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Glyphosate induzierte Akkumulation von Shikimisaure
Eine Methode zum Nachweis einer
Glyphosatebehandlung

Einleitung

Glyphosate (N-[phosphonomethy]-gly-
cin) ist ein nicht selektives systemisch
wirkendes Nachauflautherbizid. JAWOR-
SKI, 1972 fand als erster die Wirkung von
Glyphosate auf die Biosynthese aroma-
tischer Aminoséuren.

Erst acht Jahre spéter konnten AMRHEIN
et al. 1980 den molekularen Wirkort auf-
klaren.

Glyphosate hemmt die Enolpyruvyls-
hikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS),
ein Enzym im Shikimatweg aus dem die
aromatischen Aminoséuren Phenylala-
nin, Tyrosin und Tryptophan sowie au-
Berst vielfdltige Verbindungen des Phe-
nylpropanoid-Stoffwechsels hervorge-
hen.

EPSPS ist ein Chloroplastenenzym das
Shikimat-3-phosphat und Phosphoenol-
pyruvat (PEP) zu 5-Enolpyruvylshiki-
mat-3-phosphat (EPSP) umsetzt.

Als einfachste und unmittelbare Konse-
quenz einer EPSPS-Hemmung, konnte
eine Akkumulation des Substrates Shiki-
mat-3-phosphat erwartet werden. Die
Wirkung des Glyphosate in Pflanzen fiihrt
jedoch zur Akkumulation von Shikimat.
Vermutlich wird Shikimat-3-phosphat
durch unspezifische Phosphatasen hy-
drolysiert.

Diese Anreicherung von Shikimat kann
als Indikation fiir eine Glyphosatebe-
handlung herangezogen werden.

Dieser methodische Ansatz ist vor allem
fiir die Wirksamkeitsbewertung glypho-
satehiltiger Herbizide von Interesse, da
konventionelle visuelle Bonitierungsver-
fahren aufgrund der relativ langsamen
Symptomauspragung nach einer Glypho-
satebehandlung sehr zeitaufwendig sind.

In der vorliegenden Arbeit soll gepriift
werden, wie schnell nach einer Glypho-
satebehandlung ein signifikanter Anstieg
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Tabelle 1: Vergleich der Shikimisdurekonzentrationen der mit drei unterschied-
lich formulierten Herbiziden behandelten Rapspflanzen mit der Kontrolle 5 h

nach Applikation

5h n. Applikation

Kontrolle Roundup Roundup Ultra Touchdown

WH pg Shikimi- pg Shikimi- ug Shikimi- ug Shikimi-

saure / g FG saure /g FG  saure/gFG saure / g FG
1 18,1 29,8 26,1 15,1
2 20,6 19,7 27,9 17,8
3 24,2 18,5 25,8 19,4
4 21,3 20,8 24,7 10,5
5 18,1 19,5 27,2 22,6
6 19,3 21,7 18,9 14,3
7 17,4 31,0 25,7 20,7
8 16,9 25,6 21,6 33,3
Mittelwert 19,5 23,3 24,7 19,2
Median 18,7 21,2 25,8 18,6
Standardabw. 24 4,9 3,0 6,9
Variationskoeffizient % 12,5 20,8 12,2 35,8
- n.s. n.s. n.s.

der Shikimiséurekonzentration in griinen
oberirdischen Pflanzengewebe eintritt
und ob unterschiedliche Herbizidformu-
lierungen in ihrer Wirksamkeit mit dem
Indikatormolekiil Shikimiséure erfasst
werden konnen.

Material und Methoden

Als Versuchspflanze wurde Raps (Bras-
sica napus) herangezogen. Die Pflanzen-
anzucht erfolgte im Gewédchshaus nach
der Aussaatam 22.10.2001. Ab dem Sta-
dium BBCH 12 (2. Laubblatt entfaltet)
wurde die Raumtemperatur auf 5°C ab-
gesenkt.

Die Herbizidapplikation erfolgte im Sta-
dium BBCH 14 (4. Laubblatt entfaltet) mit
einer Motorriickenspritze und einer Mit-
telaufwandmenge von 3 I/ha und einer
Wasseraufwandmenge von 400 1/ha.

Es wurden die drei unterschiedlich for-
mulierten Herbizide Roundup, Round-
up Ultra und Touchdown eingesetzt.

Jede Herbizidbehandlung wurde in acht-
facher Wiederholung durchgefiihrt. Als

Kontrolle wurden unbehandelte Pflanzen
verwendet.

Die Pflanzen wurden 5 Stunden bzw. 48
Stunden nach der Applikation beprobt.
Je Behandlungsvariante und Zeitpunkt
wurden ca. 2g Blatter mit einer Rasier-
klinge abgeschnitten, in Plastikbeutel ver-
packt und auf Eis ins Labor transportiert.

Die Blétter wurden mit fliissigen Stick-
stoff zerrieben. 1g Blattprobe wurde mit
4ml 0,01 M H,SO, auf einem Horizontal-
schiittler 1h extrahiert. AnschlieBend
wurde der Extrakt mit 1 ml 0,4 M NaHCO,
neutralisiert und in der Kiihlzentrifuge bei
4°Cund 25000 g zentrifugiert.

Der klare Uberstand wurde iiber eine 0,45
um CA-Membranfilter filtriert und mittels
HPLC UV-VIS Detektion vermessen. Die
Chromatographie wurde mit einem HP
1090 mit DAD bei einer Messwellenlidn-
ge von 215 nm durchgefiihrt. Als Trenn-
sdule diente eine HP ODS [, S5pm, 250 x 4.
Der Eluent war eine 3,5 mM Phosphor-
sdure pH = 2,5 isokratisch, FluB3 0,5 ml/
min. Nach jedem Lauf wurde die Séule
mit 100% MeOH gespiilt.
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Tabelle 2: Vergleich der Shikimisdurekonzentrationen der mit drei unterschied-
lich formulierten Herbiziden behandelten Rapspflanzen mit der Kontrolle 48 h

nach Applikation

48h n. Applikation

Kontrolle Roundup Roundup Ultra Touchdown

WH ug Shikimisaure / g FG

1 14,1 39,5 47,9 40,7
2 12,8 40,2 48,3 33,0
3 12,3 29,3 32,8 59,6
4 14,4 61,0 51,0 43,0
5 13,9 52,7 43,0 32,0
6 14,3 42,4 34,2 54,8
7 14,9 30,9 41,5 46,1
8 10,0 37,8 25,9 25,4
Mittelwert 13,3 41,7 40,6 41,8
Median 14,0 39,8 42,2 41,9
Standardabw. 1,6 10,6 8,8 12,6
Variationskoeffizient % 12,0 25,4 21,7 30,0

<0,05* <0,05* <0,02*

Ergebnisse

In den Tabellen 1 und 2 sind die Kon-
zentrationen der Shikimisdure 5 bzw. 48
Stunden nach der Herbizidapplikation
dargestellt.

Nach 5 Stunden konnte keine signifikan-
te Erh6hung der Shikimiséurekonzentra-
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tion in den Blattern gegeniiber der Kon-
trolle gefunden werden. Zwischen den
unterschiedlich formulierten Préparaten
war ebenfalls kein Unterschied festzustellen.
48 h nach der Applikation konnte eine
signifikant hohere Shikimisdurekonzen-
tration in den mit Glyphosate behandel-
ten Pflanzen gegeniiber der Kontrolle

festgestellt werden. Allerdings war auch
zu diesem Zeitpunkt keine Differenzie-
rung zwischen den drei verwendeten
Herbiziden absicherbar.

Zusammenfassung

Die Bestimmung der Shikimiséure ermog-
licht einen raschen und sicheren Nach-
weis der Glyphosatewirkung.

Unter den gegebenen Versuchsbedin-
gungen konnte bereits 48h nach der Her-
bizidapplikation ein statistisch signifikan-
ter Anstieg der Shikimiséure in den Raps-
blattern nachgewiesen werden.

Die unterschiedlich formulierten Han-
delsprodukte zeigten keine signifikanten
Unterschiede in der Herbizidwirksamkeit.
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