuchungsserien im Bereich der rel. Luftfeuchtigkeit
auf 92 %o besitzt nur wissenschaftliches Interesse.

Die in Abbildung 1 dargestellten Infektionsbefunde
bei PtA-anfilligen und PtA-resistenten Tabaksorten
beziehen sich auf die optimale Keimungstemperatur von
17° C bei rel. Luftfeuchtigkeitswerten iiber 96°%b. Die
Infektion wurde zu Beginn der Dunkelphase, die
12 Stunden dauert, vorgenommen. Die Lichtphase, die
ebenfalls 12 Stunden dauert, wird durch kiinstliche Be-
leuchtung mittels Leuchtrdhren (jeweils 2 X wei,
1 X blau; Abstand 5 cm) bei 2800 Lux durchgefiihrt.
Wie bereits eingangs erwihnt, kdnnen derartige Unter-
suchungen wihrend der iiblichen Tabakvegetationszeiten
(Mai—Juli) nicht durchgefiithrt werden. Aus diesen Griin-
den wurden daher die angefiihrten Tag- und Nacht-
bedingungen, wie sie fiir den Kotyledonentest generell
festgelegt wurden, ebenfalls angewandt.

Als Tabaksorten fanden hierbei Verwendung: Fiir PtA-
anfillig, die im deutschen Anbau stehenden Hauptsor-

ten ,Badischer Geudertheimer”, ,Badischer Burley E“
und ,,Virgin SCR*; fiir PtA-resistent, die ,U. S. Belts-
ville-61-Typen” (Bel. Typen), meist Bel. 61—10.

Die Pflanzengrife betrug fiir diese Versuche meist 3 bis
5 cm. Es handelt sich also um relativ junge, noch nicht
setzfihige Pflanzen. Die Infektion erfolgte mit einer
dosierten PtA-Sporenanzahl, nachdem die Keimfihigkeit
vorher bestimmt wurde. Interessant in Abb, 1 ist, daf
auch bei den PtA-resistenten Tabaksorten Sporenkei-
mung und Infektion erfolgten, was durch die Ausbildung
der sog. Hypersensibilititsflecken angezeigt wird und
demonstriert, daf8 im Stoffwechsel dieser Pflanzen eine
Abwehrreaktion durch diese Infektionen ausgelést
wird, die der biochemischen Untersuchung zuginglich
ist. Bei den anfilligen Tabaksorten finden sich noch ab-
schliefend Angaben iiber den Eintritt der sog. systemi-
schen Infektion, welche zur Oosporenbildung fiihrt, und
Hinweise zur Beachtung der notwendigen HygienemaR-
nahmen fiir Anzuchtbeet und Feld.

2. Biochemische Ergebnisse (Abb. 2)

Analog dem in Abbildung 1 dargestellten PtA-Entwick-
lungsgang finden sich in Abbildung 2 die dazu gehéren-
den biochemischen Befunde. Die eingangs dargestellten
biochemischen Ergebnisse lassen erkennen, daf PtA-Spo-
ren auswaschbare keimhemmende Substanzen (5) besit-
zen und daf3 die resistenten Tabaksorten, sofern sie unter
PtA-Infektionsdruck stehen, in der Lage sind, zusitzlich
verschiedene spezielle Mikroorganismen zu aktivieren.
Weiter geht aus der Abbildung 2 hervor, daf die PtA-
Sporenkeimung durch Zugabe von im ppm-Bereich
liegenden Mengen von Lysozym (6) unterbunden wird,
was anzeigt, dafl auBSerdem eine sehr hohe Empfindlich-
keit gegeniiber biologisch aktiven Systemen besteht.

Das bei den Bel.-Sorten die PtA-Resistenz auslésende
oder induzierende Prinzip (8) wurde als Nucleoproteid;,
z. T. auch frei vorliegend als Di- bzw. Tri-Phospho-
pyridin-Nucleotid (DPN-H) bzw. (TPN-H), als Flavin-
Mononucleotid (FMN), Flavinadenosin-Dinucleotid
(FAD) und als eine Alloxazin-Verbindung, die dem
Vitamin Bz nahesteht, bestimmt. Nach schwacher Hydro-
lyse konnten papierchromatographisch Pyridin-, Purin-
und Pyrimidin-Verbindungen sowie 5-Ribose nachgewie-
sen werden, was den Nucleotid-Charakter bestitigt. Die
Alloxazin-Verbindung, die elektrophoretisch (130 V,
1 cm/3h) kathodisch (7) wandert, wurde papierchroma-
tographisch weiteruntersucht, und fiir die beiden FlieS-
mittelkombinationen wurden die folgenden Rg-Werte
bestimmt:

1. FlieBmittel: Pyridin:Butanol:HeO (1:1:1), Rf = 0,57;
2. FlieBmittel: Butanol:Eisessig:H:O (4:1:5), org. Phase

= Partridge-Gemisch, Rf = o,61.

Diese Rf-Werte charakterisieren die Alloxazin-Verbin-
dung. Die FlieBmittelkombination 1 ist fiir biologische
Tests vertriglich. Die FlieBmittelkombination 2 wurde
nach Vorpriifungen gewihlt, um einen sicheren Unter-
schied im Rg-Wert von dem des Vitamins Bg zu erhalten.

Bei Bel. 61—10 wurde neun Tage nach der Impfung und
Keimung von PtA-Sporen ein maximaler Gehalt an
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Abbildung 2.  Entwicklungsgang von Peronospora tabacina Adam (PtA)
(biochemische Befunde).

PtA-Sporen [

v
——Keimhemmsubstanz
Auswaschung
durch aq. bidest.

7 Tabaksorten

PtA-anfillig PtA-resistent
ch A his, aktiviert Bakieri Infektionsvorgang <—| > Total gehemmt durch
romatographie, aktiviert spez. Bakterien : . Lysozym
(bewegliche Kurzstibchen) Inkubationszeit i ‘
Pflanzen erkranken, keine Hypersensibilitatsfiecken, Feuchtkammertest

biochemischen Verdnde-

Bildung resistenzausidsen-

rungen beziiglich Bildung der Substanzen:

resistenzausliésender

Substanzen

Nucleoproteide, Nucleo- 3 Chromatographie, Elektro-

el s phorese, Bioautogramm-
lt’liggﬁl}_l'?‘;(r%zl;r;e\lzerblndung, Test zur Bestimmung der

Pyridin-, Purin-, Pyrimidin- | Keimhemmung von PtA
Verbindungen| + 5-Ribose !3Aktivieren Wachstum und

Entwicklung eines spez.

Kotyledonentest:

1 X Substanzgemisch, pH 8, anfélligen Sorten
»Bad. Geudertheimer“ und ,,Bad. Buriey*, ,Virgin
SCR" iiber die Wurzeln gegeben

Kotyledonen I:leiben gesund
Umpflanzung auf normale Anzuchterde

Pflanzen bleiben gesund und trotz taglicher Sporen-
impfung bei optimalen Klimabedingungen weit tber
SetzlingsgroBe hinaus PtA-frei (Beobachtungszeit ca.
2 Monate)

Nach Versuchsende: resistenzausldsende Substanzen
erfahren wahrend des Pflanzenwachstums eine deut-
liche Zunahme

Abbildung 3.

Bakteriums (Mikrokokkus)

Resistenzausldsendes Prinzip
bleibt erhalten: pH alkal., 120° C
geht verloren: pH sauer, UV, Oz

Bei Verschwinden der Gelbfarbung Ubergang in die
Proteid-Form

Spezielies Bakterium

(Mikrokokkus ermdglicht das Arbeiten wilhrend PtA-freler Zeiten und gestattet die Auffindung anderer, nicht von Tabak stammender Stoffe zur
Priifung auf PtA-Resistenzeligenschaften).

Mikrokokkus — nach Verbrauch von Reservestoffen

Wachstum auf anorgani-

schem Nédhrboden -+ Difco-

Hefeextrakt

Auftrennung des Difco-
Hefeextraktes in Sephadex-
G-25-Séule

32
Nur eine bestimmte Frak-
tion ist zum Wachstum not-

wendig
v
Kotyledonentest: Chromatographie, Elektro-
1 X Substanzgemisch, pH 8, 10 mg Trockenmasse/100 Kotyledonen anfélligen phorese, Bicautogramm-
Sorten ,Bad. Geudertheimer®, ,Bad. Burley” und ,Virgin SCR* iiber die Wurzeln Test

gegeben
Kotyledonen tileiben gesund

Umpflanzung auf normale Anzuchterde

RqWerte identisch mit
—>denen von resistenten
Tabaksorten

Pflanzen bleiben gesund und trotz taglicher Sborenimpfung bei optimalen
Kilimabedingungen weit liber SetzlingsgroBe hinaus PtA-frei (Beobachtungszeit

ca. 2 Monate)

Nach Versuchsende: resistenzaus!ésende Substanzen erfahren wahrend des
Pflanzenwachstums eine deutliche Zunahme (Nachweis durch Mikrokokkus)

v
1971 ,Badischer Geudertheimer*:

Kotyledonenbehandlung am 18. 5. 1971, ohne PtA-Impfung, Topfung 24. 5. und

Auspflanzung 3. 6. 1971,

Nattiirlicher PtA-Befall am 26. 7. 1971, nur mittlerer Sporendruck,

bis nach AbschluB der Tabakernte PtA-frei
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diesen Verbindungen nachgewiesen. Weitere Unter-
suchungen ergaben, daB bereits nach dem 15. Tag ein
starker quantitativer Riickgang festzustellen ist und dar-
nach diese Verbindungen in Proteidform vorliegen und
somit nicht ohne Hydrolyse zuginglich sind. Auferlich
wird dieser Vorgang dadurch gekennzeichnet, daR bei
Bel. 61—10 sich wieder die normale griine Blattfarbe
einstellt. ' -
Die keimhemmende Wirkung auf PtA-Sporen wurde
im Bioautogrammtest mittels FlieBmittelkombination 1
bzw. nach Eluation im Feuchtkammertest bestimmt.

Das keimhemmende Prinzip wird durch Erhitzung auf
120° C iiber eine volle Stunde (Ubersterilisierung im
Autoklaven) bei pH 8 nicht zerstért; es geht in schwach-
saurem Milieu sowie durch UV- und Og-Einwirkungen
verloren.

Die nach erfolgter Infektion von PtA bei Bel. 61—10
gewonnenen und hier angefithrten Substanzen wurden
zur Gewinnung gréflerer Fraktionsmengen im ,,Spinco-
Modell CP” (kontinuierliches Elektrophorese-System)
der Firma Beckmann bei pH 8 (Sérensen-Phosphatpuffer,
1/60 m) abgetrennt und in einer einmaligen Gabe den
anfilligen deutschen Anbausorten im Kotyledonentest
kurz vor der PtA-Infektion verabreicht.

Nach Abschluf des Kotyledonentests, der nach neun
Tagen erfolgt (Auszihlung), verlielen simtliche so be-
handelten Kotyledonen den Test Peronospora-frei. Diese
Kotyledonen wurden darnach in normale Anzuchterde
zur weiteren Entwicklung und Beobachtung pikiert.
Trotz nun téglich weiter erfolgender Sporenimpfungen
der unter optimalen Wachstums- und Pilzbedingungen
stehenden Pflinzchen, was weit iiber das Setzlingssta-
dium hinaus durchgefiihrt wurde, blieben diese Pflanzen

iiber eine Beobachtungszeit von zwei Monaten véllig
PtA-frei.

3. Spezielles Bakterium (Abb. 3)

Im Verlaufe dieser mehrjihrigen Untersuchungen
konnte, wie bereits in Abb. 2 erwihnt, bei den resisten-
ten Bel.-Tabaksorten ein spezielles Bakterium (Mikro-
kokkus) immer dann isoliert werden, wenn diese einem
hohen PtA-Sporendruck (7) ausgesetzt waren und
die beschriebenen resistenzauslésenden Substanzen syn-
thetisierten. In weiteren Untersuchungen, die in Ab-
bildung 3 zusammengefa8t sind, wurde gepriift, inwie-
weit dieses Bakterium spezielle Nihrstoffanspriiche
stellt, die in Zusammenhang mit den resistenzauslgsenden
Substanzen stehen, was ermdglichen wiirde, ganzjihrig
die Wirkung des die PtA-Resistenz auslésenden Prinzips
zu priifen.

In mikrobiologischen Untersuchungen wurde festgestellt,
dafl nach Isolierung dieses Mikrokokkus spez. von PtA-
infizierten Bel.-61-Typen jener sich auf rein anorgani-
schem Nihrboden nach Omelianski (10) normal weiter-
entwickelt. Nach mehrmaligen Uberimpfungen auf die-
sem Nihrboden blieb jedoch dieses Wachstum aus, was
anzeigte, daf8 spezielle Reservestoffe aufgebraucht wur-
den und diese durch den Organismus aus dem definierten
Nihrboden nicht synthetisiert werden kénnen.

Erst nach Zugabe von Difco-Hefeextrakt konnte wieder

ein normales Wachstum erreicht werden. Um zu priifen,
welche Verbindungen hierfiir notwendig sind, wurde
Difco-Hefeextrakt in Sephadex-G-25 sdulenchromato-
graphisch aufgetrennt, die einzelnen Fraktionen wurden
sterilisiert und wieder mit dem an den notwendigen
Reservestoffen verarmten Mikrokokkus beimpft. Hierbei
zeigte sich sehr deutlich, daf} die fiir die Weiterentwick-~
lung notwendigen Stoffe nur in einer Fraktion (7) be-
inhaltet sind. — Die fiir das Wachstum notwendige Be-
briitungstemperatur betrigt 37° C. Positive Befunde
stellen sich bereits nach 18 Stunden ein. Die Ergebnisse
sind deutlich makroskopisch sichtbar und koénnen auf
Grund einer spektralphotometrischen Triibungsmessung
exakt bestimmtwerden.—Nach Durchfithrung der oben-
angefithrten Analysen wurde festgestellt, da es sich
hierbei um die gleichen Verbindungen wie die von den
unter Sporendruck stehenden resistenten Bel.-Sorten
isolierten Verbindungen handelt. Eine Uberpriifung die-
ser Hefesubstanzen im Kotyledonentest der Landes-
anstalt (9) bei den 100%ig PtA-anfilligen Tabaksorten
»Badischer Geudertheimer”, ,Badischer Burley E“ und
,Virgin SCR” erbrachte die gleiche resistenzauslésende
Wirkung wie die der aus den resistenten Bel.-Sorten
isolierten Verbindungen. Zur Anwendung gelangten
hierbei fiir 100 Kotyledonen — 100 Tabaksamen werden
pro Testschale eingebracht — ca. 10 mg auf Trocken-
masse berechnet, wodurch diese Substanzen gegeniiber
dem einzelnen Kotyledonenpflinzchen (ca. o,15 mg
Trodkenmasse) iibergewichtig vorliegen.

Weitere Untersuchungen in dieser Richtung lassen er-
kennen, daf8 dariiber hinaus eine kurative Beeinflussung
mdoglich ist, welche bis 48 Stunden nach erfolgter Infek-
tion anhilt; auch kann die Zugabe dieser Substanzen
zum Kotyledonentest bereits nach der ersten Wurzel-
bildung, welche bei den angegebenen Testtemperaturen
ca. 2 Tage nach Einlage der Samen erfolgt, mit gleichem
Erfolg vorgenommen werden. In Erweiterung der in
Abbildung 2 dargestellten erfolgreichen zweimonatigen
Ergebnisse blieb bei einem ersten Feldversuch.1971 in
Forchheim, der mit der Sorte ,Badischer Geudertheimer”
unter optimalen Klimabedingungen fiir PtA (Waldnihe
und Beregnung) durchgefiihrt wurde, wobei am 26. 7.
natiirliche Peronospora auftrat (Abb. 3), diese hoch-
anfillige Tabaksorte bis iiber die Oberguternte hinaus
vollig PtA-frei.

Die Entdeckung dieses Mikrokokkus spez. hat es er-
moglicht, die Arbeiten zu beschleunigen, da nun fiir
viele biochemische Untersuchungen PtA nicht mehr not-
wendig ist.

Difco-Hefeextrakt, welcher von der Firma ,Difco Labo-
ratories”, Detroit 1, Michigan, USA, unter der
Nr. or2y—02 (,Difco-Bacto-Yeast-Extract Certified”)
hergestellt wird, stellt ein reines stark hygroskopisches
Naturprodukt dar, welches speziellen Garantiepriifungen
unterliegt. Trotz trockener und kiihler Aufbewahrung
findet ein langsamer Abbau vieler vorhandener Vit-
amine, Co-Vitamine, freier Aminosiauren und anderer
biologisch wirksamer Verbindungen statt, so da nach
ca. 6 Monaten neue Priparate Verwendung finden
miissen. Trotz garantierter Einhaltung der Qualitiits-
forderungen durch die Herstellerfirma wurden fiir den
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eigenen speziellen Gebrauch Serienunterschiede festge-
stellt, welche in Verinderungen der Farbe und der inner-
molekularen Zusammensetzung auftreten, was natiirlich
zum Wechsel der fiir diese Arbeiten notwendigen Sepha-
dex-Trennfraktionen fiihrt. Trotzdem konnten in der
fiir die eigenen, hier beschriebenen Untersuchungen not-
wendigen Zeitperiode, die sich iiber mehrere Jahre er-
streckt, aus allen Difco-Serien Fraktionen gefunden
werden, die positive Befunde gegen PtA erbrachten,
was von Hefeextrakten anderer Hersteller nicht gesagt
werden kann.

Die chromatographische Voruntersuchung erlaubt es
heute bereits, mittels der angefiihrten Untersuchungs-
methoden, ohne biologische bzw. mikrobiologische
Testung die PtA-resistenzauslosende Fraktion, auch
wenn diese Eiwei3- oder Peptid-Charakter besitzt, sicher
zu identifizieren.

Difco-Hefeextrakt stellt somit ein immer erhiltliches
Priparat dar, auf das jederzeit fiir derartige Unter-
suchungen und Applikationen zuriickgegriffen werden
kann, was fiir den zukiinftigen Einsatz sehr wichtig
erscheint.

Inwieweit nach Zugabe der die PtA-Resistenz aus-
losenden Fraktion zum Kotyledonentest fermentge-
steuerte Hydrolysen oder Teilhydrolysen beteiligt sind,
bedarf weiterer Untersuchung.

DISKUSSION

Die vorliegenden Ergebnisse, welche sich mit dem bio-
chemischen Verhalten der PtA-resistenten Bel.-Tabak-
sorten . befassen, zeigen sehr deutlich, daf man von
immunbiologischen Vorgingen sprechen kann. Die mit
dem Parasiten noch nicht in Kontakt gekommene Wirts-
zelle befindet sich in einem immunbiologisch indifferen-
ten Zustand. Erst mit der Infektion entscheidet es sich,
ob die Pflanze mit der bekannten, genetisch kontrollier-
ten Hypersensibilititsreaktion den Angriff des Parasiten
aufzuhalten vermag. Im Laufe der Interaktion zwischen
Parasit und resistentem Wirt entsteht eine biochemisch
wirksame Verbindung, welche auf den Erreger eine
wachstumshemmende Wirkung ausiibt. Diese Hemm-
stoffe werden im pflanzlichen Bereich allgemein als
Phytoalexine (PA) bezeichnet. Eine umfassende Dar-
stellung und Zusammenfassung der in geringer Anzahl
vorliegenden Arbeiten iiber diese Phytoalexine in Sicht
einer allgemeinen Immunbiologie hat Miiller (11) 1969
gegeben.

Bereits 1938 berichtete Giumann (12) iiber Immunitats-
probleme bei Pflanzen. Diese Arbeiten wurden nach
1945 vom Autor erweitert fortgefiihrt (13), wobei iiber
induzierte Abwehrreaktionen bei Pflanzen (14) und spi-
ter iiber induzierte Abwehrreaktionen bei Orchideen (15)
berichtet wurde. 1959 erschien von diesem Autor eine
weitere Verdffentlichung iiber chemische Abwehrreak-
tionen bei Orchideen (16).

Die eigenen Ergebnisse bei den Bel.-Sorten bestitigten,
daB diese Tabaksorten sich des Angriffes von PtA mit-
tels einer biochemischen Reaktion zu erwehren ver-
mogen, die durch den eingreifenden Pilz_ausgeldst zur
schnellen Bildung der identifizierten Verbindungen fiihrt,
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welche den Befall von PtA verhindern. — Nach Miiller
sind die Phytoalexine als Endprodukte einer archaischen
und dem Pflanzenbereich eigentiimlichen Abwehrreak-
tion zu deuten.

Unsere Untersuchungen zeigen dariiber hinaus an, da8
jene biochemischen Verbindungen, PtA-anfilligen Ta-
baksorten einmal iiber die Kotyledonenwurzeln ge-
geben, ebenfalls die PtA-Resistenz auslosen und nicht
wirtsspezifisch sein miissen, was durch die Zugabe der
aus Difco-Hefeextrakt isolierten gleichwertigen Verbin-
dungen erreicht und bestitigt wurde. Diesen Verbin-
dungen kommt auf Grund der iibergewichtigen Menge
eine ,Starterwirkung” zu, welche Stoffwechselvorginge,
besonders im Bereich der Riboflavin-Synthese, in andere
Bahnen lenkt, wobei andere Zwischenprodukte gebildet
werden, welche der obligate Parasit nicht fiir den Auf-
bau seiner eigenen Riboflavin-Synthese verwenden kann,
womit er zum Absterben verurteilt ist. Bei den fiir den
Difco-Hefeextrakt genutzten Heferassen wird jedoch
dieser die PtA hemmende Syntheseweg eingehalten,
das gleiche gilt fiir den Syntheseweg bei den PtA-infi-
zierten Bel.-Typen.

Auflerdem konnte im Rahmen der Kotyledonenteste eine
kurative Wirkung festgestellt werden, welche nach er-
folgter PtA-Infektion noch 48 Stunden wirksam ist,
wihrend die PtA-Infektion unter den obenangefiihrten
optimalen Bedingungen nur 3,5 Stunden bendtigt. Erst
nach 48 Stunden verliert die anfillige Kotyledonen-
pflanze das Vermidgen, die biochemisch ausgelSste Re-
sistenz auszufiihren.

Schlieflich konnte in einem allerdings nur einjihrigen
Feldversuch in Forchheim, bei welchem am 23. Juli 1971
natiirlich Peronospora auftrat, bei der Sorte ,Badischer
Geudertheimer”, nachdem bei diesen Pflanzen im Kotyl-
edonenstadium eine einmalige Behandlung mit der an-
gefiihrten Hefeextraktfraktion durchgefiihrt wurde, trotz
giinstiger Infektionsbedingungen, was durch Waldnshe
und den Einsatz der kiinstlichen Feldberegnung gewshr-
leistet war, keinerlei PtA-Befall — iiber die Ernte hin-
aus — festgestellt werden.

Diese Ergebnisse zeigen, daf} bei den PtA-hochanfilligen
deutschen Gebrauchssorten durch eine einmalige Zugabe
der resistenzauslsenden biochemischen Verbindungen
eine Abwehr der Blauschimmelkrankheit méglich ist.
Diese biochemischen Substanzen, aus PtA-resistenten-
Tabaksorten bzw. aus Difco-Hefeextrakt stammend,
werden lediglich im Sérensen-Phosphatpuffer (1/60 m)
von pH 8 zur Stabilisierung aufgenommen, wodurch
keinerlei umweltschddliche Verbindungen bzw. Riick-
stinde entstehen. Die Aufnahme dieser Verbindungen
erfolgt iiber die Wurzeln der Kotyledonen, wobei eine
systemische Wirkung erreicht wird, die sich auf die
ganze auswachsende Pflanze erstreckt. Anderungen am
dufleren Erscheinungsbild konnten an den Versuchs-
pflanzen, die eine normale Bliitenbildung und Blatt-
reifung zeigten, nicht festgestellt werden.

Der Gehalt an diesen Verbindungen, die die PtA-Resi-
stenz ausmachen, kann in behandelten anfilligen Tabak-
pflanzen wihrend ihrer Entwicklung durch die ange-
fithrten chemischen Analysen oder durch das spezielle
Bakterium nachgewiesen werden.



In weiteren Arbeiten soll gepriift werden, inwieweit
diese Anwendung im praktischen Tabakanbau durch-
zufithren ist, um dadurch das Riickstandsproblem der
Dithiocarbamate auszuschalten. Auch ist eine weitere
Verbesserung der Trennungsmethoden mittels Ferment-
hydrolysen oder Teilhydrolysen erstrebenswert, um so
zu hochwirksamen ballastfreien Fraktionen bzw. An-
wendungsgemischen zu kommen.

Die hier angefiihrten Ergebnisse kénnen sicherlich auch
in anderen Bereichen der Landwirtschaft Anwendung
finden.

ZUSAMMENFASSUNG

Seit 1960 tritt im Tabakbau von Europa und Teilen
von Asien und Afrika epidemisch die Blauschimmel-
krankheit auf, welche durch Peronospora tab. Adam
(PtA) ausgeldst wird und zu hohen Verlusten fiihrt.
Alle im Anbau stehenden Sorten sind gegeniiber diesem
Pilz, der ein obligater Tabakparasit ist, anfillig und
miissen entweder durch wéchentliche Dithiocarbamat-
Spritzungen, welche Riickstinde hinterlassen, prophy-
laktisch geschiitzt oder durch PtA-resistente Neuziich-
tungen, welche auf Nicotiana-Wildformen aufbauen,
ersetzt werden.

In eigenen Untersuchungen — als fiinf Teilversffent-
lichungen in der , Zeitschrift fiir Naturforschung” publi-
ziert — wurden bei den PtA-hochanfilligen deutschen
Qualititsanbausorten ,Badischer Geudertheimer”, ,Ba-
discher Burley E“ und ,Virgin SCR” die Grundlagen fiir
eine dritte Bekimpfungsmiglichkeit erarbeitet. Die vor-
liegende Arbeit enthilt in zusammengefafter Form den
Stand dieser Arbeiten bis Ende 1971.

Beobachtungen ergaben, da bei den PtA-resistenten
Zuchthybriden (U.S. Bel.-61-Typen) durch PtA eben-
falls eine Infektion erfolgt, welche aber durch die Syn-
these von Abwehrstoffen gestoppt wird, und daf8 aufer-
dem Wechselwirkungen zwischen den resistenzauslésen-
den Stoffen und Mikroorganismen bestehen. Die Ab-
wehrstoffe wurden elektrophoretisch abgetrennt, che-
misch erfaSt und als Nucleoproteid bzw. als Nucleotide
und als eine dem Vitamin Bg nahestehende Alloxazin-
Verbindung bestimmt. Thre Zugabe iiber die Wurzeln
zu Kotyledonen der angefithrten deutschen Qualitéts-
sorten erzeugte in diesen iiber die mégliche Beobach-
tungszeit von 2 Monaten absolute Peronosporaresistenz,
ohne duBlere Verdnderung der Sorten. Die Beobachtungs-
ergebnisse sowie die Methoden zur Abtrennung der
resistenzauslosenden Stoffe werden in zwei Entwick-
lungsabliufen dargestellt, die R{-Werte der Alloxazin-
Verbindung werden angefiihrt und die Ergebnisse be-
sprochen.

Im Rahmen der Wechselwirkungen mit anderen Mikro-
organismen wurde ein spezielles Bakterium (Mikrokok-
kus spez.) entdeckt, welches es ermdglichte, die die PtA-
Abwehrreaktion auslésenden Substanzen auch im han-
delsitblichen Difco-Hefeextrakt nachzuweisen und ab-
zutrennen. Nach Zugabe dieser abgetrennten Substan-
zen zu Kotyledonen der angefiihrten deutschen Sorten
wurden die gleichen positiven Befunde beziiglich Resi-

stenzauslosung festgestellt. Diese aus Hefeextrakt stam-
menden Stoffe wurden chromatographisch mit den aus
den Bel.-Sorten extrahierten verglichen und erwiesen
sich hierbei als chemisch gleichwertig. All diese Ergeb-
nisse sind mehrjdhrig gesichert. Auch eine kurative
Wirkung wurde ermittelt, welche bis 48 Stunden nach
erfolgter PtA-Infektion anhilt.

Diese Ergebnisse mit dem speziellen Bakterium werden
in einem weiteren Entwicklungsgang dargestellt. Durch
das spezielle Bakterium wurden die Arbeiten, welche
aus pflanzenschutztechnischen Griinden nur bis zu fiinf
Monate im Jahr méglich sind, stark beschleunigt.

In einem 1971 erstmals durchgefiithrten Feldversuch
konnte, nachdem Peronospora natiirlich auftrat, bei der
Sorte ,Badischer Geudertheimer” nach einmaliger Vor-
behandlung der Kotyledonen das Resistenzverhalten
iiber die volle Tabakernte hinaus beobachtet werden.

Die Ergebnisse und ihre wissenschaftlichen Grundlagen
werden diskutiert und ihre Nutzungsméglichkeiten auch
im Rahmen des Umweltschutzes angefiihrt.

SUMMARY

Since 1960 the blue mould disease, caused by Perono-
spora tab. Adam (PtA) and which leads to considerable
losses, has been occurring epidemically in tobacco grown
in Europe and parts of Asia and Africa. All varieties
cultivated are susceptible to this fungus, which is an
inevitable tobacco parasite, and must either be pro-
tected prophylactically by weekly spraying with dithio-
carbamate, which leaves residues, or be replaced by new,
PtA-resistant strains based on wild forms of Nicotiana.

In investigations of our own — published in 5 parts in
the “Zeitschrift fiir Naturforschung” — the fundaments
of a third way of combatting this disease were worked
out using the very PtA-susceptible German, high-
quality strains “Badischer Geudertheimer”, “Badischer
Burley E” and “Virgin SCR”. This present paper con-
tains, summarized, the state of this work at the end
of 1971.

It was observed that the PtA-resistant hybrid strains
(U.S.Bel.-61 types) were also infected by PtA, but
this infection was stopped by the synthesis of anti-
bodies, and that there are reciprocal effects of the
substances triggering off resistance and microorganisms.
The antibodies were separated out electrophoretically,
established chemically and ascertained to be nucleo-
proteid or nucleotides, and to be an alloxazin com-
pound closely related to vitamin Bg. Their delivery, via
the roots, to the cotyledons of the said German high-
quality ‘strains produced in them, during the 2-month
observation period possible, absolute resistance .to
Peronospora, with no external change in the varieties.
The observation results and the methods for separating
the substances triggering off resistance are shown in two
stages of development, and the results discussed.

Within the scope of the interreaction with other
microorganisms a special bacteria was discovered
which made it possible to also identify the substances
which trigger off PtA-resistance in the commercial
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Difco yeast extract, and to separate them out. After
delivery of these separated substances to the cotyledons
of the said German varieties, the same positive resi-
stance-triggering results were ascertained. These sub-
stances, originating from yeast extract, were compared
chromatographically with those extracted from the Bel.
varieties and proved to be chemically equivalent. All
these results were secured over a period of several
years. A curative effect which lasted up to 48 hours
after PtA infection, was established.

These results with the special bacteria are given in
a later stage of development. This special bacteria
(Micrococcus spec.) considerably accelerated the ope-
rations, which, for technical plant protection reasons,
are possible only up to 5 months a year.

In a first field trial in 1971, and once Peronospora had
occurred naturally, the resistance behaviour of var.
"Badischer Geudertheimer”, after a single prior treatment
of the cotyledons was observed throughout the whole
of the tobacco crop.

The results and their scientific fundaments are dis-
cussed and their possible uses, also within the scope
of pollution control, are listed.

RESUME

On constate depuis 1960, en Europe, et dans certaines
parties d’Asie et d’Afrique, l'apparition épidémique
d'une moisissure bleue sur les plantes de tabac. Cette
maladie est provoquée par Peronospora tab. Adam
(PtA) et entraine de fortes pertes. Toutes les sortes
de tabac cultivées sont attaquées par ce champignon,
qui est un parasite spécifique du tabac, et doivent
étre traitées chaque semaine prophylactiquement par
des injections de dithiocarbamates qui laissent un
résidu — ou bien remplacées par de nouveaux hybrides
PtA-résistants, élevés 3 partir des formes sauvages de
Nicotiana.

Dans nos propres travaux, publiés en cing parties dans
le »Zeitschrift fiir Naturforschung«, nous avons établi
les bases d'une troisiéme possibilité pour combattre
cette maladie & partir des souches allemandes trés
sensibles »Badischer Geudertheimer«, »Badischer Bur-
ley E« et »Virgin SCR«, La présente communication
résume ces travaux et les résultats jusque fin 1971,

Des observations ont montré que les souches hybrides
de tabacs PtA-résistants (types U.S.-Bel.-61) sont
également sujets 4 une infection, qui est arrétée par
la synthése d’anticorps, et qu’il existe des interactions
entre les composés amenant la résistance et les micro-
organismes. Les anticorps ont été séparés par électro-
phorése, analysés chimiquement, et déterminés comme
étant des nucléoprotéides, nucléotides et une substance
alloxazine, apparentée 4 la vitamine B 2. Leur injection
par les racines aux cotylédones des sortes allemandes
décrites plus haut, a résulté en une résistance absolue
au Peronospora, sans modification extérieure, et ce
pendant les deux mois ol 'observation a pu se faire.
Les résultats des observations, ainsi que les méthodes
de séparation des anticorps sont décrites en deux
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processus expérimentaux; les valeurs Rf des composés
alloxazine sont données, et les résultats sont discutés.

Dans le cadre d'interactions avec d’autres microrganis-
mes, une bactérie particuliére (Micrococcus spec.) a été
découverte, qui a permis de déceler et de séparer les
anticorps dans les extraits de levure »Difco« commer-
ciaux. Aprés injection des substances extraites de ces
levures, les mémes effets positifs et la méme résistance
au PtA ont été démontrés. Ces substances extraites
de levures ont été comparées aux anticorps provenant
des sortes Bel., et trouvées chimiquement équivalentes.
Tous ces résultats ont été répétés plusieurs années.
Une action curative a pu étre observée, durant plus
de 48 heures aprés infection au PtA.

Les résultats avec cette bactérie spéciale sont décrits
complétement. Grice A cette bactérie, les travaux sur
les plantes, qui ne sont techniquement possibles que
cing mois par an, ont été fortement accélérés.
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eings PtA-sporendichten Phytotrons sehr unterstiifzt.
Das Phyiotron wird der Landesanstalt Mitte 2972 zur
Verfiigung stehen, und damit besteht die Méglichkeir,
diese Arbeiten zu intensivieren. Dartiber hinaus wird es
die Anlage erlauben, anstehende Untersuchungen iiber
die Verminderung konventioneller Fungizide durchzu-
fithren, um die kiinftigen Anforderungen der Hédhst-
mengenverordnung — Pflanzenschutz zu erfiillen.
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