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Aus der Bundesanstalt  fiir Tabakforschung, Forchheim 

Die AktivitSt der Polyphenoloxydase 
bei einer Y-Virus anf/illigen Tabaksorte und ihrer resistenten Mutante 

Von G. KOELLE und R. WAHL 

Die Po lypheno loxydase  wird in der L i t e ra tu r  h~ufig 
mi t  F ragen  der Physiologie k ranke r  u n d  gesunder  
Pf lanzen  in Z u s a m m e n h a n g  gebracht  (ALLEN, 1959, 
KIRALY a n d  FARKAS, 1959, RO~RING~R, 1959). Wir  
h a t t e n  1959 eine fiir Y-Virus  anfiillige Tabakso r t e  
u n d  ihre res is tente  Mutan te  mi t  der ers ten der im 
folgenden Abschn i t t  beschr iebenen  Methoden un t e r -  
sucht  u n d  k o n n t e n  in  diesen vorlXufigen Tas t -  
ve rsuchen  feststellen,  dab die Anfitll igen eine st~trkere 
Ak t iv i t~ t  ihrer  Po lypheno loxydase  (PPO) aufwiesen 
als die Res is ten ten .  Es war nat t i r l ich ein bes techen-  
der Gedanke,  in der AktivitS.t der PPO eine gen- 
gesteuer te  direkte  Ursache der Resis tenz  zu snchen.  

N u n  waren  aber  s~tmtliche der 1959 b e n u t z t e n  an-  
f/tlligen Pf lanzen yon  Y-Virus befal len,  die res is tente  
Mu tan t e  aber  gesund,  u n d e s  l~il3t sich dami t  n ich t  
e rkennen ,  ob die st~.rkere P P O - A k t i v i t ~ t  die Ursache  

oder nu r  die W i r k u n g  der I n f e k t i on  war, d. h. ob der 
Unte r sch ied  in  der P P O - A k t i v i t S t  ein genet isches 
oder n u r  phytopathologisches  P rob lem ist. Es galt  
also, den EinfluB der In f ek t ion  als solcher yon  den 
genet isch be d i ng t e n  Ursachen  der Dispos i t ion  zu 
t r e n n e n  u n d  in  verg le ichenden U n t e r s u c h u n g e n  auch 
gesund gebl iebene Pf lanzen  der Anf~illigen mi t  e inzu-  
beziehen.  

Die Versuche soll ten im Sommer  196o for tgesetzt  
werden,  was aber  durch  den frt ihen u n d  s t a rken  
Befall mi t  Y-Virus u n d  Peronospora tabacina unm6g-  
lich wurde.  Der Sommer  1961 war ftir diese U n t e r -  
suchungspl~tne gtinstiger,  da Y-Virus  u n d  auch 
Peronospora nich t  in dem MaBe a u f t r a t e n  wie 196o 
u n d  wir bis in den  Sep tember  h ine in  auch yon  der 
ant~l l igen Sorte gent igend n ich t  befal lene Pf lanzen 
zur Verft igung ha t t en .  
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Material und Methode 
Als Y-Virus Anf~tllige diente die Sorte Virgin A, 

von weleher sowohl befallene, d. h. kranke, als auch 
nicht befallene, d. h. gesunde Pflanzen zur Verfiigung 
standen. Als Resistente diente die Virgin A-Mutante 
(KoELLE 1961), yon der alle Pflanzen nicht befallen, 
d. h. gesund waren. Virgin A und Mutante waren auf 
verschiedenen Standorten tiber das ganze Versuchs- 
feld der Bundesanstal t  verteilt .  Zu vergleichenden 
Untersuchungen auf PPO-Aktivit~tt wurden jeweils 
nur Pflanzen eines und desselben Standortes aus- 
gewghlt, die gleich hoch nnd im gleiehen Entwick- 
lungszustand waren. 

Ftir die Voruntersuchungen von 1959 war folgende 
Methode angewandt  worden: Ausschnitte aus den zu 
untersuchenden Bl~ttern yon etwa 5 g Frischgewicht 
werden mit  Aceton im M6rser so lange homogenisiert,  
bis ein weigJiches Blat thomogenisat  anf/illt (siehe 
PENN', STEPHENS and WEYBREW, 1958 ). In diesem 
Pulver  wurde nach der von MILLER U. a. beschriebe- 
nen Methode die Aktivit/ i t  der PPO best immt,  nnd 
zwar aus der Zeit, in der naeh Vorsehalten yon 
Aseorbins/iure die Farbreakt ion  der Polyphenol- 
oxydase mit  Chinon bzw. Jod erfolgt (MILLER et al. 
1944). Man erhglt mi t  dieser Methode nur einen mehr 
oder weniger exakten Zeitwert als relatives MaB ftir 
die St~trke der Fermentakt ivi t / i t .  

1961 wurden die Blat tausschnit te ,  und zwar Aus- 
schnitte aus der Spitzenregion der zu untersuchenden 
B1/itter, wie 1959 zuerst mit  Aceton im M6rser mehr-  
reals zerrieben und ausgewaschen. Die Ferment-  
aktivit / i t  des zurtickbleibenden weiBen Pulvers wurde 
mit  der yon BRAESCH beschriebenen Methode im 
Stufenphotometer  bes t immt  (BRAESClL 1954). In 
Ab/inderung der BRAESCHschen Methode haben wir 
schon nach lO Minuten gemessen. Man erh/ilt mit  
dieser Methode genaue Megwertzahlen (Extinktions- 
werte), die ein Mal3 ftir die relative Aktivit/ i t  der 
PPO darstellen. 

Wir hat ten  1959 versucht,  Blat tausschni t te  in der 
Kiihltruhe b e i - - 2 o  ~ einige Monate bis zur Zeit der Ver- 
arbei tung aufzubewahren. Sie waren aber nach 3 Mo- 
naten ftir eine Untersuchung unbrauchbar  geworden. 

Ein Welkwerden der geernte ten  B1/itter ebenso wie 
ein l~ingeres Stehenlassen des chlorophyllfreien weigen 
Pulvers wirkte sich in einer Abnahme der PPO- 
Aktivit/ i t  aus. Daraus  ergab sich die Notwendigkeit ,  
nur  frisch geerntetes Bla t tmater ia l  sofort zu unter-  
suchen. Die H6chstzahl  derartig untersuchter  Blgtter  
war pro Tag etwa 27. 

Ergebnisse 
Die vergleichenden Untersuchungen auf PPO- 

Akt ivi tgt  geschahen mit  B1/ittern gleicher Insertions- 
h6he yon je 3 verschiedenen Pfianzen: einer gesunden 
Virgin A, einer Y-Virus befallenen Virgin A und einer 
Mutante.  Die MaBnahme, nur Bl~ttter gleicher Blat t -  
stufe miteinander  zu vergleichen, erwies sich als not- 
wendig, da sich innerhalb einer Pflanze eine leichte 
Zunahme der MeBwerte yon unten nach oben an- 
deutete. Diese Tendenz macht  sich vor allem an jungen 
noch wachsenden Pflanzen bemerkbar ,  siehe Tab. 1. 
Sp~tter, zur Zeit der Samenreife im September,  war 
sie nicht mehr  deutlich zu erkennen, siehe Tab. 2. 

Vom 31. Juli  bis 29. September  wurden an 29 Ver- 
suchstagen etwas fiber 4oo Einzelmessungen durch- 

geffihrt, die sich auf die 3 Pflanzengruppen ,,Anf~tllig 
gesund",  ,,Anfgllig k rank"  und , ,Resistent gesund" 
verteilen. Wir geben bier nur die MeBwerte von 
2 Versuchstagen wieder. Es wfirde den Umfang dieser 
Arbeit  zu sehr belasten, wollten wir sgmtliche MeB- 
werte hier anftihren; sie stehen aber zur Einsicht- 
nahme jederzeit zur Verftigung. 

Den Phytopathologen interessiert vor allem clef 
Unterschied in der PYO-Aktivit~it zwischen gesun- 
dem und krankem Virgin A. In Spalte 1 und 2 der 
Tabellen ist diese Gegeniiberstellnng der MeBwerte 
verdeutlicht.  Es s tanden ftir eine statistische Aus- 
wertung die MeBwerte yon 126 Bla t tpaaren  zur Ver- 
ftigung. Die B1/itter des befallenen Virgin A zeigten 
gegentiber denen des nicht befallenen Virgin A eine 
erh6hte PPO-Aktivi t / i t .  Die Differenz ist signifikant 
und zwar sehr gut gesichert. (Der errechnete t -Wert  
yon 6,85 tiberschreitet den Tabellenwert  von t fiir 
P = o , o 1 % . )  

Genetisch bedeutsam ist die Tatsache,  dab anch 
zwischen dem gesund gebliebenen Virgin A und der 
Mutante ein Unterschied besteht,  nnd zwar ist die 
PPO-Aktivi t / i t  der Mutante signifikant h6her als die 
des gesund gebliebenen Virgin A (SpaRe 1 und 3 der 
Tabelle). t{ier s tanden 174 Vergleichspaare zur Aus- 
wertung zur Verftigung. (Der errechnete t -Weft  yon 
7,4 tiberschreitet den Tabellenwert  fiir P ----- o,o1%, 
die Differenz ist sehr gut gesichert.) 

Da die PPO-AktivitS~t sowohl der Resistenten als 
anch der kranken Anf~tlligen signifikant h6her liegt 
als die der gesunden Anf/~lligen, ist aus einer Gegen- 
tiberstellung der MeBwerte der Resistenten zu denen 
der kranken Anf~lligen (Spalte 2 zu SpaRe 3) keine 
gesicherte Differenz zu erwarten, wie anch die Aus- 
wertung yon 128 derart igen Bla t tpaaren  best/itigte. 
(Der errechnete t -Wert  yon 1,38 erreicht hier nicht 
den Tabellenwert  fiir P = 5%-) Dies entspricht  nicht 
den Beobachtungen yon ~959, wo zwischen kranken 
Anf~tlligen und gesunden Resistenten ein Unterschied 
festgestellt wurde. Wir werden in der Diskussion 
noch darauf zurt ickkommen. 

DaB ftir die Berechnung der Aktivit~itsdifferenzen : 
Virgin A gesund - -  Virgin A krank, Virgin A gesund 

Tabelle 2. Meflwerte der PPO-Aktivitdt vom 
7. August I961. 

3. Blatt 
4. Blatt 
5. Blatt 
6. Blatt 
7. Blatt 
8. Blatt 
9. Blatt 

Virgin A anf~llig 
nicht befallen ] befallen 

o,5o 0,64 
0,70 0,65 
0,7o 0,44 
0,58 1,o7 
0,72 [ 0,98 
0,75 1,39 
0,75 l 1,2o 

Mutante resistent 
nicht befallen 

0,59 
0 , 7 0  
o,72 
0,64 
0,82 
1,26 
1 ,28  

Tabelle 2. Mefiwerte der PPO-Ahlivitiit vom 
22. September 196L 

7. Blatt 
8. Blair 
9. Blatt 

1o. Blatt 
11. Blatt 
12. Blatt 
13. Blatt 
14. Blatt 
15. Blatt 

Virgin A anf/illig 
nicht befallen befallen 

0,78 0,67 
0,66 0,68 
0,45 0,72 
0 ,85  0 , 8 1  
0,52 o,79 
o,74 o,85 
o,69 %68 
o,67 o,81 
o,77 o,78 

Mut ante resistent 
niebt befallen 

0,84 
0,83 
0 , 6 1  

0,75 
0,83 
0,95 
%93 
o , 6 1  
0,84 
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. - -  Mutante und Virgin A krank - -  Mutante jeweils 
eine verschiedene Anzahl yon Megwertpaaren zur 
Verfiigung stand, rfihrt daher, dab an einzelnen 
Standorten keine r ippenkranken Pflanzen zu finden 
waren, so dab in einigen Serien nur gesund gebliebene 
Anfiillige und Resistente verglichen werden konnten.  

Diskussion 
Die Versuchsergebnisse yon 1961 stehen in einem 

gewissen Gegensatz zu den Ergebnissen der Vorunter-  
suehungen von 1959. Damals  war die PPO-Aktivit~tt 
der Resistenten geringer, 1961 abet  - -  fiber die ganze 
Vegetationszeit  gesehen - -  ohne Untersehied zu der 
der kranken Anf~lligen. Die Untersuehungen yon 1959 
geschahen aber nnr probeweise im September an ein 
paar  wenigen Bla t tpaaren  mit  einer weniger exakten 
Methode, so dab sic keinen ernstlichen Widerspruch 
zu den Ergebnissen von 1961 darstellen k6nnen. 
Augerdem ist ja auch ein Vergleich zwischen gesun- 
den Resistenten und kranken Anfiilligen, wie schon 
in der Einleitung dargelegt, ohne Belang. Wir ffihren 
die Voruntersuchungen yon 1959 nut  an, weft der 
damals festgestellte Unterschied in der PPO-Aktivi -  
t~it uns den AnstoB zu einem intensiveren Eingehen 
auf diese Fragen gab. 

Jedenfalls zeigen die in gr613erem Umfange an- 
gestellten Untersuchungen yon 1961, dab die kranken 
Virgin A wie auch die Mutanten eine signifikant 
hShere PPO-Akt iv i t~t  haben als die gesund geblie- 
bench Virgin A. Die PPO scheint also nicht nur in 
der Physiologie der Erkrankung  als solcher eine Rolle 
zu spielen. Der Unterschied zwischen der Resistenten 
und der gesunden Anfiilligen l~tBt vielmehr die Frage 
aufkommen,  ob nicht gerade diese von vornherein 
hShere Fermentaktivit~it  der Mutante in urs~ch- 
lichem Zusammenhang mit  ihrer Disposition ftir Resi~ 
stenz stehe. Dazu seien folgende Uberlegungen an- 
geffihrt : 

Der ph~notypische Unterschied zwischen Virgin A 
und Mutante l~tBt sich auf den Unterschied in nut  
einem Genort  zurfickftihren, wobei die Disposition 
der Mutante ffir Resistenz das rezessive Merkmal dar- 
stellt (KoSLL~ 1961 ). Die PPO-Aktivit~tt der Mu- 
tante  hat  sich aber als signifikant h6her erwiesen als 
die des Virgin A; das rezessive Merkmal der Resistenz 
kommt  hier also zusammen mit  einer sfiirkeren 
Fermentakt ivi f i i t  in der Pflanze vor. Dami t  schlieBt 
sich aber ein zumindest  enger und direkter Zusam- 
menhang zwischen dem Unterschied in der Aktivit~it 
dieses Fermentes  und dem Unterschied in diesem 
einen Oenort aus, und die PPO kann nicht die direkte 
ausschlaggebende Ursache der Resistenz sein. Bei 
der komplexen Natur  der Resistenz bleibt abet  die 
Frage nach der Rolle der PPO-Aktivit~it, d. h. als der 
eines beteiligten Faktors  weiterhin often. 

In  Untersuchungen mit rostanfiilligen und resisten- 
ten Weizensorten fund KIRALY ~ihnliche Verh&ltnisse : 
Die gesunden Resistenten ba t ten  auch hier eine 
h6here PPO-AktivitS~t als die gesunden Anf~illigen 
(KIRALY, 1959). Leider werden aber dabei keine 
Dominanzverh~ltnisse der Disposition angegeben. In 
den Versuchen yon KIRAL'Z war sowohl bei Anfiilligen 
als auch bei Resistenten nach der Infekt ion ein An- 
stieg ihrer PPO-Aktivit~tt zu verzeichnen. Leider 
s tanden uns 1961 keine Y-Virus kranken Mutanten 
zur Verfiigung. Eine Einbeziehung yon befallenen 

Resistenten k6nnte auf das Problem der Beziehung 
yon PPO und Resistenz ein weiteres Licht werfen. 

Zusammenfassung 
Vergleichende Untersuchungen ergaben Unter-  

schiede in der Aktivit~it der Polyphenoloxydase von 
Y-Virus anfiilligen und resistenten Tabaken.  Um den 
physiologischen Einflul3 der Infektion als solchei yore 
genetisch bedingten Unterschied der Disposition zu 
trennen, wurden in mehreren Serien je eine gesund 
gebliebene anfiillige, eine erkrankte  anf~llige und eine 
gesunde resistente Pflanze untersueht  und die MeB- 
werte ihrer Blgtter  miteinander  verglichen. 

Die ~rkrankten Anfiilligen sowohl wie auch die 
gesunden Resistenten haben eine signifikant h6here 
Polyphenoloxydase-Aktivit~it  als die gesund geblie- 
bench Anf~illigen. Der Unterschied in der Ferment-  
aktivit~it zwischen den befallenen und nicht befalle- 
nen Pflanzen der anfitlligen Sorte fiillt in das rein 
phytopathologische Interessengebiet.  Der Unter-  
schied in der Fermentaktivit~tt  zwischen den Resi- 
stenten und den gesnnd gebliebenen Pflanzen der 
anfiilligen Sorte dagegen mnB auf einem genetischen 
Unterschied beruhen. 

Es wird die Frage diskutiert ,  ob die Akt iv i tg t  der 
Polyphenoloxydase in direktem Zusammenhang mit  
der genetischen Disposition ffir Resistenz stehen kann. 

S u m m a r y  

Trials about  the act ivi ty  of polyphenoloxidase show- 
ed a significant difference between Y-Virus suscep- 
tible and resistant tobacco plants. In order to sepa- 
rate the effect of virus infection from tha t  of genetical 
disposition a series of non infected plants of the sus- 
ceptible var ie ty  was compared with infected ones of 
the same var ie ty  and with resistant  plants.  

The polyphenoloxidase act ivi ty  of infected plants 
of the susceptible var ie ty  as well as tha t  of the non 
infected resistant  plants proved to be higher than tha t  
of the non infected plants in the susceptible variety.  

The difference in the polyphenoloxidase act ivi ty  
between infected and non infected plants  of the sus- 
ceptible var ie ty  shows the importance of this enzyme 
in the physiology of infection. 

The difference between the non infected resistant 
and the non infected susceptible plants is a genetical 
problem. The question is discussed in how far the 
polyphenoloxidase may  be associated with the gene- 
tical disposition for resistance. 
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