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1 EINLEITUNG

Die ariden und semiariden Klimazonen der Erde weisen eine geringe globale Kapazitat fur
Photosynthese und Biomasseproduktion auf (Larcher, 2001), wahrend gleichzeitig zuneh-
mende Desertifikation, Landdegradation und abnehmende Niederschlagsmengen den Nutz-
pflanzenanbau in diesen Regionen immer stérker beschranken (Choukr-Allah & Harrouni,
1996; Immel, 2006). Letzteres ist u.a. auf Bodenversalzung zurtickzufiihren, die heute ca. 7%
der globalen Landflache betrifft (Szabolcs, 1994; Ghassemi et al., 1995; Glenn et al., 1998).
Bewaéssertes Ackerland ist weltweit - je nach Schéatzung - sogar zu 20-50% von sekundarer
Versalzung betroffen (Flowers, 1999; Tanji, 2002; Hu & Schmidhalter, 2005), die zumeist
durch ungenugende Bewasserungspraktiken hervorgerufen wird (Choukr-Allah, 1996; Pitman
& Lauchli, 2002). Als Folge von Desertifikation und Versalzung nehmen zudem die auf der
Erde ohnehin begrenzt vorhandenen StRwasserreserven weiter ab (Ben-Asher, 1993; Lieth &
Moschenko, 1998; Guth, 2001; Hamdy, 2002). Gleichzeitig wachst die Weltbevolkerung zur
Zeit etwa alle 14 Jahre um eine weitere Milliarde Menschen (Deutsche Stiftung Weltbevolke-
rung, 2005; Vereinte Nationen, 2005), was den Bedarf an kultivierbarem Ackerland und an
SuRwasser stetig erhoht.

Um diese Probleme 16sen zu kénnen, empfiehlt es sich, Bdden zu entsalzen und saline Stand-
orte dauerhaft nutzbar zu machen. Die Erh6hung der Salz- und Trockentoleranz konventionel-
ler Nutzpflanzen durch Zichtung und Gentechnik ist bislang wenig erfolgreich (Koyro &
Huchzermeyer, 1999b; Tester & Davenport, 2003; Flowers, 2004) und erscheint somit nur
sehr bedingt geeignet, um das genannte Ziel zu erreichen. Es liegt daher nahe, nach Alternati-
ven zu suchen und das naturliche Potential von (Xero-) Halophyten zu nutzen (Boer & Glid-
don, 1998; Lieth et al., 1999). Hierbei handelt es sich um salztolerante Pflanzen, die an
Standorten gedeihen, welche natirlicherweise von Salinitat betroffen sind, v.a. an Meeres-
kisten, aber auch in ariden und semiariden Inlandsbereichen. Sie sind in der Lage, ihren ge-
samten Lebenszyklus in NaCl-reichen Substraten zu vollenden (Schimper, 1891; Lieth, 1999).
Die nachhaltige landwirtschaftliche Bewirtschaftung salzhaltiger Béden mit Halophyten im
Rahmen saliner Bewasserungssysteme gelangt zunehmend in das Interesse der Forschung
(Pasternak, 1990; Lieth et al., 1999; Koyro, 2003; Liu et al., 2006), denn das Nutzungspoten-
tial dieser Pflanzen - auch ,,cash-crop“-Halophyten genannt - ist gro und nur wenig ausge-
schopft: Weltweit gibt es ca. 2500 Halophytenarten (Lieth et al., 1999; Koyro, 2006); bis heu-
te wird nur ein Bruchteil davon in groBerem Umfang in einigen Pilotprojekten kultiviert. Da-

bei gibt es vielféltige 6konomische und 6kologische Nutzungsmdglichkeiten, z.B.:

1
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e als Nahrungsmittel: z.B. Bléatter von Aster tripolium (s.u.), Sprosse und Samen (6lhal-
tig) von Salicornia spec., Frichte von Avicennia marina und Avicennia germinans
(Glth, 2001; Lieth & Mochtchenko, 2002);

e als Nahrungspflanzen fur Viehherden: z.B. verschiedene Atriplex-Arten, Spartina al-
terniflora, Leptochloa fusca (Guth, 2001; Lieth & Mochtchenko, 2002; Loch et al.,
2003);

e fiir Holz, Fasern und Reet: z.B. verschiedene Mangrovenarten, Tamarix spec., Sparti-
na alterniflora , Juncus maritimus (Gith, 2001; Lieth & Mochtchenko, 2002);

e als Zierpflanzen: z.B. Aster tripolium, Limoniastrum monopetalum, Sesuvium portula-
castrum, Tamarix spec. (Gith, 2001; Lieth & Mochtchenko, 2002);

e zum Kistenschutz und zur Erhéhung der Biodiversitat: z.B. Mangroven: Sie schitzen
Kistengebiete vor Erosion, Sturmfluten und Tsunamis und stellen aulRerdem ein &u-
Rerst wertvolles, aber auch hochgradig gefahrdetes Okosystem dar (Hogarth, 1999;
Geildler, 2000; Rechenburg, 2005);

e zum Schutz der Grund- bzw. SulRwasserressourcen durch die Nutzung von salinem
Wasser (Boer & Gliddon, 1998; Lieth et al., 1999): Dies ist nicht nur 6kologisch von
Bedeutung, denn das Problem der Wasserknappheit birgt ein nicht zu unterschatzen-
des gesellschaftliches Konfliktpotential (Giith, 2001; Bohannon, 2006);

e zur Begrunung, Desertifikationsbekampfung und Wiedernutzbarmachung von degra-
diertem Land: Das Vorhandensein einer VVegetationsdecke ist ein entscheidender Fak-
tor, um Bodenerosion und Desertifikation zu verhindern (Lal, 2001). Viele Halophy-
ten sind schnell wachsende Pflanzen, konnen in kurzer Zeit unbewachsenes Land be-
siedeln (z.B. Sesuvium portulacastrum, Batis maritima, Mesembryanthemum crystal-
linum) und eignen sich daher zur Begrinung, Erosions- und Desertifikationsbe-
kampfung (Guth, 2001; Lieth & Mochtchenko, 2002; Loch et al., 2003). AulRerdem
kdnnen sie den Salzgehalt des Bodens verringern und damit dessen Qualitat verbes-
sern (Cuartero et al., 2002; Ghali, 2002; Loch et al., 2003).

Ein vielversprechender ,,cash-crop“-Halophyt ist Aster tripolium. Fir die dauerhafte Nutzung
eignet sich diese Art als Nahrungsmittelpflanze (Bléatter roh als Salat oder gekocht als Gemii-
se), als Futter- und als Zierpflanze (Gith, 2001, Lieth & Mochtchenko, 2002). AuRerdem gibt
es vereinzelte Hinweise darauf, da die Strandaster zur Heilung von Augenkrankheiten einge-
setzt werden kann (Liber Herbarium 11, 2005). A. tripolium wird bereits in Holland, Belgien,
Portugal und Pakistan profitabel genutzt (Gith, 2001, Lieth & Mochtchenko, 2002). In den
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Niederlanden werden jahrlich ca. 110000 kg vermarktet und als besondere Delikatesse ange-
boten (Guth, 2001). In Pakistan kultiviert man sie besonders erfolgreich im Winter, wenn Er-
tragsquantitat und —qualitat anderer Arten wie z.B. Leptochloa fusca deutlich sinken (Aslam
et al., 1999). Die Strandaster zeigt — auch verglichen mit konventionellen Nutzpflanzen — eine
hohe Produktivitat (Martins et al., 1999, in Guth, 2001). Ihr Kohlenhydrat-, Protein- und Fett-
gehalt macht sie zu einer ernahrungsphysiologisch sehr wertvollen Pflanze (Gith, 2001). Hin-
sichtlich ihrer dauerhaften Nutzung besteht allerdings das Problem, daR saline Standorte ein
schwer zu regulierendes System darstellen; das MaR der Bodenentsalzung sowie Ernteertrége
und Né&hrwert variieren bei der Strandaster je nach Salinitat, Bodenwassergehalt, Bodenzu-
sammensetzung und Lichtangebot (Martins et al., 1999, in Gith, 2001; Bogemans, 2000). Zur
Zeit wird die Kultivierung von A. tripolium versuchsweise an verschiedenen Standorten er-
probt, denn es existieren nur wenig Kenntnisse uber ihre Anspriche an Standortfaktoren und
Klimabedingungen, uber ihre Salztoleranzgrenze und Salztoleranzmechanismen sowie Uber
die Wechselbeziehungen zwischen den genannten Faktoren. Diese Informationen sind jedoch
unverzichtbar, um eine nachhaltige dauerhafte Nutzung zu gewéhrleisten und eine weitere,
durch die Kultivierung hervorgerufene Bodenversalzung zu vermeiden.
Wéhrend die Anspriiche der Strandaster an Standortfaktoren und Klimabedingungen empi-
risch leicht zu ermitteln sind, gilt dies nicht fur ihre Salztoleranzgrenze und Salztoleranzme-
chanismen. Die vorliegende Studie soll daher Informationen Uber die beiden letztgenannten
Faktoren liefern. Diese werden auf salinen Substraten v.a. durch folgende wachstumsbegren-
zende Faktoren bestimmt (Greenway & Munns, 1980; Marschner, 1995; Koyro, 2003):
1. Osmotische Effekte bzw. Wasserdefizit:
Da saline Substrate ein niedrigeres Wasserpotentiel aufweisen als Stfwasserbdden, wird
die Wasseraufnahme erschwert, und es entsteht ein Wasserdefizit in der Pflanze (Kreeb,
1996).
2. Reduktion des CO,-Gaswechsels:
Als Reaktion auf Wassermangel schlieRen Pflanzen die Stomata, um ihren Wasserverlust
durch Transpiration moglichst gering zu halten (James et al., 2002; in Tester & Davenport,
2003). Dies fihrt gleichzeitig zu einer Reduktion der CO,-Aufnahme in die Blatter und
somit zu einer verminderten Nettoassimilation (Kreeb, 1996; Huchzermeyer & Koyro,
2005). Letztere kann eine erhohte Gefahr von oxidativem Strel bewirken (Lovelock &
Ball, 2002).
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3. lonentoxizitat:
Ein UberschuR an Na*- und CI-lonen im Protoplasma bewirkt Natrium- und Chloridtoxizi-
tat, die verursacht wird durch ionenspezifische Wirkungen auf Membraneigenschaften und
Proteine (Kreeb, 1996; Schulze et al., 2002) und/oder durch eine Akkumulation von NaCl
in der Zellwand und nachfolgende Deydrierung (Oertli, 1968; Flowers & Yeo, 1986; Flo-
wers et al., 1991).

4. lonenungleichgewicht:
Ein UberschuR an Na* und CI” kann zu einem lonenungleichgewicht und somit zu Mangel-
erscheinungen fiihren, da lonen mit dhnlich hydratisierten Radien um Bindungsstellen von
Transportproteinen an der Plasmamembran und damit um die Aufnahme in die Pflanze
konkurrieren (Khan et al., 2000a, b; Koyro, 2000a; Ullrich, 2002; Wyn Jones & Gorham,
2002; Tester & Davenport, 2003; Hu & Schmidhalter, 2005; Liu et al., 2006).

Zur Veranschaulichung der Mechanismen, mit deren Hilfe Halophyten die oben genannten
Probleme bewaltigen, werden in der Literatur hdufig zwei Hauptstrategien gegentibergestellt,
ndmlich Salzausschluf3 (Exkluder) und Salzanreicherung (Inkluder) (Marschner, 1995; Koyro
& Huchzermeyer, 2003). Exkluder vermindern durch Salzausschlul? lonentoxizitat und lonen-
ungleichgewicht, sind dafur aber in besonderer Weise einem Wasserdefizit ausgesetzt. Zu den
salzanreichernden Pflanzen gehéren v.a. dicotyle Halophyten, darunter laut Literatur auch
Aster tripolium (Shennan et al., 1987b; Matsumura et al., 1998b; Ueda et al., 2003). Sie ver-
mindern das Problem des Wassermangels durch die Akkumulation groRerer Mengen von Salz
in SproR und Blattern und sind deshalb besonders geeignet, die Bodensalinitat zu reduzieren.
NaCl dient hier der osmotischen Adaptation und macht den tberwiegenden Teil des osmo-
tischen Potentials aus (Flowers & Yeo, 1986; Glenn et al., 1999; Tester & Davenport, 2003).
Inkluder sind vermehrt dem Problem von lonentoxizitdt und lonenungleichgewicht ausge-
setzt. Dies beheben sie u.a. durch verschiedene Prozesse, die in Verbindung mit einem erhoh-
ten lonentransport stehen, z.B. durch die selektive Aufnahme essentieller Néhrelemente Uber
Rhizodermis, Rindenparenchym oder Endodermis (Marschner, 1995; Tester & Davenport,
2003), durch Kompartimentierung des Salzes in den Vakuolen, durch Vermeidung zu hoher
NaCl-Konzentrationen in metabolisch besonders aktiven Geweben (Wyn Jones et al., 1977;
Hasegawa et al., 2000; Binzel & Ratajczak, 2002; Wyn Jones & Gorham, 2002; Tester & Da-
venport, 2003) oder durch Retranslokation des Salzes iber das Phloem (Larcher, 2001; Tester
& Davenport, 2003). Ein osmotisches Gleichgewicht zwischen den Zellkompartimenten wird

ermoglicht durch die energieaufwendige Synthese von kompatiblen Substanzen, die im Cy-
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toplasma angereichert werden (Wyn Jones et al., 1977; Marschner, 1995; Rhodes et al., 2002;
Huchzermeyer & Koyro, 2005), wie z.B. von Prolin bei Aster tripolium (Goas et al., 1982;
Huiskes, 1996b; Matsumura et al., 1998D).

Die Strandaster ist laut Literatur verglichen mit anderen Inkludern méRig salztolerant (Wachs-
tumsoptimum je nach Studie zwischen 0 und 100 mM NaCl; Shennan et al., 1987a; Huiskes
et al., 1991; Huiskes, 1996a; Matsumura et al., 1998a). Es ist bekannt, daR das Wasserpotenti-
al von A. tripolium mit zunehmender Salinitdt abnimmt (Shennan et al., 1987b; Huiskes,
1996b; Matsumura et al., 1998a; Ueda et al., 2003). Hohe Natrium-Konzentrationen induzie-
ren eine Zunahme des stomatdren Widerstandes Uber eine Inaktivierung der Kalium-
Einstromkanéle der SchlieRzellen (Perera et al., 1994, 1995, 1997; Robinson et al., 1997;
Véry et al., 1998; Kerstiens et al., 2002), was die Wassernutzungseffizienz trotz sinkender
Assimilationsrate verbessert (Lorenzen et al., 1990; Huiskes, 1996a, b; Ueda et al., 2003).
Hieraus lassen sich folgende Vermutungen ableiten: Die Pflanze kann bei Salinitét eine posi-
tive Wasserbilanz aufrechterhalten; andererseits konnte die Abnahme der stomatéren Leitfa-
higkeit eine Ursache fir die reduzierte Assimilationsrate darstellen und auf diese Weise indi-
rekt oxidativen Strel3 hervorrufen. Dies ist insofern naheliegend, als die Strandaster zu den
Cs-Pflanzen gehort, die besonders stark von Photorespiration und oxidativem Strel3 betroffen
sind. Hinsichtlich des Mineralstoffhaushalts ist bekannt, dal A. tripolium keine morphologi-
schen Merkmale wie Salzdrlsen, Blasenhaare oder besonders stark ausgebildete Sukkulenz
besitzt, um eine tbermé&Rige Salzkonzentration im Gewebe zu verhindern (Perera et al., 1994).
Dies erreicht sie durch NaCl-Retranslokation in alte Blatter, die abgeworfen werden (Larcher,
2001). Es gibt vereinzelte Hinweise auf ein salzbedingtes lonenungleichgewicht; im Gegen-
satz zu Shennan et al. (1987b), Matsumura et al. (1998a) und Ueda et al. (2003) fanden Bo-
gemans et al. (1995) und Huiskes (1996a) einen Riickgang essentieller Nahrelemente wie Ka-
lium, Kalzium oder Magnesium in den Blattern. Uber die oben genannten Mechanismen des
lonentransports ist bei A. tripolium sehr wenig bekannt. Es gibt lediglich Hinweise auf salz-
bedingte Verédnderungen der Membraneigenschaften (hdherer Sulfolipidanteil; Ramani et al.,
2004) und auf eine erhohte P-ATPase-Aktivitat (Huchzermeyer et al., 2004).

Die vorliegende Studie soll die Adaptationsmechanismen von Aster tripolium an NaCl-
Salinitat untersuchen und ermitteln, welche der wachstumseinschrankenden Faktoren (osmo-
tische Effekte, Reduktion des CO,-Gaswechsels, lonentoxizitdt, lonenungleichgewicht) die
Salztoleranz dieses Halophyten begrenzen. Dabei werden alle drei Ebenen - Gesamtpflanze,
Gewebe, zellul&dr/molekularbiologisch - betrachtet, auf denen Pflanzen auf NaCl-Salinitét rea-

gieren (Epstein, 1980). Zunéchst werden 6kophysiologische Parameter aus den Bereichen
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Wasserhaushalt, Gaswechsel und Mineralstoffhaushalt sowie damit einhergehende anato-
misch-morphologische Merkmale erfalt. Das Pflanzenwachstum, welches durch die vier ge-
nannten Faktoren beeinfluBRt wird, dient als zentraler Parameter, um die Salztoleranzgrenze zu
definieren. Aufbauend auf diesen Basisdaten werden folgende weiterfiihrende Untersuchun-
gen durchgefuhrt: Da bei Aster tripolium auffallige morphologisch-adaptive Merkmale fehlen
(s.0.), sollen feinere Strukturen bis hin zur Ultrastruktur studiert werden. Angesichts der salz-
bedingten Photosynthese-Reduktion sind Veranderungen an den Chloroplasten zu vermuten
(Starkeablagerungen, oxidative Schadigung der Thylakoidmembranen), wie bereits fiir andere
Pflanzenarten beschrieben (Rahman et al., 2002; Mitsuya et al., 2003a; Fidalgo et al., 2004;
Paramanova et al., 2004). Auch konnte es z.B. Auswirkungen geben auf die Zellwand- und
Cuticulastruktur (Schutz vor Transpiration und zu starker Strahlung) oder die Ausbildung von
Transferzellen (zur lonen-Retranslokation) (Koyro, 2002; Boughanmi et al., 2003). AuRerdem
lassen die Reaktionen von Aster tripolium auf NaCl-Salinitéat (z.B. Assimilationsriickgang und
mdoglicherweise Belastung durch oxidativen Stref}, Notwendigkeit eines vermehrten lonen-
transports) vermuten, dal die Genexpression salzbedingt verandert wird. Davon betroffen sein
konnten z.B. Gene, welche Photosyntheseenzyme, antioxidative Enzyme oder lonen-
transportproteine codieren. Umgekehrt lassen sich tiber qualitative und quantitative Anderun-
gen der Genexpression Ruckschlisse auf die Bedeutung halophytischer Abwehr- bzw. Adap-
tationsmechanismen ziehen. Daher erscheint es sinnvoll, auch das Proteom - das Muster der
exprimierten Proteine - zu untersuchen. Aufbauend auf den Ergebnissen der Proteomanalyse
erganzen Aktivitatsbestimmungen von Enzymen, deren Expression salzbedingt hochreguliert
wurde, das Bild von den biochemischen Grundlagen der Salztoleranz. Gerade hinsichtlich der
molekularbiologischen Regulation der Salztoleranz kénnen Halophyten wertvolle Modelle
darstellen, um Salztoleranzmechanismen zu verstehen (Liska et al., 2004). Da sie natiirlicher-
weise auf salinen Standorten gedeihen, eignen sie sich dazu besser als beispielsweise die klas-
sische, aber glykophytische Modellpflanze Arabidopsis thaliana. So weisen z.B. Gene, die
nur bei Halophyen, nicht aber bei Glykophyten exprimiert werden, auf spezifisch halophy-
tische Eigenschaften hin, die fiir das Uberleben auf salinen Standorten von groRer Bedeutung
sind. Mit diesem Wissen konnte auch die Erhohung der Salztoleranz konventioneller Nutz-
pflanzen mehr Erfolg bringen als bisher. A. tripolium ist eine Pflanze mit kleinem Genom und
geringem Sekundarstoffwechsel, die keine speziellen strukturellen Adaptationen an Salinitat
aufweist und den Cs-Stoffwechsel besitzt, welcher auf salinen Standorten - verglichen mit
dem C,-Stoffwechsel - einen Nachteil darstellt. Dennoch ist die Strandaster salztolerant. Dies

macht sie als eine mogliche halophytische Modellpflanze interessant, die zum Vergleich mit
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konventionellen C3-Nutzpflanzen herangezogen werden kann. Die vorliegende Studie kénnte
einen ersten Grundstein flr die Entwicklung von A. tripolium zur Cs-Modellpflanze legen.

Bei Pflanzen dieses Stoffwechseltyps spielt unter salinen Bedingungen die Regulation des
Gaswechsels eine besonders grolRe Rolle, da sie weniger wasserokonomisch sind als Cs-
Pflanzen und ein salzbedingtes SchlieBen der Stomata die CO,-Aufname starker begrenzt. Die
Regulation des Gaswechsels wiederum wird u.a. vom CO,-Konzentrationsgradienten zwi-
schen der AulRenluft und den Interzellularen des Blattes beeinflult. Aufgrund der Auswirkun-
gen von CO, auf Gaswechsel und Wasserhaushalt von Cs-Pflanzen (s.u.) liegt es nahe, dal
eine Erhdhung der atmospharischen CO,-Konzentration die Salztoleranz von Halophyten mit
Cs-Stoffwechsel - also auch diejenige von A. tripolium - positiv beeinflussen kann. Dies ist
insofern von grofRer Bedeutung, als die Konzentration des klimarelevanten Spurengases CO,
in der Atmosphére aufgrund anthropogener CO,-Emissionen seit Beginn der Industrialisie-
rung um 31% von ca. 280 ppm auf ca. 370 ppm zugenommen hat und laut verschiedener Mo-
delle bis zum Jahr 2100 auf 490 bis 1260 ppm ansteigen wird (IPCC, 2001).

Erhohte CO,-Konzentration fuhrt bei Cs-Pflanzen zu einem steigenden CO,/O,-Partialdruck-
Verhéltnis im Blattinnern, zu einer reduzierten Photorespiration und in der Regel zu einer
erhohten Netto-Assimilationsrate (Urban, 2003; Kirschbaum, 2004; Long et al., 2004; Hiko-
saka et al., 2005; Ignatova et al., 2005). Dadurch wird das Risiko von oxidativem StreR ver-
ringert. AuRerdem findet man sehr haufig eine Reduktion der stomatéren Leitwerte (Hsiao &
Jackson, 1999; Li et al., 2003; Marchi et al., 2004; Rogers et al., 2004), was zusammen mit
der hoheren Assimilationsrate auch eine gesteigerte Wassernutzungseffizienz der Photosyn-
these bewirkt (Amthor, 1999; Morgan et al., 2001; Urban, 2003). Daher sind insbesondere Cs-
Pflanzen unter erhdhter CO,-Konzentration eher in der Lage, trockene und saline Standorte zu
besiedeln (Ball & Munns, 1992; Rozema, 1993; Drake et al., 1997; Fangmeier & Jager, 2001,
Waullschleger et al., 2002; Urban, 2003). Auch im Fall von A. tripolium gibt es in der Literatur
Hinweise darauf, dal’ erhdhtes CO, den Wasserhaushalt verbessert (Erhéhung des Wasserpo-
tentials); allerdings machen die Autoren unterschiedliche Angaben ber die daraus resultie-
rende Wachstumsreaktion dieser Pflanze (Lenssen & Rozema, 1990; Rozema et al., 1990;
Lenssen et al., 1995). Ein CO,-bedingter verbesserter Wasserhaushalt wird jedoch nur dann
das Pflanzenwachstum erhéhen, wenn gentigend Rubisco bzw. Stickstoff zur Verfiigung steht.
Da der N-Haushalt unter salinen Bedingungen oft durch eine Hemmung der Nitrataufnahme
(Arshi et al., 2002; Hu & Schmidhalter, 2005) stark beansprucht ist und erhéhte CO,-
Konzentrationen ebenfalls meistens eine N-Abnahme bewirken (Idso & Idso, 2001; Pal et al.,
2003; Tingey et al., 2003; Long et al., 2004; Oksanen et al., 2005), konnte erhohtes CO; in
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dieser Hinsicht einen Nachteil fir Pflanzen auf Salzstandorten darstellen. Andererseits sinkt
der N-Bedarf im Zuge einer steigenden Stickstoffnutzungseffizienz CO,-bedingt an (Fang-
meier & Jager, 2001), was die Salztoleranz von Halophyten erhéhen konnte.

Fal3t man die obige Betrachtung zusammen, ergibt sich daraus folgende Hypothese: Wenn der
Problembereich Wasserhaushalt/Gaswechsel/oxidativer StreR die Biomasseproduktion von
Aster tripolium auf salinen Standorten begrenzt und fur die Pflanze geniigend Stickstoff ver-
flgbar ist, wird dieser Halophyt von einer Zukunft mit steigendem atmospharischen CO,-
Gehalt profitieren. Das wére im Hinblick auf seine dauerhafte Nutzung von grof3er Bedeu-
tung. Eine erfolgreiche nachhaltige Kultivierung der Strandaster wiirde sich andererseits dazu
eignen, den negativen Auswirkungen des globalen Klimawandels, der eine Folge des steigen-
den atmosphérischen CO,-Gehalts und des daraus resultierenden Treibhauseffekts darstellt
(fir genauere Informationen s. IPCC, 2001; Max-Planck-Institut fir Meteorologie, 2005),
entgegenzuwirken. Da Pflanzen CO; aus der Luft fixieren und als organisches Material spei-
chern, bieten alle groReren Pflanzenpopulationen ein erhebliches Kohlenstoff-
Bindungspotential (IPCC, 2001; Arnalds, 2004). Die Schaffung von Kohlenstoffsenken durch
neu angelegte groRere Pflanzenpopulationen mindert daher den Treibhauseffekt (Guth, 2001;
Lieth & Mochtchenko, 2002). Da Salzmarschen als besonders geeignet gelten, um CO, Uber
langere Zeit zu binden (Cacador et al., 2002), stellen neu geschaffene Halophytenbestéande
wirksame C-Senken dar. Das UN-Umweltprogramm (UNEP) hat bereits 1993 vorgeschlagen,
Halophyten zu nutzen, um CO, langfristig zu sequestrieren und so den Treibhauseffekt zu
mindern (UNEP, 1993).

Die eben dargestellten Zusammenhange verdeutlichen, dall der Themenkomplex ,,Interaktion
Salinitat-CO," duBerst zukunftsrelevant ist, zumal der globale Klimawandel das Ausmaf von
Bodenversalzung und Desertifikation in ariden Klimazonen zunehmend vergroRert (West et
al., 1994; Feddema, 1999; Yeo, 1999; IPCC, 2001; Oba et al., 2001; De Wrachien et al.,
2002; Zhao & Zeng, 2002; van Ittersum et al., 2003; Oki & Kanae, 2006). Da bisher nur we-
nige Untersuchungen zu diesem Thema vorliegen, besteht ein hoher Bedarf an weiteren Stu-
dien, insbesondere an speziellen physiologischen, molekularbiologischen oder ultrastrukturel-
len Untersuchungen. Diese Arbeit soll die Hypothese, dal3 Aster tripolium von steigenden
atmospharischen CO,-Konzentrationen profitieren wird, tberpriifen und damit gleichzeitig
die bestehende Wissensliicke verkleinern. Dazu wird anhand der auf S. 6 erlauterten Vorge-
hensweise (Erfassung von 6kophysiologischen Parametern sowie darauf aufbauende Untersu-
chungen der Ultrastruktur und des Proteoms) der EinfluB von NaCl-Salinitat auf Aster tripoli-
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um unter natdrlich atmosphérischer (ca. 380 ppm) und erhdhter CO,-Konzentration (ca. 520

ppm) verglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Pflanzenmaterial und Pflanzenkulturen

Die Aster-tripolium-Pflanzen wurden aus Samen herangezogen, die in der Wesermarsch in
der Ndhe von Cuxhaven gesammelt und anschlieBend tiber einige Generationen im Gewéchs-
haus vermehrt worden waren.

Die Samen wurden zur Erh6hung der Keimungsrate im Kiihlschrank aufbewahrt (Stratifika-
tion) und anschlieBend im Gewéchshaus auf feuchter Aussaaterde (LD 80 als Grundsubstanz;
Mischung aus 45% Erde, 45% Vermiculit und 10% Sand) ausgelegt. Nach ca. zwei bis drei
Wochen erfolgte eine Pikierung der Pflanzen und nach ca. zwei Monaten eine Uberfiihrung in

die endgiiltigen Kulturbedingungen (s. Kap. 2.1.1 und 2.1.2).

2.1.1 Hydrokulturen in Open-Top-Kammern

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen Salinitdt und erhoéhter atmosphirischer CO,-
Konzentration wurden die Pflanzen in den Sommerhalbjahren 2001 bis 2003 in Open-Top-
Kammern gezogen (Fangmeier et al., 1992; Abb. 1a, b), wo sie zu einem Teil mit natiirlicher
CO,-AuBenluftkonzentration (ca. 380 ppm), zum anderen Teil mit einer um ca. 140 ppm er-
hohten CO,-Konzentration versorgt wurden. Die genauen CO,-Konzentrationen in den Kam-
mern wihrend der Kulturzeitraume 2002 und 2003 sind aus Abb. 2 zu entnehmen. Die beiden
CO;-Varianten sind im folgenden durch die tiefstehenden Kiirzel 3g0« bzw. _s»o« gekennzeich-
net. Zudem erfolgte eine Aufzeichnung der Klimadaten innerhalb der Open-Top-Kammern
jeweils wihrend des Kulturzeitraums. Abb. 3 zeigt beispielhaft die Daten der Jahre 2002 und
2003; das Jahr 2001 war hinsichtlich des Klimas vergleichbar mit dem Jahr 2003.

Die Pflanzen wurden in Hydrokulturen in einem Schnelltestsystem kultiviert (modifiziert
nach Koyro & Huchzermeyer, 1999a). Sie standen in Plastiktopfen, die je 6 Liter beliiftete
Néhrlosung enthielten und mit einer Styroporscheibe abgedeckt waren (Abb. 1c). Die Néhr-

16sung (modifiziert nach Epstein, 1972) hatte folgende Zusammensetzung:
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1 mM KNOs3

1 mM Ca(NOs3),

1 mM NH4H,PO4

1 mM (NHy),HPO4

I mM MgSO4

0,02 mM Fe-EDTA

0,025 mM H;BO; N\
0,05 mM KCl

0,002 mM MnSO4

0,002 mM ZnSO4

0,0005 mM CuSO4

0,0005 mM MoO; J

> Spurenelemente

(alles geldst in Osmosewasser).

Nach einer Woche Adaptationszeit erfolgte die Aufsalzung der Pflanzen. Jeweils morgens
und abends wurde der Nihrlosung 50 mol m™ NaCl in fester Form zugefiigt, bis die er-
wiinschten Salinititen von 125, 250, 375 und 500 mol m™ NaCl erreicht waren (dies ent-
spricht 25%, 50%, 75% und 100% Meerwassersalinitét). AuBerdem wurden Kontrollpflanzen
ohne NaCl-Zusatz kultiviert. Eine Woche nach Ende der Aufsalzung erfolgte ein einmaliger
Néhrlosungswechsel.

Zur Vereinfachung sind die verschiedenen Salinitétsstufen im folgenden nicht mit ihrer kom-

pletten Einheit benannt, sondern als 125, 250, 375 bzw. 500 NaCl bezeichnet.

2.1.2 Gewachshaus-Hydrokulturen

In den Winterhalbjahren 2001/2002 und 2002/2003 wurden die Pflanzen im Gewichshaus
unter definierten Klimabedingungen kultiviert. Diese Pflanzen dienten ausschlielich zur Un-
tersuchung der Salztoleranz, v.a. zur Kontrolle der variableren Sommerkulturen.

Die Lichtphase im Gewédchshaus betrug 16 Stunden bei einer Tagestemperatur von 25 °C (10
klx von 6 Uhr bis 22 Uhr, wobei sich die Lampen bei einer natiirlichen Lichtstdrke von iiber
10 klx ausschalteten). Wahrend der Dunkelphase wurde die Temperatur auf 18 °C herabge-
setzt. Die relative Luftfeuchte betrug 65+5%.

11
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Die Kultivierung und Aufsalzung der Pflanzen erfolgte wie in den Open-Top-Kammern (s.
Kap. 2.1.1).

Abb. 1. Open-Top-Kammern und Schnelltestsystem der Sommerkulturen. a) und b) Open-Top-
Kammern des Instituts fiir Pflanzendkologie in Gielen; c) Aster tripolium im Schnelltestsystem. Die
Salinitit steigt von links nach rechts.

700

%00 ,\A—/\/\f\/\’\/w
500 A

Q |
=3
2 300 -
=

200 1 —— COpysg0), 2002 COjys0;, 2002

100 —_COZ[SBO]y 2003 _C02[520], 2003

0 Kultur- 1. Ernte-
beginn tag

Abb. 2. CO,-Konzentration innerhalb der Open-Top-Kammern wihrend des Kulturzeitraumes fiir die
Jahre 2002 und 2003.
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Abb. 3. Klima innerhalb der Open-Top-Kammern wihrend des Kulturzeitraumes fiir die Jahre 2002
und 2003. a) Tagesmittelwerte der Temperatur; b) Tagesmittelwerte der relativen Luftfeuchte; c) Ta-
gesmittelwerte der Strahlungsintensitét. Die Zahlen geben die jeweiligen Mittelwerte {iber den gesam-
ten Kulturzeitraum an.
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2.2 Bestimmung der Keimungsrate bei verschiedenen Salinitaten

Je 100 Samen wurden im Gewichshaus in Petrischalen auf Filterpapier ausgelegt und regel-
méBig mit folgenden Losungen befeuchtet:

e aqua bidest,

e aqua bidest. + 125 mol m™ NaCl,

e aqua bidest. + 250 mol m~ NaCl,

e aqua bidest. + 375 mol m™~ NaCl,

e aqua bidest. + 500 mol m™ NaCl.

Alle 1-2 Tage wurde die Anzahl der gekeimten Samen bestimmt.

2.3 Ernte der Pflanzen und Bestimmung der Wachstumsparameter

Nach Erreichen des ,,steady state* ca. acht Wochen nach Kulturbeginn wurden die drei kraf-
tigsten Pflanzen jeder Salinitétsstufe geerntet. Nach dem Abspiilen und Abtrocknen der Wur-
zeln mit aqua bidest. wurden das Frischgewicht von adulten und juvenilen Blittern, von
Sprof3, Haupt- und Nebenwurzeln sowie die Anzahl und die Flidche von adulten und juvenilen
Blattspreiten ermittelt. Fiir die Bestimmung von Trocken- und Aschegewicht, Chlorophyll,
osmotischem Potential, Anionen, C-, N- und S-Gehalt, 16slichem Gesamtprotein, Kohlen-
hydraten und Aminosduren wurden von adulten und juvenilen Blattspreiten (aus dem Bereich
der Interkostalfelder), von adulten und juvenilen Blattstielen sowie von Haupt- und Neben-
wurzeln Proben entnommen und eingefroren.

Die Bestimmung des prozentualen Trocken- und Aschegewichtsanteils und des Wassergehalts
erfolgte nach Steubing und Fangmeier (1992). Aullerdem wurden die organische Matrix (OM
= prozentualer Anteil organischer Substanz am Frischhgewicht; s. Daoud et al., 2003) und die
»leaf mass to area ratio* (LMA = Verhiltnis Blattgewicht/Blattoberfliche; s. Koyro, 2000a)

berechnet.

14
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2.4 Bestimmung des Blattwasserpotentials

Nach Erreichen des ,,steady state” ca. acht Wochen nach Kulturbeginn wurde das Blattwas-
serpotential junger, voll entwickelter Blitter mit einem ,,Wescor HR 33T dew point micro-

voltmeter (WESCOR Inc., USA) nach der Taupunktmethode bestimmit.

2.5 Gaswechselmessungen

Die Gaswechselmessungen erfolgten mit einem Porometer (,,6200 portable photosynthesis
system®, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA; von Willert et al., 1995) nach Erreichen des ,,stea-
dy state ca. acht Wochen nach Kulturbeginn. Die Messungen wurden an jungen, voll entwi-
ckelten Blittern unter den jeweils herrschenden AuBlenbedingungen durchgefiihrt. Es wurden
Lichtsittigungskurven bei einer photosynthetisch aktiven Strahlung von 0 bis 2000 pmol m™
s aufgenommen. Das MeBgerit ermittelte bei Lichtsittigung (ca. 1500 pmol Photonen m™ s°
") die Photosyntheserate, den stomatiren Widerstand, die Transpiration und die CO,-
Konzentration in der Auflenluft und im Blattinnern (Formeln zur Berechnung s. LI-COR,
1990). Die Berechnung des Lichtkompensationspunktes (I.), der Lichtstirke, bei der die Pho-
tosynthese gesittigt war (I5), und der photosynthetischen Effizienz (,,apparent quantum yield
of photosynthetic CO, assimilation®, ®., = mol assimiliertes CO,/mol absorbierte Quanten)

erfolgte mit Hilfe folgender Exponentialfunktion (Schulte et al., 2003):

f(x)=a-exp[b*(-x)]*c

wobei:

f(x)=Nettophotosyntheserate [umol CO, m?s'];

x=photosynthetisch aktive Strahlung [pmol m?s™];

a=maximale Nettophotosyntheserate bei Lichtséttigung (A max) in [pmol CO, m™s™'];

b und c=Parameter der obigen Exponentialfunktion.

I, I und @, lassen sich folgendermallen berechnen:

I=In(a/c)*(-1/b) [umol m? s™']

I=In(0,1*a/c)*(-1/b) [umol m™ s']

@ =exp[b(-Ic)]*cb = Steigung der Lichtsattigungskurve am I, [mol CO, mol™ Quanten]

15
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2.6 Bestimmung des Chlorophyll- und Carotinoidgehalts

Die Bestimmung des Chlorophyll-a-, Chlorophyll-b- und Carotinoidgehalts erfolgte mittels
Aceton-Extraktion nach Lichtenthaler & Wellburn (1983) mit folgender Modifikation: Nach
beiden Extrahierungsschritten wurden die Uberstinde iiber eine Vakuumpumpe in ein groBes
Reagenzglas filtriert und auf 20 ml aufgefiillt. Ein DU-6 Spectrophotometer (Beckman Coul-
ter Inc., Fullerton, USA) diente zur Messung der Extinktion bei 663, 646 und 470 nm.

Die Pigmentgehalte wurden nach Lichtenthaler (1987) berechnet.

2.7 Bestimmung des osmotischen Potentials

Aus den Proben wurde zunichst nach der von Koyro (2000a) beschriebenen Methode PreBsaft
gewonnen, der zur Messung diente. Die Bestimmung des osmotischen Potentials erfolgte mit

einem Kryoskop (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin).

2.8 Bestimmung des Gehalts an Alkali- und Erdalkalimetallen

Zur quantitativen Bestimmung von Natrium, Kalium, Kalzium und Magnesium mittels
Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie wurde dasjenige Pflanzenmaterial verwendet, das
zuvor der Bestimmung von Trocken- und Aschegewicht gedient hatte. Die Proben wurden mit
32%iger Salpetersdure aufgeschlossen (Steubing & Fangmeier, 1992) und mit einem Flam-
men-Atomabsorptionsspektrometer (PE 2100, Perkin Elmer, Wellesley, USA) analysiert.

Aus den Natrium- und Kaliumgehalten lief3 sich die K/Na-Selektivitdt nach folgender Formel

berechnen:

R K innen Na innen
K/Na-Selektivitat = *

(Pitman, 1965)

K ausen  Na auen
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2.9 Bestimmung des Anionengehalts

Der Gehalt an Chlorid, Nitrat, Phosphat und Sulfat wurde per Anionenchromatographie (Io-
nenaustausch-Chromatographie) bestimmt. Als Proben dienten eingefrorene PreBséfte (s.
Kap. 2.7), die mit Reinstwasser verdiinnt und durch 0,45 pm Cellulose-Acetat-Filter (OE 67,
Schleicher & Schuell, Dassel) filtriert wurden.

Die Analyse erfolgte in einem ,,690 Ion Chromatograph® (mit 697 IC Pump und 698 Auto-
sampler, Metrohm, Herisau, Schweiz) iiber eine Anionensédule PRP X-100 (Hamilton Compa-
ny, Reno, USA) nach der Methode von Hogy (2002). Davon abweichend diente ein p-
Hydroxybenzoesdure/Benzoat-Eluent (2,5 mM p-Hydroxybenzoesidure + 1 mM Natriumben-
zoat + 2,5% Methanol, pH 8,5) als mobile Phase, dessen Flurate 2,5 ml pro Minute betrug.
Die Chromatogramme wurden mit Hilfe des Computerprogramms ,,Star Chromatography

Workstation®, Version 5.5 (Varian Inc., USA) ausgewertet.

2.10 Bestimmung des Kohlenstoff-, Stickstoff- und Schwefelgehalts

Das getrocknete und zu feinem Pulver gemahlene Pflanzenmaterial wurde in Tiegel eingewo-
gen und mit einer dquivalenten Menge Wolframoxid iiberschichtet, um den Verbren-
nungsprozel3 zu erleichtern. Die Analyse der Proben erfolgte im Elementaranalysator vario
MAX CNS (Elementaranalysensysteme GmbH, Hanau) nach dem Prinzip der katalytischen
Rohrverbrennung.

2.11 Bestimmung des Kohlenhydratgehalts

2.11.1 Gehalt an léslichen Gesamt-Kohlenhydraten

Es wurde eine Gesamtzuckerbestimmung (Phenol-Schwefelsdure-Methode nach Kleber et al.,
1987 und Wegmann, 1998) durchgefiihrt, wobei zur Analyse verdiinnter Pref3saft (s. Kap. 2.7)
diente. Die Messung der Extinktion bei 490 nm erfolgte in einem DU-6 Spectrophotometer

(Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA).
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2.11.2 Gehalt an Saccharose, Glucose und Fructose

Zundchst wurden die Kohlenhydrate nach der von Giinther (2004) beschriebenen Methode in
aqua bidest. extrahiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung des Gehalts an Saccharose,
Glucose und Fructose mit Hilfe der Test-Kombination Saccharose/D-Glucose/D-Fructose
(Boehringer Mannheim GmbH) nach Giinther (2004; modifiziert nach Boehringer Mannheim
GmbH, o.J.; s. auch Wagener et al., 1983). Zur Messung der Absorption bei 340 nm diente
ein EIA-Reader (,,Benchmark Microplate Recorder”, BIO-RAD Laboratories Inc., Hercules,
USA). Die Berechnung der Kohlenhydrat-Konzentrationen erfolgte laut Anleitung der Boeh-
ringer Mannheim GmbH (0.J.).

2.12 Bestimmung des Aminosauregehalts

Zunichst erfolgte die Extraktion der Aminosduren mit Sulfosalicylsdure und die Derivatisie-
rung mit 9-Fluorenylmethyl-chloroformiat (FMOC-CI; Einarsson et al., 1983) nach Hogy
(2002). Je 10 pl Probe wurden mittels Umkehrphasen-HPLC im Varian Pro Star-
Chromatograph (mit Varian Autosampler 410, Varian Inc, Palo Alto, USA und Fluoreszenz-
detektor RF 535, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg) iiber eine Amino Tag"™ Aminoséure-
Analysensédule (TSK gel ODS-80 TM; 4,6 mm x 15 cm, Varian Inc., Palo Alto, USA) analy-
siert, vor die eine Varian-Vorsdule (PR-8, 10 x 3,2 mm) geschaltet war. Die mobile Phase
bestand aus folgenden Komponenten:

Losung A: 0,015 M Natriumcitrat + 0,01 M Tetramethylammonium-Chlorid + 40 ml Metha-

nol, pH 3,84;
Losung B: Acetonitril.

Bei einer FluB3rate von 1,4 ml pro Minute wurde folgender Gradient erzeugt:

Zeit [min:sec] % Losung A % Losung B
0:00 75,0 25,0
1:00 75,0 25,0
5:46 72,0 28,0
9:41 69 31
15:00 55 45
18:30 50 50
22:00 45 55
27:00 30 70
30:00 5 95
32:00 5 95
33:00 75 25
35:00 75 25
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Die Chromatogramme wurden mit Hilfe des Computerprogramms ,,Star Chromatography

Workstation®, Version 5.5 (Varian Inc., Palo Alto, USA) ausgewertet.

2.13 Bestimmung des Gehalts an 16slichem Gesamt-Protein

Zur Bestimmung des loslichen Gesamtproteins nach Bradford (1976) diente unverdiinnter
PreBsaft (s. Kap. 2.7). Die Extinktion bei 595 nm wurde in einem DU-6 Spectrophotometer

(Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) gemessen.

2.14 Analyse des Proteoms

2.14.1 2D-Gelelektrophorese

Die 2D-Gelelektrophorese war anfanglich mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden, da sie
zu keinen auswertbaren Ergebnissen fiihrte [nur wenige ,,spots* (Proteinflecken), zu starker
Hintergrund, ausgeprigte horizontale Streifen auf dem Gel]. Daher wurde die Methode in
vielen kleinen Schritten modifiziert, bis sie zufriedenstellende Ergebnisse lieferte. Es wird im
folgenden diejenige Methode beschrieben, die schlielich am erfolgreichsten war und nach

der die zur Auswertung herangezogenen Gele hergestellt wurden.

Von beiden CO,-Ansétzen wurden jeweils das zweite und dritte voll entwickelte Blatt von
drei Kontrollpflanzen und von drei Pflanzen des 375 NaCl-Ansatzes untersucht. Das Blattma-
terial wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren, und alle Blitter eines Ansatzes wurden
zusammen unter fliissigem Stickstoff zu Pulver gemorsert.

Aus dem gefrorenen Blattmaterial wurden die Proteine nach der von Zorb et al. (2004) be-
schriebenen Methode mittels DTT-TCA-Aceton extrahiert, mit folgenden Modifikationen:
Der Lysepuffer enthielt zusdtzlich 50mM DTT, und nach dem ersten Aufnehmen des Protein-
pellets in Puffer A erfolgte eine erneute Proteinfillung fiir eine Stunde, um die Proteinkon-
zentration in der Probe zu erhéhen. Der Proteingehalt der Extrakte wurde nach Bradford

(1976) bestimmt.
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AnschlieBend erfolgte die isoelektrische Fokussierung (IEF) innerhalb eines immobilisierten
pH-Gradienten (Bjellqvist et al., 1982; Gorg et al., 1985; Gorg et al., 1988) mit Hilfe von
,Immobiline DryStrip-Gelen* (= ,,IPG strips*; pH-Bereich 4-7, Linge 7 cm; Amersham Bio-
sciences AB, Uppsala, Schweden). Auf diese wurden je 200 ul Proteinldsung aufgetragen, die
150 pg Protein enthielt. Die ,,IPG strips* wurden in einem ,,IPGphor Isoelectric Focusing Sy-
stem® (Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden) unter folgenden Bedingungen re-
hydriert und fokussiert:

e allgemeine Parameter: 20°C; 50 pA pro ,,IPG strip*
e 10 Stunden Rehydrierung
e 2 Stunden 100 V
e [ Stunde 500 V
e [ Stunde 1000 V

e 5 Stunden 8000 V.

IEF

Nach der Equilibrierung der ,,IPG strips® (nach Berkelman & Stenstedt, 2002) erfolgte die
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die verwendeten Gele enthielten
12,5% (v/v) Acrylamid (Zusammensetzung nach Berkelman & Stenstedt, 2002; s. auch
Laemmli, 1970; Laufpuffer ebenfalls nach Berkelman & Stenstedt, 2002). Als Marker diente
ein ,,Rainbow ™RPN 756 Marker (Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden). Die
Gele liefen bei 4 °C zunéchst 15 Minuten lang bei einer Stromstédrke von 15 mA pro Gel und
danach ca. 3,5 Stunden lang bei 45 mA pro Gel bei einer maximalen Spannung von 300 V.
AnschlieBend wurden sie fiir eine Stunde in 50% Ethanol/10% Eisessig fixiert und {iber Nacht
in Coomassie Brilliant Blue R 250 (0,05% in Fixierlosung) gefarbt (Neuhoff et al., 1985). Die
Gele wurden bei 600 dpi eingescannt und mit Hilfe der Gelauswertesoftware Delta 2D, Versi-
on 3.1.2 (Decodon GmbH, Greifswald) ausgewertet. Es wurden jeweils zwei Gele der Som-
merkulturen 2002 und 2003 zu je einem ,,Mittelwert-Gel* vereinigt. Die Software quantifi-
zierte die ,,spots* iiber ihre Flachenintegrale und Grautdne und ermittelte ihre relativen Volu-
menprozente. Mit Hilfe der Swiss-Prot/TrEMBL-Datenbank (http://www.expasy.org) wurde
versucht, Proteine, die in beiden Kulturen unter Salzstre neu oder deutlich verstirkt expri-

miert wurden, liber ihren isoelektrischen Punkt und ihr Molekulargewicht zu identifizieren.
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2.14.2 ,,Matrix assisted Laser Desorption lonisation Time-of-flight Mass Spectrometry”
(MALDI-TOF-MS)

Einige der ,,spots®, deren Expression in beiden Kulturen unter Salzstre3 deutlich verstérkt
war, wurden mittels MALDI-TOF-MS analysiert. Die Aufarbeitung und die Analyse der Pro-
ben wurden dankenswerterweise von Herrn Steffen Pahlich (Biochemisches Institut der Uni-
versitit Ziirich) durchgefiihrt. Aus Kostengriinden konnten so leider nur sieben Proteine un-
tersucht werden.

Die aus den Gelen ausgeschnittenen ,,spots® wurden nach Wilm et al. (1996) und Shevchenko
et al. (1996) aufgearbeitet, mit folgenden Modifikationen: Nach dem Entfarben und Dehydrie-
ren der Gelstlicke erfolgte direkt die Reduktion fiir 30 Minuten. Daraufhin wurden die Proben
erneut mit Acetonitril dehydriert und anschlieBend eine Stunde lang carbamidomethyliert,
worauf drei weitere Dehydrierungsschritte folgten. Nach der Trocknung im Vakuum wurden
die Gelstiicke mit 5 pul Verdauungslésung (0,5 mM Tris-HCI, pH 8,0 + 20 ug Trypsin/ml) und
nach 5 Minuten mit 10-15 pl 0,5 mM Tris-HCI (pH 8,0) versetzt. Die Verdauung fand {iber
Nacht bei Raumtemperatur statt. Die Losung der verdauten Peptide wurde im Verhéltnis 1:3
mit Matrixlosung (geséttigte Losung von a-Cyano-hydroxy-Zimtsdure in 40% ACN + 0,1%
Trifluor-Essigsdure) gemischt und auf das MALDI-Target aufgetragen.

Die Analyse der Proben erfolgte in einem Biflex MALDI-TOF-Massenspektrometer (Bruker
Daltonic GmbH, Bremen) im Reflektor-Modus, wobei ein gepulster Laser zur Ionenerzeu-
gung verwendet wurde (Schrattenholz, 2001). Zur Identifizierung der Proteine dienten die
Mascot-Datenbank (http://www.matrixscience.com) und die Swiss-Prot/TrEMBL-Datenbank
(http://www.expasy.org).

2.15 Bestimmung der Aktivitaten antioxidativer Enzyme

2.15.1 Enzymextraktion

Zur Enzymbestimmung diente dasselbe Blattmaterial wie zur Gelelektrophorese (s. Kap.
2.14.1). Die Extraktion der Enzyme mit Kalium-Phosphat-Puffer erfolgte nach Rios-Gonzalez
et al. (2002) mit folgenden Modifikationen: Der Extraktionspuffer hatte den pH-Wert 7,4 und
enthielt zusitzlich 10 mM Ascorbat als Reduktionsmittel. Uber Nacht wurde der Extrakt bei 4
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°C gegen 700 ml Extraktionspuffer dialysiert (Dialyseschlauch: Spectrapore MWCO 6-8
kDa).

2.15.2 Bestimmung der Superoxid-Dismutase (SOD)-Aktivitat

Die Bestimmung der SOD-Aktivitdt basierte auf der Methode von Beauchamp & Fridovich
(1971; s. auch Flohé & Otting, 1984; Keetmann, 2000) und erfolgte nach Rios-Gonzalez et al.
(2002) mit folgenden Modifikationen: 1 ml des Reaktionsgemisches, welches 50 mM Kalium-
Phosphat-Puffer (pH 7,8) enthielt, wurde in kleinen Glasschilchen mit 10 pl Enzymextrakt
gemischt und auf einem Schiittler 25 Minuten lang mit einer UV-Lampe bestrahlt (Wellen-
linge 350 nm). Die Menge an reduziertem Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) wurde spek-
tralphotometrisch bei 560 nm bestimmt (DU-6 Spectrophotometer, Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, USA).

2.15.3 Bestimmung der Ascorbat-Peroxidase (APO)-Aktivitat

Die Bestimmung der APO-Aktivitit erfolgte spektralphotometrisch iiber die Ascorbat-
Abnahme nach Nakano & Asada (1981), wobei 900 ml Reaktionsgemisch mit 34 ul Enzym-
extrakt versetzt wurden. Die Extinktion bei 290 nm wurde 4 Minuten lang alle 15 Sekunden

gemessen (DU-6 Spectrophotometer, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA).

2.15.4 Bestimmung der Glutathion-S-Transferase (GST)-Aktivitat

Die GST-Aktivitit wurde spektralphotometrisch iiber die Zunahme von S-2,4-Dinitrophenyl-
Glutathion bestimmt (Habig & Jakoby, 1981; Jakoby, 1985). Die von Reade & Cobb (1999)
beschriebene Methode wurde folgendermaflen verdndert: 910 ul des Reaktionsgemisches,
welches 50 mM Kalium-Phosphat-Puffer enthielt, wurden mit 40 ul Enzymextrakt versetzt.
Die Extinktion bei 340 nm wurde 5 Minuten lang alle 30 Sekunden gemessen (DU-6
Spectrophotometer, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA).
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2.16 Bestimmung der Aktivitaten von P-ATPase, V-ATPase und F-ATPase

Zur Messung der ATPase-Aktivititen diente dasselbe Blattmaterial wie zur Gelelektrophorese
(s. Kap. 2.14.1). Die Bestimmung erfolgte nach Ramani (2004) anhand der Menge an freige-
setztem radioaktiv markierten Phosphat, wobei die verwendeten Losungen folgendermallen

modifiziert wurden:

Extraktionsmedium:

25 mM HEPES/KOH, pH 7,4,
400 mM Sorbitol,

2 mM MgCl,.

Inkubationsmedium:

25 mM HEPES/KOH, pH 7.4
400 mM Sorbitol,

100 mM KCl,

2 mM MgCl,,

0,5 mM ATP,

0,5 mM [y**P;] ATP.

Zur Analyse der Proben diente ein Szintillationszéhler (LS 1801, Beckman Instruments, Ful-

lerton, USA).

2.17 Strukturanalytik

2.17.1 Lichtmikroskopie und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zur licht- und transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung dienten Querschnitte
durch Blétter mittleren Alters im Bereich der Leitbiindel dritter Ordnung. Da es v.a. bei den
besalzenen Ansitzen sehr schwierig war, Objekte guter Qualitit — d.h. turgeszente, nicht
plasmolysierte Zellen und gute Kontrastierbarkeit - zu erhalten, wurde die Probenpriparation
in verschiedener Hinsicht von Standardprotokollen (s. Plattner & Zingsheim, 1987; Bozzola

& Russell, 1999; Ruzin, 1999) abweichend modifiziert.
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Zur Erstfixierung wurden Blattstiickchen in folgende Losungen {iberfiihrt, wobei die Proben
der Hochsalzvarianten vorher fiir ca. 30 Sekunden in aqua bidest. geschwenkt wurden, um das

Eindringen des Fixiermediums in die Probe zu erleichtern:

Kontrollen: 2,5% Glutardialdehyd in 0,05 M PIPES-Puffer, pH 6.8.

Besalzene Proben: 2% Glutardialdehyd + 1,5% Formaldehyd in 0,05 M PIPES-Puffer (verin-
dert nach Karnovski, 1965). Dabei wurde das Fixiermedium den Proben
durch NaCl-Zugabe osmotisch angeglichen, um osmotisch bedingte Ab-

16sungen des Plasmalemmas zu verhindern.

Nach einer Vakuuminfiltration (1 Minute bei 0,053 MPa, 1 Minute bei 0,026 MPa, 5 Minuten
bei 0,053 MPa Unterdruck) wurden die Blattstiickchen 4 Stunden lang bei Raumtemperatur
fixiert. Anschlieend wurde das Fixiermedium stufenweise durch 0,05 M PIPES-Puffer er-
setzt, indem dreimal je ein Drittel des Glasinhaltes und zweimal fast der gesamte Glasinhalt
ausgetauscht wurde. Auf diese Weise wurde das osmotische Potential des Aulenmediums
schonend erniedrigt, was osmotisch bedingte Ablosungen des Plasmalemmas verhinderte. Es
erfolgte eine Nachfixierung mit 1%igem Osmiumtetroxid in 0,05 M PIPES-Puffer fiir 3,5
Stunden bei Raumtemperatur. Nach mehrmaligem Waschen mit aqua bidest. wurden die Pro-
ben stufenlos tliber eine Acetonreihe (10%, 25%, 50%, 75%, 95%, 100% iiber Molekularsieb)
entwassert (Sitte, 1962). Die Objekte wurden iiber Nacht mit Spurr-Harz ERL-4206 (Spurr,
1969) infiltriert und anschlieBend in dieses eingebettet.

Von den so préparierten Proben wurden an einem Ultramikrotom (Ultracut E, Reichert-Jung)
zundchst Semidiinnschnitte angefertigt, die mit 0,5% Toluidinblau + 0,5% Borax gefarbt wur-
den. Die lichtmikroskopische Untersuchung dieser Schnitte erfolgte an einem Olympus CHB-
und einem Olympus BH-2-Mikroskop. Die horizontale Ausdehnung der Blattquerschnitte und
der einzelnen Gewebe, die Zellausdehnung sowie der Interzellularenanteil pro Querschnitts-
fliche wurden mit Hilfe der Auswertesoftware analySIS, Version 3.2 (Soft Imaging Systems)
ermittelt.

Von denjenigen Objekten, die fiir die TEM- Untersuchung geeignet erschienen, wurden Ul-
tradiinnschnitte hergestellt. Die Kontrastierung der Schnitte erfolgte teilweise mit Uranylace-
tat und Bleicitrat nach Reynolds (1963) und teilweise mit 1%igem wéaBrigen Kaliumperman-
ganat und Bleicitrat (Bray & Wagenaar, 1978). Die Proben wurden im TEM LEO 912 AB
OMEGA (Zeiss/Leica) untersucht.
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2.17.2 Rasterelektronenmikroskopie

Im Rasterelektronenmikroskop wurde die Unterseite von Bléttern mittleren Alters im Bereich
der Interkostalfelder neben der Mittelrippe untersucht. Zunichst wurden Blattstiickchen fiir
einige Wochen in FAA (45% Ethanol + 5% Eisessig + 1,85% Formaldehyd) fixiert. An-
schlieBend wurden die Proben iiber eine Ethanolreihe (je 15 Minuten 50%, 70%, 80%, 90%,
96%, 100% und 100% tiber Molekularsieb) entwissert, in einem ,,Critical Point Dryer* (Bal-
zers Union, Balzers, Liechtenstein) getrocknet und anschlieBend in einer Metallbeschich-
tungskammer (Leitz) zwei Minuten lang bei einer Stromstérke von 0,6 mA besputtert. Die

Objekte wurden im Philips Rasterelektronenmikroskop XL 20 untersucht.

2.18 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software SPSS (Version 11). Die
Daten wurden durch den Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet und, falls
diese nicht gegeben war, mittels Wurzel- oder Logarithmusbildung transformiert. Die nor-
malverteilten Daten wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse oder - falls sich die einzel-
nen Variablen gegenseitig direkt beeinflulten — mittels mehrfaktorieller Varianzanalyse aus-
gewertet. Auf signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten (Signifikanzniveau
p=<0,05) wurde getestet durch den Post-Hoc-Test nach Tukey (Unterschiede zwischen mehre-
ren Salinitdten bei Varianzgleichheit zwischen den Stichproben), den Games-Howell-Post-
Hoc-Test (Unterschiede zwischen mehreren Salinitdten, keine Varianzgleichheit zwischen
gleich groflen Stichproben), den Dunnet-T3-Post-Hoc-Test (Unterschiede zwischen mehreren
Salinitdten, keine Varianzgleichheit zwischen unterschiedlich grof3en Stichproben) oder den t-
Test nach Student (Unterschiede zwischen nur zwei Salinititen oder zwischen den CO,-

Ansitzen).
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3 ERGEBNISSE

In den Kapiteln 3.1 bis 3.11 werden, wenn nicht anders erwéhnt, die Mittelwerte der drei
Sommerkulturen in Diagramm- oder Tabellenform dargestellt. Die Winterkulturen wurden

durch NaCl-Salinitét dhnlich beeinflufit; ihre Daten sind in Anhang 2 aufgefiihrt.

3.1 Wachstumsparameter

3.1.1 Keimung, dufleres Erscheinungsbild und Biomasseproduktion

Die Keimungsrate wurde bereits bei 125 NaCl sehr deutlich reduziert; Hochsalz inhibierte die
Keimung vollstindig (s. Anhang 1, Abb. Al.1).

Zum Zeitpunkt des Kulturbeginns handelte es sich bei A. tripolium um Pflanzen des Rosetten-
typs (Abb. 4). Im Fall der Kontrollensgy setzte in der spéten vegetativen Phase (8-10 Wochen
nach Kulturbeginn) ein kréftiges Lingenwachstum des Sprosses ein (s. Anhang 1, Abb.
Al.2a, Pfeil), das die reproduktive Phase einleitete. NaCl-Salinitdt hatte deutliche Auswir-
kungen auf das Erscheinungsbild der Strandastern. Mit steigender Salinitit nahm die GrofB3e
der Pflanzen deutlich ab, und sie bildeten weniger, kleinere, aber dickere und dunkler griin
gefdrbte Blitter. Besonders bei hohen Salinititen starben dltere Blétter zunehmend ab (s. An-
hang 1, Abb. Al.2b, Pfeile). Bis auf einige Pflanzen des 125 NaCl-Ansatzes behielten die
Salzvarianten bis zum Ende der Kultur den Habitus der Rosettenpflanzen.

GroBe und Habitus von A. tripolium wurden durch erhéhtes CO, nicht sichtbar beeinfluf3t.

Abb. 4. Habitus der geernteten Aster-tripolium-Pflanzen bei verschiedenen Salinitéten unter [CO;]s50.
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NaCl-Salinitit reduzierte die Biomasse signifikant (Abb. 5a). Unter natiirlich atmosphérischer
CO,-Konzentration nahm das Gesamt-Frischgewicht pro Pflanze mit steigender Salzkonzen-
tration kontinuierlich ab und erreichte bei Meerwassersalinitdt nur noch ein Viertel des Ge-
wichtes der Kontrollen. Der Pso-Wert, d.h. die Salzkonzentration, bei der das Wachstum um
die Halfte reduziert wird (Salztoleranzgrenze), lag bei ca. 250 NaCl.

Zwischen den beiden CO,-Ansdtzen gab es keine signifikanten Unterschiede im Frischge-
wicht; allerdings tendierten die Pflanzen einiger Salzvarianten unter erhohter CO,-
Konzentration zu einer geringfiigig héheren Biomasse.

Wie das Frischgewicht wurde auch das Trockengewicht der Pflanzen bei [CO;]350 mit zuneh-
mender Salinitit signifikant reduziert (Abb. 5b), nahm aber mit einem Riickgang um gut zwei
Drittel bei Meerwassersalinitét nicht ganz so stark ab wie das Frischgewicht.

Unter erhohtem CO, war das Trockengewicht etwas hoher als bei [CO;]350, v.a. bei den Kon-

trollen und bei niedriger Salinitdt. Bei 125 NaCl war dieser Unterschied signifikant.
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Abb. 5. Gesamt-Biomasse pro Pflanze bei verschiedenen Salinititen unter [CO, ]330 und [CO;]sz.

a) Frischgewicht; b) Trockengewicht. Diese Abb. beinhaltet die Mittelwerte von nur zwei Sommerkul-
turen (2002 und 2003). Die dritte Kultur (Sommer 2001) zeigte dieselben Tendenzen (s. Anhang 1,
Abb. A1.3). Die Pflanzen waren aber deutlich groBer, da sie zu einem etwas spéteren Zeitpunkt auf

Hydrokultur gesetzt wurden. Die Daten dieser Kultur wurden in Abb. 5 nicht mit einbezogen, um die
Vergleichbarkeit der Daten zu gewéhrleisten.
Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Salinititen.
* bedeutet signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den sich entsprechenden CO,-Ansétzen.
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Die Anzahl der Blétter pro Pflanze, die Fliche pro Blatt und die Frischgewichte der einzelnen
Pflanzenorgane wurden bei [CO;]3s0 durch Na-Cl-Salinitét signifikant reduziert, wohingegen
erhohtes CO; keine signifikanten Auswirkungen auf die genannten Parameter hatte (s. An-
hang 1, Tab. A1.1, A.1.2, Abb. Al1.4, AL.5).

Auf die Darstellung der Sprof/Wurzel-Verhiltnisse wird hier aufgrund hoher Standardabwei-
chungen und daher nur bedingter Aussagekraft der Ergebnisse verzichtet. Diese sind in An-

hang 1 (Tab. Al.1) zu finden.

3.1.2 Uberlebensrate

Ca. 11 Wochen nach Kulturbeginn war die Uberlebensrate der Pflanzen unter natiirlich atmo-
sphérischer CO,-Konzentration bei 375 und 500 NacCl signifikant geringer als bei den Kon-
trollen (Abb. 6).

Im Gegensatz zur Biomasseproduktion hatte erhdhtes CO, auf die Uberlebensrate einen deut-
lich positiven Effekt: Bei [CO;]sz0 ging diese erst bei 500 NaCl signifikant zuriick. Gegeniiber
[COz]350 konnte sie bei 375 NaCl signifikant auf iiber 90% (statt 60%) und bei 500 NaCl ten-
denziell auf ca. 50% (statt 20%) gesteigert werden.
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Abb. 6. Uberlebensrate ca. 11 Wochen nach Kulturbeginn bei verschiedenen Salinititen unter [CO;]3g0
und [CO;]sz0 (Mittel aus den Sommerkulturen 2001 und 2003). 2002 war keine objektive Auswertung
der Uberlebensrate moglich, da Pestizidriickstéinde in der Nihrlosung die Werte verfilschten.
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3.1.3 Andere Wachstumsparameter

NaCl-Salinitit bewirkte in den Bléttern und in den Nebenwurzeln der [CO;]350-Varianten eine
transiente Abnahme, in der Hauptwurzel jedoch einen signifikanten Anstieg der organischen
Matrix (s. Anhang 1, Abb. Al.6a). Der prozentuale Aschegewichtsanteil nahm in allen Pflan-
zenorganen salzbedingt signifikant zu (s. Anhang 1, Abb. A1.7a). Erhohte CO,-Konzentration
bewirkte eine Zunahme der organischen Matrix und eine Reduktion des Aschegewichtsan-
teils, besonders in den Blattspreiten (s. Anhang 1, Abb. A1.6b, A1.7b).

Der Wassergehalt verhielt sich reziprok dhnlich wie die organische Matrix (s. Anhang 1, Abb.
Al.8).

3.2 Wasserpotential

Bei natiirlich atmosphérischen Bedingungen sank das Blattwasserpotential mit zunehmendem
Salzgehalt kontinuierlich und signifikant von ca. -0,6 MPa bei den Kontrollen auf ca. -5 MPa
bei Meerwassersalinitdt (Abb. 7a).

Erhohtes CO, bewirkte bei den Kontrollen, bei niedriger und bei mittlerer Salinitét keine Ver-
dnderung des Wasserpotentials, wahrend dieses bei 375 NaCl signifikant héhere und bei 500
NaCl tendenziell hohere Werte annahm (Abb. 7b).

Bei allen Salz- und CO,-Varianten war das Wasserpotential der Blatter deutlich geringer als

dasjenige des Aullenmediums.

-

Wasserpotential [MPa]
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Abb. 7. Wasserpotential junger, voll entwickelter Blétter bei verschiedenen Salinititen. a) [CO,]sg0;
b) [CO;,]s20. Die Linien innerhalb der Sdulen zeigen das Wasserpotential der Nahrlosung an.
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3.3 Gaswechsel

Der Gaswechsel wurde bei natiirlich atmosphdrischen Bedingungen durch NaCl-Salinitét
stark beeinfluBt (Abb. 8, Tab. 1). Die maximale Nettoassimilationsrate (A max.) wurde signi-
fikant reduziert und erreichte bei Meerwassersalinitidt nur noch ca. ein Drittel des Kontroll-
wertes. Die Photosynthese war auBlerdem bereits bei einer deutlich geringeren Lichtstirke
gesittigt. Die blattinterne CO,-Konzentration (C;) nahm signifikant ab und erreichte bei 500
NaCl einen fiir Cs;-Pflanzen extrem niedrigen Wert von unter 150 ppm. Es war eine signifi-
kante Zunahme des stomatdren Widerstandes (Rs) zu verzeichnen, was eine signifikante Re-
duktion der Transpiration (E) um ca. 50% bewirkte. Dies wird auch durch rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen bestitigt (Abb. 9): Sie zeigen, dafl die Stomata bei den Kontrol-
len groBtenteils weit gedffnet, bei Hochsalz jedoch zumeist geschlossen oder nur halb gedft-
net waren. Gleichzeitig ging die Wassernutzungseffizienz der Photosynthese (water use effi-
ciency, WUE) signifikant um ca. 30% zuriick. Hochsalz bewirkte aulerdem eine signifikante
Zunahme der Dunkelatmung (DA) um fast das Dreifache und einen hoheren Lichtkompensa-
tionspunkt (I;). Die photosynthetische Effizienz (®.) ging bei mittlerer Salinitét etwas zuriick,
stieg bei Hochsalz jedoch wieder iiber den Ausgangswert hinaus an.

Erhohtes CO, fiihrte bei allen Salinitdten zu einer signifikant hdheren Nettophotosyntheserate
(Faktor 1,6 bis 2) als bei [CO;]350. Diese sittigte sich erst bei deutlich hdheren Lichtintensita-
ten. Auflerdem war die blattinterne CO,-Konzentration generell signifikant hoher als unter
natiirlich atmosphorischer CO,-Konzentration. Der stomatidre Widerstand der Kontrollenso
unterschied sich nicht von demjenigen der Kontrollensso; dagegen war er bei mittlerer Salini-
tit tendenziell und bei Hochsalz signifikant geringer als unter [CO;]350. Die Transpiration
verhielt sich reziprok zum stomatéren Widerstand: Wéhrend sie bei den Kontrollen unter er-
hohtem CO,; signifikant hoher war als unter natiirlich atmosphirischen Bedingungen, glichen
sich die CO,-Varianten bei zunehmender Salinitét einander an. Die Wassernutzungseffizienz
konnte bei [CO;]sy0 aufgrund der hoheren Photosyntheseleistung iiber alle Salinititen hinweg
mehr oder weniger konstant gehalten werden und war bei den besalzenen Pflanzen signifikant
hoher als bei [CO;]sg0. Erhohtes CO, bewirkte aullerdem einen signifikanten Anstieg der
Dunkelatmung bei Salinitdt. Die Salzvarianten wiesen zudem einen deutlich héheren Licht-
kompensationspunkt auf als unter natiirlich atmosphérischer CO,-Konzentration. Die photo-

synthetische Effizienz unterschied sich nicht wesentlich von derjenigen bei [CO;]3s0.
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Die Gaswechselmessungen zeigen, dal3 eine erhohte atmosphirische CO,-Konzentration ei-

nen positiven Effekt auf die Photosyntheserate und die Wassernutzungseffizienz der Pflanzen

hatte.
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Abb. 8. Lichtsittigungskurven bei verschiedenen Salinititen unter [CO;]3g0 und [CO;]sz0.
A = Nettophotosyntheserate; PAR = photosynthetisch aktive Strahlung.
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Tab. 1. Gaswechselparameter bei verschiedenen Salinitdten unter [CO;]350 und [CO;]sy0. a) Parameter
bei Lichtsittigung; b) Parameter der Lichtséttigungskurve. A max. = Nettophotosyntheserate; E =
Transpiration; Ry= Stomatiarer Widerstand; WUE = Wassernutzungseffizienz der Photosynthese; C;=
Blattinterne CO,-Konzentration (alle bei Lichtsittigung); DA = Dunkelatmung; I, = Lichtkompensa-
tionspunkt; I;= Lichtstirke, bei der Lichtsittigung der Photosynthese eintritt; ®. = photosynthetische
Effizienz. Fiir I, Iy und ®, wurden keine Standardabweichungen berechnet, da diese Parameter fiir
jeden Ansatz einmalig mit Hilfe der in Kap. 2.5 erlduterten Exponentialfunktion ermittelt wurden,

jeweils basierend auf allen Einzelmessungen.

a) A max. E R WUE G
[mol m®s'] | [molm?s'] [scm] [umol CO, mmol™ H,0] [ppm]
Kontrollesg 21,55 a 4,32 a| 1,65 a 5,09 a 1729 a
+6,10 +0,87 +0,75 +1,55 +31,1
250 NaClsgg 11,39 b 2,84 b| 4,51 b 4,27 b 1443 b
+5,96 +1,48 +2,15 +0,87 +48,5
500 NaClsgg 7,57 c 2,30 b| 9,69 ¢ 3,50 c 132,0 b
+4,60 +1,57 +5,42 +0,43 +30,2
Kontrolles,g 33,63 a 6,11 a| L5 a 5,79 a 262,8 a
+6,25 +1,45 * | +0,72 +1,53 +332 *
250 NaClsyg 20,79 b 4,00 b| 3,08 b 5,39 a 2319 b
£794 * +1,91 +2,06 +1,06 * +496 *
500 NaCls,g 1296 ¢ 2,52 c| 689 ¢ 5,62 a 184,0 ¢
4,78  * +1,26 49 * +0,3 * 526 *
b) DA I I D,
[mol m”s'] [umol m™ s'] [umol m™ 5] [mol CO, mol” Quanten]
Kontrollesgy -5,49 a 61,09 683,41 0,083
+1,43
250 NaClsgg -5,17 a 54,99 544,90 0,061
+0,95
500 NaClsgg -14,24 b 72,75 219,41 0,102
+3,06
Kontrolles,g -4,79 a 48,81 1049,94 0,080
+1,06
250 NaClsyg -12,28 b 108,04 730,36 0,072
+3,67 *
500 NaCls,g -18,78 c 90,43 332,81 0,096
+4,78 *

Sz = SchlieBzelle; Nz = Nebenzelle; Ez = Epidermiszelle; L = Laminarleiste; O = Offnungsspalt.
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3.4 Chlorophyll- und Carotinoidgehalt

Bezogen auf die Blattfliche enthielten die adulten Blétter der Kontrollensg tendenziell etwas
mehr Chlorophyll a, Chlorophyll b und Carotinoide als die juvenilen Blitter, wobei das Chlo-
rophyll-a/Chlorophyll-b-Verhéltnis in den jungen Blittern tendenziell geringfiigig hoher war
(Abb. 10a, c, e, g).

NaCl-Salinitit bewirkte &hnliche Verdnderungen aller drei Pigmente. In den adulten Blittern
fiihrte sie zu einer kontinuierlichen Abnahme der Pigmentgehalte. Signifikant war dies aller-
dings nur bei Chlorophyll b. In den jungen Blattern kam es zu einer transienten, tendenziellen
Zunahme bei mittlerer Salinitdt und einem anschlieBenden Riickgang unter den Kontrollwert
bei Hochsalz. Bei Chlorophyll a und Chlorophyll b war diese Reduktion signifikant. Das
Chlorophyll-a/Chlorophyll-b-Verhéltnis stieg in den adulten Bléttern signifikant an, wéhrend
in den juvenilen Bléttern nur eine tendenzielle, transiente Zunahme zu verzeichnen war.
Erhohtes CO, wirkte dem Trend der Pigmentabnahme bei Salinitét teilweise entgegen (Abb.
10b, d, f, h): Adulte Blétter wiesen bei Hochsalz signifikant hohere Gehalte an Chlorophyll a,
Chlorophyll b und an Carotinoiden auf als bei [CO;]350. AuBerdem konnten auch in den jun-
gen Blittern die Gehalte aller Pigmente bei NaCl-Salinitdt konstanter gehalten werden als
unter natlirlich atmosphérischen Bedingungen, wenn auch die Unterschiede zwischen den
CO,-Ansitzen nicht signifikant waren. Das Chlorophyll-a/Chlorophyll-b-Verhiltnis wurde
durch erh6htes CO; nicht beeinfluf3t.

Bezogen auf das Frischgewicht sank der Gehalt an allen Pigmenten bei [CO,]sg0 mit zuneh-
mender Salinitdt signifikant und viel deutlicher als beim Fliachenbezug (s. Anhang 1, Abb.
A1.9), was auf die steigende LMA zuriickzufiihren ist. Auf diese Ergebnisse soll nicht ndher
eingegangen werden, da fiir die Photosynthese und damit auch fiir den Pigmentgehalt v.a. die

Lichteinstrahlung pro Fliche ausschlaggebend ist.
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Abb. 10. Pigmentgehalte bei verschiedenen Salinitédten. a), b) Chlorophyll-a-Gehalt; c), d) Chlo-
rophyll-b-Gehalt; e), f) Carotinoid-Gehalt; g), h) Chlorophyll a/Chlorophyll b-Verhiltnis. a), ¢), €), g)
[COz]380; b), d), 1), h) [CO,]s20. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Salinitdten innerhalb eines Organs. * bedeutet signifikanter Unterschied
(p=<0,05) zwischen den sich entsprechenden CO,-Ansédtzen.
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3.5 Osmotisches Potential

Das osmotische Potential der Kontrollensgp nahm von den Nebenwurzeln (-0,9 MPa) iiber die
Hauptwurzeln und Blattstiele bis hin zu den Blattspreiten (-1,2 MPa) tendenziell ab (Abb.
11a).

Mit zunehmender Salinitdt sank das osmotische Potential aller Organe signifikant und konti-
nuierlich bis auf unter -3 MPa. Die Unterschiede zwischen den beiden hochsten Salzstufen
waren jedoch in der Regel nur geringfiigig und tendenziell. Bei Hochsalz wiesen die Haupt-
wurzeln das niedrigste und die Blattspreiten das hochste osmotische Potential auf.

Erhohtes CO, fiihrte bei niedriger und mittlerer Salinitdt zu keinen nennenswerten Verdnde-
rungen des osmotischen Potentials (Abb. 11b). Dagegen war dieses bei 500 NaCl in den Blatt-
spreiten und bei 375 NaCl in den Hauptwurzeln signifikant niedriger als unter [CO;]350. Die-
selbe Tendenz zeigten auch die Hauptwurzeln bei 500 NaCl und die Nebenwurzeln bei den

beiden hochsten Salzstufen.

a)

OP [MPa]

O Kontrolle 0125 NaCl @250 NaCl B 375 NaCl B 500 NacCl

b) Ba Bj Sa HW NW

OP [MP4]

|[DKontrolle @125 NaCl B 250 NaCl B 375 NaCl W 500 NaCl]

Abb. 11. Osmotisches Potential bei verschiedenen Salinititen. a) [CO;]s50; b) [CO2]s20.
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Substrahiert man das osmotische Potential vom Wasserpotential, erhidlt man unter Vernach-
lassigung des Matrixpotentials anndhernd das Turgorpotential (Ueda et al., 2003; Rodriguez
et al., 2005). Hierfiir ergaben sich folgende Werte (Tab. 2): Bei [CO,]sg0 war das Wasserpo-
tential bis zu einer Salinitdt von 250 NaCl hoher als das osmotische Potential, und die Diffe-
renz zwischen den beiden Werten blieb mehr oder weniger konstant. Bei hoherer Salinitit
wies das Wasserpotential geringere Werte auf als das osmotische Potential; das Turgorpoten-
tial wurde zunehmend negativer.

Unter erhohtem CO, war dieselbe Tendenz zu verzeichnen, allerdings blieb das Turgorpoten-
tial bis zur 375 NaCl-Stufe konstant und war auch bei Meerwassersalinitit deutlich weniger

negativ als unter natiirlich atmosphérischer CO,-Konzentration.

Tab. 2. Differenz zwischen osmotischem Potential und Wasserpotential
(ndherungsweise = Turgorpotential) bei [CO,]350 und [CO;]sz0.

[CO2]350 [COs]s520
Kontrolle 0,48 0,64
125 NaCl 0,73 0,74
250 NaCl 0,62 0,62
375 NacCl -0,59 0,73
500 NaCl -1,81 -0,34

3.6 Gehalt an Alkali- und Erdalkalimetallen

An dieser Stelle werden nur die Ergebnisse fiir natiirlich atmosphérische CO,-Konzentration
dargestellt, da eine Erhohung der atmosphirischen CO,-Konzentration nur wenige signifi-
kante Anderungen der Natrium,- Kalium-, Kalzium- und Magnesiumgehalte bewirkte, die
keinem bestimmten Muster folgten. Die Daten fiir erhohte CO,-Konzentration sind Anhang 1

(Abb. A1.10-A1.15) zu entnehmen.

Die Natriumkonzentration lag bei den Kontrollensgy im Blattstiel mit nur 17 mmol/kg FG am
niedrigsten, gefolgt von Nebenwurzeln, Hauptwurzeln, adulten und juvenilen Blattspreiten
(107 mmol/kg FG) (Abb. 12).

Salinitdt fithrte zu einem signifikanten Anstieg des Na-Gehaltes auf das 5-8fache; im Blatt-
stiel war der prozentuale Anstieg aufgrund der geringen Ausgangskonzentration deutlich ho-
her. Der liberwiegende Teil der Natriumakkumulation war bereits bei 375 NaCl erreicht. Bei

Meerwassersalinitit wies der Blattstiel mit ca. 600 mmol/kg FG die hochste Natriumkonzen-
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tration auf, gefolgt von den Blattspreiten, Nebenwurzeln und Hauptwurzeln (ca. 400 mmol/kg
FQ).

Der Kaliumgehalt nahm bei den Kontrollenss, in den Pflanzenorganen wie folgt ab (Abb. 13):
Blattstiel (140 mmol/kg FG) > Blattspreite > Hauptwurzel > Nebenwurzeln (60 mmol/kg FG).
Bei moderater Salinitdt ging die Kaliumkonzentration in den Blattspreiten zunéchst signifi-
kant auf bis zu 30% zuriick und stieg bei hoherer Salinitéit tendenziell wieder etwas an. Im
Blattstiel sank der Kaliumgehalt signifikant unter 10% des Kontrollwertes. In den Wurzeln
blieb der Kaliumgehalt deutlich konstanter als in den anderen Organen, wenngleich es auch in
den Hauptwurzeln zu einem signifikanten, transienten Riickgang kam.

Aus den oben geschilderten Ergebnissen ergab sich eine salzbedingte signifikante Reduktion
des K/Na-Verhéltnisses unter natiirlich atmosphérischer CO,-Konzentration (s. Anhang, Abb.
Al.12a).

Die K/Na-Selektivitit lag bei den Kontrollensgy in allen Organen nahe 1 (Abb. 14). In den
Nebenwurzeln stieg die K/Na-Selektivitdt bei NaCl-Salinitdt signifikant auf das 70fache und
in den Bléttern auf das 6fache an, wihrend sie in der Hauptwurzel konstant gehalten wurde.
Im Blattstiel dagegen erfolgte eine signifikante Selektivitdtsabnahme auf 0,1.

Der Kalzium-Gehalt war bei den Kontrollensgy in den jungen Blattspreiten mit 50 mmol/kg
FG am hochsten und in den Wurzeln mit gut 30 mmol/kg FG am niedrigsten (Abb. 15).
Salinitdt fiihrte in den Blattspreiten und in den Hauptwurzeln zu einer signifikanten und tran-
sienten Abnahme um 40% (Ba) bis 70% (Bj). Im Blattstiel und in den Nebenwurzeln ging die
Kalzium-Konzentration tendenziell zurtick.

Magnesium verhielt sich in mancher Hinsicht dhnlich wie Kalzium (Abb. 16). Bei den Kon-
trollensgo nahm der Magnesiumgehalt in den Pflanzenorganen wie folgt ab:

Blattspreiten (30-35 mmol/kg FG) > Blattstiel > HW > NW (13 mmol/’kg FG).

NaCl-Salinitit bewirkte in den Bléttern eine signifikante transiente Abnahme des Magnesi-
umgehalts. Ein dhnlicher, wenn auch nicht so ausgeprédgter Trend war in den Nebenwurzeln

zu verzeichnen. Im Blattstiel und in der Hauptwurzel gab es keine signifikanten Anderungen.
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Abb. 12, Natriumgehalt bei verschiedenen Salinitéten unter [CO,]30.
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Abb. 13. Kaliumgehalt bei verschiedenen Salinititen unter [CO,]350.
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Abb. 14. Kalium/Natrium-Selektivitét bei verschiedenen Salinitdten unter [CO;]3s0.
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Abb. 15. Kalziumgehalt bei verschiedenen Salinititen unter [CO,]sg0.
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Abb. 16. Magnesiumgehalt bei verschiedenen Salinitdten unter [CO,]sso.
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3.7 Anionengehalte

Auch bei den Anionengehalten werden hier nur die Ergebnisse fiir natiirlich atmosphérische
CO,-Konzentration dargestellt, da erhohte CO,-Konzentrationen wiederum nur wenige signi-
fikante Anderungen bewirkten, die keinem bestimmten Muster folgten. Die Daten fiir erhohte

CO;-Konzentration sind Anhang 1 (Abb. A1.16-A1.19) zu entnehmen.

Der Chloridgehalt der Kontrollensg, lag in allen Organen deutlich iiber demjenigen der Nahr-
16sung (Abb. 17). Er war in den adulten Blattspreiten mit ca. 100 mmol/l am hochsten und in
den Wurzeln am niedrigsten (Hauptwurzel 33 mmol/l, Nebenwurzel 14 mmol/l).

BeeinfluBt von NaCl-Salinitdt stieg der Chloridgehalt signifikant auf 400-700 mmol/l an.
Zwischen moderater und hoher Salinitit &dnderte sich die Chloridkonzentration groftenteils
nur wenig. Die besalzenen Pflanzen akkumulierten Chlorid am stérksten im Blattstiel.

Nitrat wurde von den Kontrollensgy v.a. im Blattstiel gespeichert, der mit 100 mmol/l mit Ab-
stand den hochsten Nitrat-Gehalt aufwies (Abb. 18). Es folgten die Wurzeln mit ca. 40
mmol/l, wihrend die Blitter kaum Nitrat enthielten.

Salinitét fiihrte generell zu einem Riickgang an Nitrat, der signifikant in Blattstiel und Ne-
benwurzeln, transient signifikant in den adulten Blattspreiten und den Hauptwurzeln und ten-
denziell in den juvenilen Blattspreiten war.

Die Phosphatkonzentration betrug in den Blattspreiten und Wurzeln der Kontrollensgy zwi-
schen 10 und 22 mmol/l, im Blattstiel deutlich weniger (Abb. 19).

Unter Einflu von NaCl-Salinitit ging der Phosphatgehalt in den Blattspreiten signifikant um
ca. ein Drittel zuriick, wihrend er in den Wurzeln signifikant auf das 1,6fache (Hauptwurzeln)
bzw. 2,6fache (Nebenwurzeln) anstieg. Im Blattstiel blieb die Phosphatkonzentration mehr
oder weniger konstant.

Hinsichtlich des Sulfatgehalts reagierten die verschiedenen Pflanzenorgane unterschiedlich

auf Salinitdt (s. Anhang, Abb. A1.19a).
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Abb. 17. Chloridgehalt bei verschiedenen Salinitdten unter [CO»]3g0.
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Abb. 18. Nitratgehalt bei verschiedenen Salinitdten unter [CO,]350.
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Abb. 19. Phosphatgehalt bei verschiedenen Salinititen unter [CO;]3s.
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3.8 Kohlenstoff-, Stickstoff- und Schwefelgehalt

Der Kohlenstoffgehalt betrug bei den Kontrollensgy in den Blittern und in den Hauptwurzeln
ca. 45% des Trockengewichtes (Abb. 20a). Salinitdt bewirkte einen signifikanten Riickgang
des C-Gehaltes auf 37% in den Blattern und auf ca. 40% in den Hauptwurzeln.

Unter erhohter CO,-Konzentration fiel die C-Abnahme in den Blittern etwas geringer aus
(Abb. 20b). So war dort der Kohlenstoffgehalt in den besalzenen Pflanzen signifikant hoher
als bei [CO3]sso.

Der Stickstoffgehalt war bei den Kontrollensgy in den Bldttern hoher als in den Hauptwurzeln
(Abb. 21a). NaCl-Salinitit reduzierte den N-Gehalt in den Bléttern signifikant um 18%, in
den Hauptwurzeln tendenziell um 11%.

Erhohtes CO, fiihrte in den Blittern der Kontrollen und der besalzenen Pflanzen zu einer sig-
nifikanten N-Abnahme (Abb. 21b). Auch die Hauptwurzeln der Kontrollen, nicht aber dieje-
nigen der Salzvarianten wiesen einen tendenziell geringeren N-Gehalt auf als bei [CO;]350. In
beiden Organen wurde der N-Gehalt bei [CO,]sz9 durch Salinitdt nur sehr geringfiigig und
tendenziell reduziert.

Aus den C- und N-Gehalten ergab sich folgendes C/N-Verhiltnis (Abb. 22a): Bei natiirlich
atmosphirischer CO,-Konzentration lag das C/N-Verhéltnis in der Hauptwurzel mit einem
Wert von 13 hoher als in den Bléttern (ca. 10).

Das C/N-Verhiltnis wurde bei [CO»]sgo durch Salinitit nicht beeinfluflit. Unter erhohtem CO,
dagegen nahm es in beiden Organen tendenziell ab (Abb. 22b). Die Blitter der Kontrollen und
der Salzvarianten wiesen bei [CO;]sy ein signifikant hoheres, die Hauptwurzeln der Kontrol-
len ein tendenziell hoheres C/N-Verhéltnis auf als bei [CO;]3s0.

Salinitit bewirkte eine tendenzielle Abnahme des Schwefelgehalts in den Bléttern der
[CO;]3s0-Varianten (s. Anhang 1, Abb. A1.20). Unter erhohtem CO, wurde der S-Gehalt re-

duziert.
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Abb. 20. Kohlenstoffgehalt der Kontrollen und der 375 NaCl-Varianten. a) [CO;]sz0; b) [COz]s20.
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Abb. 21. Stickstoffgehalt der Kontrollen und der 375 NaCl-Varianten. a) [CO;]3s0; b) [CO2]s20.
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Abb. 22. C/N-Verhiltnis der Kontrollen und der 375 NaCl-Varianten. a) [CO;]s50; b) [CO2]s20.
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3.9 Kohlenhydratgehalt

Loésliche Kohlenhydrate waren bei den Kontrollensgy hauptséchlich in den Wurzeln enthalten
(Hauptwurzel 13 mg, Nebenwurzel 8§ mg Kohlenhydrate/ml), in geringerer Menge in den
Blittern (Abb. 23a).

Salinitdt bewirkte in der Hauptwurzel eine signifikante Zunahme des Gehalts an 16slichen
Kohlenhydraten auf das 1,7fache. In den anderen Organen dagegen nahm die Konzentration
an Kohlenhydraten ab, und zwar signifikant in den Nebenwurzeln sowie in der Tendenz tran-
sient in den Blattern.

Unter erhdhter CO,-Konzentration war eine generelle Entwicklung zu einer gro3eren Menge
an Kohlenhydraten zu verzeichnen (Abb. 23b). Dies war signifikant in den alten Bldttern der
Kontrollen und der 375 NaCl-Varianten, in den juvenilen Blittern der 250- und 375 NaCl-
Varianten sowie in den Nebenwurzeln der 375- und 500 NaCl-Varianten. In den Hauptwur-

zeln gab es einen tendenziellen Anstieg der Kohlenhydrate bei Hochsalz, verglichen mit
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Abb. 23. Gehalt an 16slichen Gesamt-Kohlenhydraten bei verschiedenen Salinitéten.
a) [COx]s50; b) [CO2]s2.
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Von den drei gemessenen Sacchariden (Saccharose, Glucose, Fructose) stellte die Saccharose
im allgemeinen den Hauptanteil, v.a. in den Wurzeln (s. Anhang 1, Abb. A1.21-A1.23). Die
Gehalte aller genannten Kohlenhydrate nahmen insbesondere in den Blittern bei NaCl-

Salinitét ab und unter erhohter CO,-Konzentration zu.

3.10 Aminosiauregehalt

Die Hauptwurzel der Kontrollensgy enthielt deutlich mehr Prolin und andere Aminosduren als
die Blattspreiten (Abb. 24a; Anhang 1, Tab. A1.3).

Unter salinen Bedingungen stieg der Aminosduregehalt in den Bléttern und in der Hauptwur-
zel tendenziell an (s. Anhang 1, Tab. A1.3), was in erster Linie auf Prolin zurlickzufiihren war
(Abb. 24a). Wihrend die Konzentration der meisten Aminosduren in den Blattspreiten salz-
bedingt zuriickging, nahm der Prolingehalt signifikant um das 10fache zu. In der Hauptwurzel
war die Aminosdure-Abnahme weniger ausgeprégt. Prolin erreichte mit einem Wert von ca.
70 umol g TG™ einen deutlich hoheren Wert als in den Blittern.

Erhohte CO,-Konzentration bewirkte im Fall der Kontrollen einen Riickgang fast aller Ami-
nosduren in beiden Pflanzenorganen, einschlieBlich Prolin (Abb. 24b; Anhang 1, Tab. A1.3).
Bei den Salzvarianten dagegen nahm der Gehalt der meisten Aminosduren zu, darunter auch
derjenige von Prolin, welches in den Blittern eine tendenziell deutlich héhere Konzentration

aufwies als bei [CO;]sg0. Der Prolingehalt in der Hauptwurzel dagegen blieb nahezu konstant.

100
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Abb. 24. Prolingehalt der Kontrollen und der 375 NaCl-Varianten. a) [CO;]3s0; b) [COx]s20.
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3.11 Osmotische Bilanz

Die osmotische Bilanz (Abb. 25) zeigt, dall die osmotische Adaptation an Salinitdt bei Aster
tripolium v.a. durch die Akkumulation von Natrium und Chlorid erfolgte. Das osmotische
Potential konnte bei beiden CO,-Varianten in allen Organen der Kontrollen sowie in den
Blattspreiten und —stielen der besalzenen Pflanzen fast vollstindig - zu {iber 90% - durch die
analysierten Substanzen erkldrt werden. Nur in den Nebenwurzeln der Salzvarianten gab es
einen groeren Anteil von unbekannten Substanzen am osmotischen Potential, nimlich 11-
14%. Vermutlich ist dies v.a. darauf zuriickzufiihren, dafl in diesem Pflanzenorgan keine

Aminoséduren mit eingerechnet werden konnten.
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Abb. 25. Osmotische Bilanz bei [CO;]3g0 und [CO,]s,0. @) Kontrolle; b) 500 NaCl. Fiir den Blattstiel
wurden keine Kohlenhydrate eingerechnet, da sie in diesem Organ nicht gemessen wurden. Dasselbe
gilt fiir die Aminosduren im Blattstiel und in den Nebenwurzeln.
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3.12 Gehalt an loslichem Gesamtprotein

Bei den Kontrollensg, enthielten die jungen Blitter und die Hauptwurzeln mit jeweils ca. 0,2
mg/ml PreBsaft die grofte und die Nebenwurzeln (0,12 mg/ml PreBsaft) die geringste Menge
an 16slichem Gesamtprotein (Abb. 26a).

In den Blattspreiten und in den Wurzeln war ein deutlicher EinfluB von Salinitét zu verzeich-
nen: Der Proteingehalt stieg signifikant um den Faktor 2 (in den juvenilen Blattspreiten) bis 3
(in den Hauptwurzeln) an. Bei Hochsalz wiesen die Hauptwurzeln den hochsten Proteingehalt
auf.

Erhohtes CO, beeinfluflite den Proteingehalt positiv (Abb. 26b). Bis auf den Blattstiel reagier-
ten alle Organe der Kontrollen mit einer tendenziellen, die adulten Blattspreiten sogar mit
einer signifikanten Zunahme der Protein-Konzentration. Bei 375 NaClsy war der Proteinge-
halt in allen Organen signifikant hoher als unter [CO;]330, wobei dieser Effekt in der Haupt-

wurzel mit einem Faktor von 1,8 am groBten war.
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Abb. 26. Gehalt an 16slichem Gesamt-Protein bei verschiedenen Salinitdten. a) [CO;]3g0; b) [COx]s00.
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3.13 Analyse des Proteoms

3.13.1 Prozentuale Anteile der ,,spots“ (Proteinflecken) am Gesamtprotein

Da sich die Gele der Sommerkulturen 2002 und 2003 sehr dhnelten, werden in Abb. 27 ex-
emplarisch nur die Gele des Jahres 2002 gezeigt. In Anhang 1 (Abb. A1.24) finden sich die
entsprechenden Gele der Kultur 2003.

In den Gelen wurden je 500 bis 600 ,,spots* quantifiziert. Um die Gele der verschiedenen An-
sdtze miteinander zu vergleichen, wurden sog. Gel-Overlays erstellt, d.h. die ,,Mittelwert-
Gele* der vier Ansdtze wurden mit Hilfe des Auswerteprogramms jeweils paarweise {liberein-
andergelegt, und die Volumenprozente der sich entsprechenden ,,spots* wurden miteinander
verglichen. Abb. 28 zeigt die Overlays, beispielhaft dargestellt fiir die Sommerkultur 2002.
Die beiden Gele eines Overlays sind in verschiedenen Farben (blau bzw. rot) dargestellt, so
daB man aus der Farbe der ,,spots* auf das Verhéltnis der Proteinexpression zwischen den
Gelen schlieen kann. (Leider dominiert die vom Computerprogramm gewahlte blaue Farbe
tiber die rote, so dal3 die roten ,,spots* nur verhéltnismaBig schwach zu erkennen sind.)
Insgesamt gab es groBe Anderungen des Proteommusters: Nur bei 26-33% der ,,spots* hatten
Salinitdt bzw. erhohte CO,-Konzentration keine Auswirkungen auf die Expression (s. Anhang
1, Tab. Al1.4). Daher muflte fiir die genauere Auswertung eine kleinere Anzahl von ,,spots*
eingegrenzt werden. Es wurden all jene ,,spots™ ausgewihlt, deren Expression in beiden Kul-
turen bei NaCl-Salinitdt um mindestens das Doppelte erhoht war, da es sich hierbei vermut-
lich um Proteine handelt, die eine Rolle bei der Adaptation an Salinitit spielen. Bei der Mehr-
zahl dieser ,,spots* wurde die salzinduzierte Expressionserhohung durch erhohte CO,-
Konzentration weiter verstirkt. Bei der Auswahl wurde darauf geachtet, da} in allen Gelen
ohne Ausnahme derselbe Trend vorhanden war.

Die Proteine der ausgewdhlten ,,spots™ 1 bis 9 wiesen unter natiirlich atmosphérischen Bedin-
gungen bei Salinitét eine deutliche, vielfach signifikante Expressionserhdhung um mindestens
100% auf (Abb. 29). Bei den ,,spots* 2 bis 9 war die Proteinexpression der Salzvarianten un-
ter erhohtem CO; hoher als bei [CO;]3s0; bei den ,,spots™ 3 bis 7 war dieser Effekt besonders
deutlich und signifikant. Die ,,spots* 10 und 11 wurden ausgewihlt, da ihre Expression zwar
nicht bei [CO;]3s0, aber bei [CO,]sz0 salzbedingt deutlich anstieg. Bei ,,spot* 10 war der Un-

terschied zwischen den CO,-Ansitzen bei Salinitét signifikant.
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Abb. 27. Gele der Sommerkultur 2002. a) Kontrolle 350; b) 375 NaCl ;50; ¢) Kontrolle sp; d) 375 NaCl
s20- Die roten Pfeile und Zahlen markieren diejenigen Proteine, die zur genaueren Auswertung heran-
gezogen wurden, da ihre Expression bei NaCl-Salinitét verstarkt war (vgl. S. 48).

»R. gr.“ (R. kl.) = grofe (kleine) Untereinheit der Rubisco.

50



7 3 ERGEBNISSE

NaCl-Effekt auf die Proteinexpression
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CO,-Eftekt auf die Proteinexpression
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Abb. 28. Gel-Overlays der Sommerkultur 2002. a) Kontrollesg (blau) gegen 375 NaClsg (rot); b)
Kontrolles,y (blau) gegen 375 NaCls, (rot); ¢) Kontrollesg, (blau) gegen Kontrollesyo (rot); d) 375
NaClsgg (blau) gegen 375 NaClsy, (rot). Die Kreise markieren diejenigen Proteine, die zur genaueren
Auswertung herangezogen wurden, da ihre Expression bei NaCl-Salinitét verstirkt war (vgl. Erkla-
rung im Text, S. 48). O = Expression bei Salinitdt erhoht; O = salzinduzierte Expressionerhhung

durch erhohtes CO, weiter verstirkt.
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Abb. 29. Prozentuale Anteile am Gesamtprotein ausgewdhlter ,,spots* bei den Kontrollen und bei 375
NaCl. a) [COx]350; b) [COx]s20.

3.13.2 Identifizierung ausgewihlter ,,spots*

Anhand von Molekulargewicht (MG) und isoelektrischem Punkt (pI) und auch dank ihrer
groen Menge war die Rubisco mit ihren beiden Untereinheiten als einziges Protein recht
problemlos zu identifizieren. Auf den Gelen fallen zwei auffallig groB3e ,,spots* bei ca. 50 kDa
in einem pH-Bereich von ca. 6 sowie bei ca. 14 kDa in einem pH-Bereich von ca. 7 auf (Abb.
27, 28). Die Datenbanken (Swiss-Prot/TrEMBL-Datenbank; http://www.expasy.org) enthal-
ten keine Daten aus der Gattung Aster, geben aber fiir die groBe bzw. kleine Rubisco-
Untereinheit anderer Pflanzenarten folgende Werte an: MG 52-53 kDa, pl ca. 60,3 (groB3e
Untereinheit) bzw. MG 13-20 kDa, pl recht variabel, aber relativ hdufig zwischen 5,5 und 7,5

(kleine Untereinheit). Aufgrund der Ubereinstimmung zwischen der Datenbank und den expe-
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rimentell ermittelten Werten kann man davon ausgehen, dal3 es sich bei den beiden oben ge-
nannten ,,spots® um die Rubisco handelt. Sie sind in Abb. 27b durch die Kiirzel ,,R. gr.” (gro-
Be Untereinheit) und ,,R. k1. (kleine Untereinheit) markiert.

Der Rubiscoanteil am Gesamtprotein nahm bei NaCl-Salinitét (bei [CO;]3s0) tendenziell von
ca. 16% auf ca. 20% zu (Abb. 30a). Erhohtes CO; hatte keine Auswirkungen auf den Rubis-
cogehalt der Kontrollen (Abb. 30b). Die Salzvarianten jedoch enthielten tendenziell ca. 10%
mehr Rubisco als bei [CO;]sso.

25

20 | a

15

10 A

%-Anteil am Gesamtprotein

Kontrolle 375 NaCl Kontrolle 375 NaCl

Abb. 30. Prozentualer Anteil der Rubisco am Gesamtprotein bei den Kontrollen und bei 375 NacCl.
a) [COx]s50; b) [CO2]s2.

Ansonsten brachte die Suche nach Molekulargewicht (MG) und isoelektrischem Punkt (pI) in
der Swiss-Prot/TrEMBL-Datenbank leider keine eindeutigen Ergebnisse, da die Datenbanken
nur verhdltnismdfig wenige Pflanzen enthalten, bei denen es sich zudem groBtenteils um
Nutzpflanzen und um Arabidopsis handelt. So konnte nicht gezielt nach Proteinen von Aster
tripolium oder der Gattung Aster gesucht werden. Fiir die einzelnen ,,spots lieferten die Da-
tenbanken jeweils eine ldngere Liste von Proteinen, die die angegebenen Kriterien erfiillten.
Tab. 3 enthilt eine Auswahl aus diesen Listen mit Proteinen, die eine relevante Funktion im

Hinblick auf die Adaptation an Salinitét spielen konnten.
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Tab. 3. Identifizierung der ,,spots* 1-11 anhand ihres Molekulargewichtes (MG) und ihres isoelektri-
schen Punktes (pl). Die zweite bzw. dritte Spalte von links geben die experimentell aus den Gelen
ermittelten Daten der Proteine an. Blau und unterstrichen dargestellte Treffer weisen auf Uberschnei-

dungen mit Tab. 4 (MALDI-TOF-MS) hin.

»Spot” MG pl Ausgewiihlte Treffer aus der Swiss- Passende Literaturhinweise
Nr. [kDa] Prot/TrEMBL-Datenbank
(Originalangaben in Englisch)
1 43,05 5,96 . putrescine N-methyltransferase (Spermidin-
+0,79 +0,02 Synthese):
MG=41-45 kDa, pI=5,7-6,1
2 27,33 5,65 . l-ascorbate peroxidase: Ascorbat-Peroxidase: MG=28 kDa, pI=5,8
+1,53 +0,35 MG=27-28 kDa, pI=5,5-5,8 (Salekdeh et al., 2002b;
. stress-related protein: MG=27,5 kDa, pI=5,9 Mansour et al, 2003)
. salt-tolerance protein: MG=27,6 kDa, pI=5.,4
3 24,76 5,48 . osmotin-like precursor OSML15: Dehydrin: MG=25,4 kDa, pI=5,3
+1,31 +0,25 MG=25kDa, pI=5,56 (Renaut et al., 2004)
. glutathione S-transferase: CRT/DRE binding factor:
MG=24-25 kDa, pl=5,2-5,6 MG=23,4 kDa, pI=5,5
—MALDI-Treffer bei .,spot* S (Tab. 3) (Renaut et al., 2004)
e  osmotin-like protein precursor (fragment) GST: MG=25 kDa; pI=5,5
TMP-1 : MG=24,2 kDa, pI=5,66 (Ndimba et al., 2005)
. aquaporin: MG=25 kDa, pI=5,3-5,7
4 23,33 5,77 . superoxide dismutase: nicht identifiziertes Protein:
+1,53 +0,32 MG=22 kDa, pI=5,4-5,8 24,8 kD, saurer pH-Bereich
—MALDI-Treffer bei .,spot* 5 (Tab. 3) (Uno et al., 1996)
. germin-like precursor: Osmotin: MG=25,1 kDa, pI=6,1
MG=21-22,5 kDa, pI=5,2-5,8 (Anzlovar& Dermastia, 2003)
. glutathione S-transferase:
MG=24-25 kDa, pl=5,2-5,6
—MALDI-Treffer bei .,spot*“ S (Tab. 3)
. ATP synthase § subunit precursor:
MG=24-25 kDa, pI=5,3-5,8
5 18,0 5,70 . dehydrin: MG=20,8 kDa, pl=5,4 low M, HSPs: MG=18-19 kDa, pI=5,4
+2,0 +0,26 | e  dessication-related protein PCC27-45: (Dell’ Aquila, 2004)
MG=16,2 kDa, pI=5,9 HSP : MG=18 kDa; pI=5,8
. glutathione peroxidase: MG=18 kDa, pI=5,6 (Hajheidari et al., 2005)
. heat shock proteins (HSP) class I:
MG=17-18 kDa, pl ca. 5,8
. ubiquitin conjugating enzyme:
MG=17 kDa, pI=5,4-5,6
6 17,33 5,37 | e  chaperonin (chloroplast): MG=20 kDa, pI=5,2 low M, HSPs: MG=18-19 kDa, pI=5,4
+2.31 +0,23 | e HSPs: MG=17 kDa, pI=5,2-5,3 (Dell”Aquila, 2004)
. salt protein: MG=15 kDa, pI=5,2
e ubiquitin conjugating enzyme:
MG=17 kDa, pI=5,4-5.,6
7 21,67 5,20 e  germin-like protein subfamily 1 precursor: HSP20 classIII (Chloroplast):
+1,53 +0,26 MG=21,22 kDa, pI=5,2-5,3 MG=22,5 kDa, pI=5,1
e HSP precursor (chloroplast): (Renaut et al., 2004)
MG=21 kDa, pI=5,1 HSP (Mitochondrium):
e  HSP precursor (mitochondrium): MG=22 kDa, pI=4,96
MG=20 kDa, p[=4,9-5,3 (Renaut et al., 2004)
. chlorophyll a-b binding protein:
MG=22-23 kDa, pI=4,9-5,2
8 20,81 4,81 e HSP prescursor (chloroplast): HSP20 classllI (Chloroplast):
+1,39 £0,25 MG=21 kDa, pI=5,1 MG=22,5 kDa, pl=5,1
e HSP precursor (mitochondrium): (Renaut et al., 2004)
MG=20 kDa, pI=4,9-5,3 HSP (Mitochondrium):
MG=22 kDa, pI=4,96
(Renaut et al., 2004)
9 16,56 4,29 keine relevanten Treffer
+1,80 +0,29
10 105,47 5,71 . HSP 101: MG=101 kDa, pI=5,8
+3,65 +0,29 | e  Ca-transporting ATPase 3 (ER-type):
MG=109 kDa, pI=5,8
. P-ATPases: MG=104-105 kDa, pI=5,3-6,0
. PEP carboxylase: MG=109 kDa, pI=5,7-6,0
11 97,27 5,70 e  HSP 101: MG=101 kDa, pI=5,8
+3,05 +0,30
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Da sich anhand des Molekulargewichtes und des isoelektrischen Punktes die Proteine nicht
eindeutig bestimmen liefen, wurden einige der ,,spots* mit MALDI-TOF-MS analysiert. Abb.
31 zeigt die Massenspektren (,,peptide mass fingerprints”) dieser Analyse.
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Abb. 31. ,,Peptide mass fingerprints” der mittels MALDI-TOF-MS analysierten Proteine.
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Aus den oben genannten Griinden lieferten die Datenbanken leider auch fiir die ,,peptide mass
fingerprints” keine eindeutigen Ergebnisse, sondern erneut Listen von moglichen Treffern.
Tab. 4 enthilt wiederum eine Auswahl aus diesen Listen mit Proteinen, die eine relevante

Funktion im Hinblick auf die Adaptation an Salinitit spielen kdnnten.

Tab. 4. Identifizierung der ,,spots* 1-7 anhand ihrer ,,peptide mass fingerprints“ (Originalangaben aus
den Datenbanken in Englisch). Blau und unterstrichen dargestellte Treffer weisen auf Uberschneidun-
gen mit Tab. 3 (Identifizierung anhand MG und pl) hin.

»spot* | Ausgewihlte Treffer aus der Mascot- Ausgewihlte Treffer aus der Swiss-
Datenbank Prot/TrEMBL-Datenbank
1 e HSP90 e phytochrome C
e glutathione peroxidase like protein
e ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
2 |e stress-induced protein e peroxidase 2 fragment
e peroxidase K fragment e embryonic abundant-like protein
e NADH-dehydrogenase subunit F
3 |e rubisco large subunit e phytochrome A
4 e ATP synthase B subunit e ATP synthase 3 chain
e putative peroxidase e disease resistance-like protein
e disease resistance-like protein
5 e superoxide dismutase o glutathione S-transferase
—in Tab. 2 Treffer bei ..spot“ 4 —in Tab. 2 Treffer bei ..spot” 4
e disease resistance protein e superoxide dismutase
—in Tab. 2 Treffer bei .,spot“ 4
e phytochrome A
6 e 18.1 kDa class I HSP e HSP 20 family
e cation/hydrogen exchanger e disease resistance protein
7 e chlorophyll a-b binding protein e chlorophyll a-b binding protein
e rubisco large subunit

Vergleicht man die Trefferlisten fiir Molekulargewicht/isoelektrischer Punkt und fiir die ,,pep-
tide mass fingerprints®, fallen einige Uberschneidungen auf, die die Trefferwahrscheinlichkeit
fiir die entsprechenden Proteine deutlich erhéhen. Eindeutig sind hierbei die Ascorbat-
Peroxidase bei ,,spot* 2, die ATP-Synthase-Untereinheit bei ,,spot* 4, das Hitzeschockprotein
bei ,,spot*“ 6 und das ,,Chlorophyll a-b binding protein‘ bei ,,spot* 7. Hinsichtlich der Super-
oxid-Dismutase (SOD) und der Glutathion-S-Transferase (GST) scheint es auf den ersten
Blick Widerspriiche zu geben, da sie in den beiden Trefferlisten unterschiedlichen ,,spots* (3-
5) zugeordnet sind. Allerdings paf3t die SOD - in Tab. 3 laut Datenbank ,,spot* 4 zugeordnet -
vom theoretischen Molekulargewicht (ca. 22 kDa) und isolektrischen Punkt (5,4-5,8) her fast
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genausogut zu den experimentell ermittelten Daten von ,,spot” 5 (MG=18+2, pI=5,7+0,26),
zumal die Molekulargewichtsbestimmung in 2D-Gelen nicht ganz exakt sein kann und man
das Molekulargewicht aufgrund evtl. auftretender leichter ,,smile-Effekte” eher zu niedrig als
zu hoch bestimmen wird. Die Trefferlisten sprechen auBBerdem dafiir, daB die GST im Laufe
der Versuchsdurchfiihrung vermutlich in verschiedene Fragmente aufgeteilt wurde und diese
in kleinen Anteilen in mehreren ,,spots®, z.B. in den ,,spots* 3, 4 und 5, enthalten waren. Fiir
diese These spricht auch, daB die ,,spots* 3 bis 5 in unmittelbarer Ndhe zu anderen ,,spots
liegen und diese ,,Nachbarspots” nicht in allen Gelen klar voneinander zu trennen waren, so
auch nicht in denjenigen Gelen, aus denen die Proben fiir die MALDI-Analyse entnommen
wurden. So konnten sich leicht 2 verschiedene Proteine vermischen.

Aufgrund der Uberschneidungen zwischen den beiden Trefferlisten und der gerade dargeleg-
ten Uberlegungen lassen sich den ,,spots* 2, 4, 5, 6 und 7 die in Tab. 5 aufgefiihrten Proteine

mit recht hoher Wahrscheinlichkeit zuordnen:

Tab. 5. Wahrscheinliche Zuordnung von Proteinen zu einigen ,,spots* aufgrund von Uberschneidun-
gen der in Tab. 3 und 4 aufgelisteten Treffer.

,»Spot*

MG [kDa]
(aus Gelen
ermittelt)

pl
(aus Gelen
ermittelt)

Proteinzuordnung
(einschlieBlich MG- und pI-Werten aus der Swiss-
Prot/TrEMBL-Datenbank)

27,33+1,53

5,65+0,35

Ascorbat-Peroxidase:
MG=27-28 kDa; pI=5,5-5,8

23,33+£1,53

5,77+0,32

ATPase p-Untereinheit:
MG=24-25 kDa; pI=5,3-5,7

vermutlich gemischt mit wenig Glutathion-S-
Transferase-Fragment (diese vermutlich fragmentiert
und auch in anderen ,,spots* zu finden, z.B. 3 und 5):
MG=24-25 kDa; pl=5,2-5,6

18,0+2,0

5,70+0,26

Superoxid-Dismutase:
MG=ca. 22 kDa; pI=5,4-5,8

vermutlich gemischt mit wenig Glutathion-S-
Transferase-Fragment (diese vermutlich fragmentiert
und auch in anderen ,,spots zu finden, z.B. 4 und 5):
MG=24-25 kDa; pI=5,2-5,6

17,33+2,31

5,37+0,23

Hitzeschock-Protein (HSP 20-Familie, Klasse I):
MG=17-20 kDa; pI=5,2-5,3

21,67+1,53

5,20+0,26

»Chlorophyll a-b binding protein”:
MG=22-23 kDa; pl=4,9-5,2
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3.14 Bestimmung der Aktivitit von Enzyvmen, die eine salzbedingt erhohte Ex-

pression aufweisen

3.14.1 Aktivititen antioxidativer Enzyme

3.14.1.1 Superoxid-Dismutase (SOD)

Bezogen auf mg Gesamtprotein bewirkte Salinitdt unter natiirlich atmosphérischer CO,-
Konzentration einen leichten, tendenziellen Anstieg der SOD-Aktivitit (Abb. 32a). Erhohtes
CO; hatte keinen signifikanten EinfluBl auf die SOD-Aktivitit der Kontrollen (Abb. 32b). Die
Aktivitdt der Salzvarianten dagegen war unter [CO;]sz¢ signifikant hoher (Faktor 1,6) als bei
[COz]350 und signifikant doppelt so hoch wie bei den Kontrollensy.

Die spezifische Aktivitdt, d.h. die Aktivitdt bezogen auf die SOD- Menge, wurde durch Sali-
nitdt um ca. 90% reduziert (Abb. 32¢). Erhohtes CO; hatte keinen signifikanten Einfluf} auf
die spezifische Aktivitdt (Abb. 32d).

3.14.1.2 Ascorbat-Peroxidase (APO)

Die APO-Aktivitdt war von der Groflenordnung her deutlich geringer als die SOD-Aktivitét.
Bezogen auf mg Gesamtprotein zeigte sie ebenfalls einen leichten, tendenziellen Anstieg un-
ter NaCl-Salinitdt (Abb. 33a). Erhohte CO,-Konzentration beeinflute nur die Aktivitit der
Salzvarianten (Abb. 33b). Diese nahm, verglichen mit [CO;]3s0, signifikant um das 1,7fache
zu und war ungefahr doppelt so hoch wie bei den Kontrollensy.

Die spezifische Aktivitit ging bei [CO;]3s0 salzbedingt signifikant um ca. 50% zuriick (Abb.
33c). Erhohtes CO, bewirkte bei Salinitdt eine signifikante Steigerung der Aktivitit (Abb.
33d).

3.14.1.3 Glutathion-S-Transferase (GST)
Die GST-Aktivitét dhnelte von der Grofenordnung her der APO-Aktivitét. Salinitdt bewirkte
unter natiirlich atmosphérischer CO,-Konzentration keine Verdnderung der GST-Aktivitit

(Abb. 34a). Erhohtes CO; hatte keinen signifikanten Einflul auf die Aktivitdt der Kontrollen
(Abb. 34b). Die Aktivitit der Salzvarianten dagegen war bei [CO,]syo signifikant hoher als bei
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[CO;]380 und nahm, verglichen mit den Kontrollens,y, signifikant um mehr als das Doppelte
Zu.
Die spezifische Aktivitit der GST konnte nicht berechnet werden, da dieses Enzym vermut-

lich fragmentiert und auf mehrere ,,spots verteilt war (s. Kap. 3.13.2).

Die Ergebnisse zeigen, daf} alle gemessenen Enzyme in dhnlicher Weise auf Salinitdt und
erhdhtes CO, reagierten, was auch in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Proteom-

Analyse steht.
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Abb. 32. Superoxid-Dismutase-Aktivitdt der Kontrollen und der 375 NaCl-Varianten.
a), b) Aktivitdt/mg Gesamtprotein; ¢), d) spezifische Aktivitét; a), ¢) [CO,]3s0; b), d) [CO2]s20.
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Abb. 33. Ascorbat-Peroxidase-Aktivitidt der Kontrollen und der 375 NaCl-Varianten.
a), b) Aktivitdt/mg Gesamtprotein; c), d) spezifische Aktivitit; a), ¢) [CO;]ss0; b), d) [CO3]s20.
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Abb. 34. Glutathion-S-Transferase-Aktivitdt/mg Gesamtprotein der Kontrollen und der 375 NaCl-

Varianten. a) [CO;]zs0; b) [COx]s2.
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3.14.2 Aktivititen von P-ATPase, V-ATPase und F-ATPase

Grundsitzlich gab es keine Unterschiede in den Aktivitidten der drei ATPasen (Abb. 35).
Salinitit bewirkte einen signifikanten Anstieg der ATPase-Aktivitdt um ca. 20% (Abb. 35a).
Erhohtes CO, hatte keinen Einflul auf die ATPase-Aktivititen der Kontrollen (Abb. 35b).
Unter NaCl-Salinitidt dagegen war die Aktivitdt signifikant um knapp 40% hoher als bei

[COz]350 und steigerte sich gegeniiber der Kontrollesyo um das 1,6fache.
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Abb. 35. P-ATPase-, F-ATPase- und V-ATPase-Aktivitdten der Kontrollen und der 375 NaCl-
Varianten. a) [C02]3g(); b) [C02]520.
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3.15 Strukturanalytik

3.15.1 Blattanatomie

In diesem Kapitel werden die Daten der Sommerkulturen dargestellt. Bei den Winterkulturen
gab es vergleichbare salzbedingte Trends, die Blatter waren aber insgesamt etwas dinner und
reicher an Interzellularen (s. Anhang 2, Abb. A2.19-A2.21).

Kontrollen

Es handelte sich um bifaciale Flachblatter mit einem adaxialen, einschichtigen, z.T. auch
zweischichtigen Palisadenparenchym (PP) und einem abaxialen Schwammparenchym (SP)
(Abb. 36a). Das Palisadenparenchym wies verhaltnismaRig viele Interzellularradume auf. Eini-
ge Blatter besallen zwischen Palisaden- und Schwammparenchym auf der Hohe der Leitbin-
del ein zentral gelegenes Gewebe, das besonders wenige Interzellularen aufwies, dessen Zel-
len Chloroplasten enthielten und von der Form her weitgehend dem Schwammparenchym
entsprachen. Dieses Gewebe konnte weder dem Palisaden- noch dem Schwammparenchym
eindeutig zugeordnet werden und wird von nun an als zentrales Parenchym (zP) bezeichnet
(Abb. 37a).

Die amphistomatischen Bléatter wiesen Stomata vom Helleborus-Typ auf (Abb. 46; s. auch
Anhang 1, Abb. A1.25). Bei den Leitblindeln handelte es sich um den fiir Dicotyledonen typi-
schen offen kollateralen Typ (s. Anhang 1, Abb. A1.26).

Salzvarianten

Die vertikale Ausdehnung der Blatter im Querschnitt nahm mit steigender Salinitét signifikant
zu; z.T. waren die Bléatter der Hochsalzvarianten doppelt so dick wie die der Kontrollen (Abb.
36, 38a). Dies war v.a. auf Anderungen im Mesophyll zuriickzufiihren: Das Palisadenparen-
chym wurde zwei- bis dreischichtig, und das zentrale Parenchym war in der Mehrzahl der
Blatter und z.T. in gréRerem Umfang entwickelt. Die vertikale Ausdehnung der Zellen in al-
len drei Parenchymgeweben nahm signifikant zu; besonders ausgeprégt war dieser Effekt im
Palisadenparenchym, wo manche Zellen die doppelte Lange erreichten wie die der Kontrollen
(Abb. 39a). Somit stieg auch die Dicke des Palisadenparenchyms sowie des zentralen Paren-

chyms/Schwammparenchyms bei NaCl-Salinitat signifikant an. Da das zentrale Parenchym in
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den verschiedenen Blattern sehr unterschiedlich entwickelt war, wurde es in Abb. 38 mit dem
Schwammparenchym zusammengefal3t. Die Dicke der Epidermis dnderte sich nicht signifi-
kant, sie nahm aber bei Hochsalz tendenziell um 20-30% zu. Die Zellen des Palisadenparen-
chyms und des zentralen Parenchyms waren unter salinen Bedingungen auch in horizontaler
Richtung signifikant starker ausgedehnt (Abb. 39c), jedoch in deutlich geringerem Malie als
in vertikaler Richtung. Parallel mit zunehmender Blattdicke und ZellgréRe verringerte sich
der Interzellularenanteil in allen drei Mesophyllgeweben signifikant, wobei die Reduktion im
Palisadenparenchym und im zentralen Parenchym mit ca. 60% deutlich hoher ausfiel als im
Schwammparenchym (34%) (Abb. 40a).

In den Leitbundeln wiesen die Tracheen des Metaxylems einen tendenziell groReren Durch-

messer auf als diejenigen der Kontrollen (s. Anhang, Abb. A1.27).

Erhohte atmospharische CO,-Konzentration hatte nur wenige, im Querschnittsbild kaum auf-
fallende Effekte auf die Blattanatomie. Daher wird in den Abb. 36 und 37 nicht zwischen den
beiden CO,-Varianten unterschieden. Einen signifikanten Effekt hatte erhdhtes CO, auf die
untere Epidermis, deren Dicke bei den Kontrollen signifikant zunahm (Abb. 38b). Auch wa-
ren die Mesophyllzellen bei [CO2]sz0 Vielfach groRer als bei [CO]sso: Die vertikale Zellaus-
dehnung war bei den Kontrollensyo und den Salzvariantensyo in allen Mesophyllgeweben sig-
nifikant hoher als unter natiirlich atmospharischer CO,-Konzentration (einzige Ausnahme:
zentrales Parenchym der Kontrolle), ebenso die horizontale Zellausdehnung der Kontrollens,g
(Abb. 39b, d). Dies hatte jedoch nur bei den Kontrollensy, einen leichten, tendenziellen
EinfluR auf die Dicke des Palisadenparenchyms und damit auf die Gesamtdicke der Blatter
(Abb. 38b).

Innerhalb der Leitblindel wiesen die Gefélie unter erhéhtem CO, tendenziell einen grolieren
Durchmesser auf als unter natirlich atmospharischer CO,-Konzentration (s. Anhang 1, Abb.
Al1.27D).
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Abb. 36. Blattquerschnitte bei verschiedenen Salinitaten ohne zentrales Parenchym (LM-Aufnahmen).
a) Kontrolle; b) 250 NaCl; ¢) 375 NaCl. oE = obere Epidermis; PP = Palisadenparenchym;
SP = Schwammparenchym; uE = untere Epidermis; LB = Leitbiindel.

Abb. 37. Blattquerschnitte mit zentralem Parenchym (LM-Aufnahmen). a) Kontrolle; b) 375 NaCl-
Variante mit extrem stark ausgebildetem zentralem Parenchym. oE = obere Epidermis;
PP = Palisadenparenchym; zP = zentrales Parenchym; SP = Schwammparenchym;
UE = untere Epidermis; LB = Leitblindel; S = Stoma.
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Abb. 38. Vertikale Ausdehnung der einzelnen Blattgewebe und des gesamten Blattes im Querschnitt
bei den Kontrollen und bei 375 NaCl. a) [CO,]sg0; b) [CO,]s20. OE = obere Epidermis; PP = Palisaden-
parenchym; zP = zentrales Parenchym; SP = Schwammparenchym; uE = untere Epidermis.
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Abb. 39. Zellausdehnung bei den Kontrollen und bei 375 NacCl. a), b) vertikale Ausdehnung; c), d)
horizontale Ausdehnung; a), ¢) [CO,]sg0; b), d) [CO,]s20. PP = Palisadenparenchym;
zP = zentrales Parenchym; SP = Schwammparenchym.
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Abb. 40. Prozentualer Interzellularenanteil pro Flache bei den Kontrollen und bei 375 NaCl.
a) [CO2]ss0; b) [CO,]s20. PP = Palisadenparenchym; zP = mittleres Parenchym;
SP = Schwammparenchym.

3.15.2 ,,Leaf Mass to Area Ratio” (LMA)

Unter natlrlich atmospharischer CO,-Konzentration war die ,,leaf mass to area ratio” bei den
adulten Blattern hoher als bei den juvenilen (Abb. 41a). Zunehmende Salinitat hatte einen
kontinuierlichen, signifikanten Anstieg der LMA um 55% bei den adulten Blattern und um
93% bei den juvenilen Blattern zur Folge. Bis auf das juvenile Blatt bei 250 NaClsyo (signifi-
kant hthere LMA) gab es keinen signifikanten EinfluR von erhéhtem CO; auf die LMA (Abb.
41b).
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Abb. 41. ,Leaf mass to area ratio” bei verschiedenen Salinitaten. a) [CO,]sgo; b) [CO2]sz0.
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3.15.3 Ultrastruktur der Blatter

Zur Untersuchung im Transmissionselektronenmikroskop dienten nur Proben der Sommerkul-
turen. Ausgehend von den lichtmikroskopisch beobachteten Veranderungen wurden Zellen
des Palisaden- und Schwammparenchyms, aber auch der Epidermis, untersucht. Auf die Dar-
stellung des Schwammparenchyms wird hier verzichtet, da es unabhéngig von den Kulturbe-
dingungen keine signifikanten Unterschiede in der Ultrastruktur zwischen Palisaden- und

Schwammparenchymzellen gab.

Obere Epidermis

Die Epidermiszellen der Kontrollensgy waren generell durch eine groRe Zentralvakuole ohne
erkennbare Einschliisse oder kristalline Strukturen gekennzeichnet (Abb. 42). Im Cytoplasma
waren bis auf gelegentlich angeschnittene Zellkerne nur sehr wenige Zellorganellen zu finden.
Abb. 42 zeigt exemplarisch nur eine Epidermiszelle der [CO,]sg0-Variante, da sich die Zellen
der verschiedenen Salz- und CO,-Ansatze nur hinsichtlich der duBeren Zellwande und der
Cuticula voneinander unterschieden (s.u.), was auf den Ubersichtsaufnahmen jedoch kaum
erkennbar ist.

Die aulere Zellwand war mit ca. 1,6 um Durchmesser sehr viel dicker als die inneren und die
radialen Wande (Abb. 42). Die Wandstruktur lieR eine Langsstreifung durch parallel angeord-
nete Mikrofibrillen erkennen (Abb.44). Die Elektronendichte der AuRenwand war sowohl bei
Salinitét als auch unter erhdhter CO,-Konzentration erhéht und nahm generell von innen nach
auflen zu. Der letztgenannte Effekt wurde sowohl durch Salinitdt als auch durch Hochsalz
verstérkt; bei den Salzvarianten unter erhéhtem CO; erschien die Zellwand zweischichtig: Sie
lieR eine innere dinne und helle sowie eine &ulere dickere und dunkle Schicht erkennen.
Auch die Dicke der &ufReren Epidermiswand wurde deutlich durch NaCl-Salinitat und CO,
beeinflult (Abb. 43, 44): Die Wand wurde bei Salinitat tendenziell dicker (Faktor 1,4 bei
[CO2]ss0). Erhdhtes CO, bewirkte bei den Kontrollen eine tendenzielle und bei den Salzvari-
anten eine signifikante Zunahme der Wanddicke gegenuber [CO;]ss0. Unter erhdhter CO,-
Konzentration war die Wand bei Hochsalz sogar doppelt so dick wie die der Kontrolle, was
einen signifikanten Unterschied bedeutet.

Die Dicke der Cuticula erhthte sich bei Salinitat signifikant (Abb. 43, 44). Erhohtes CO,
flihrte bei den besalzenen Pflanzen zu einer signifikanten Zunahme der Cuticuladicke um fast
100% gegeniiber [CO3]3s0.
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Abb. 42. Zelle der oberen Epidermis einer Kontrollvariante bei [CO,]s30 (TEM-Aufnahme).

V = Vakuole; Zw = Zellwand; Zk = Zellkern; Cp = Cytoplasma; | = Interzellularraum.
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Abb. 43. Dicke der oberen Epidermisaulenwand und der oberen Cuticula bei den Kontrollen und bei
375 NaCl. a) [C02]380; b) [COZ]SZO-
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Abb. 44. AuRere Zellwand der oberen Epidermis mit Cuticula (TEM-Aufnahmen).

a) Kontrollesgy; b) 375 NaClsgg; ¢) Kontrollesy; d) 375 NaCls,g. Zw = Zellwand; C = Cuticula;
Cp = Cytoplasma; M = Mitochondrium; P = Plastid; V = Vakuole; L = Laminarleiste.
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Auch die Oberflachenstruktur der oberen Epidermis wurde durch Salinitat beeinflut (Abb.
45): Die Epidermiszellen der Kontrollensgy hatten puzzleteildahnliche Umrisse und waren tur-
gorbedingt kissenartig nach aufien gewdlbt. Auf einigen Zellen, v.a. auf solchen, die an die
Stomata angrenzen, befanden sich schmale, meist parallel zur Langsachse der Zellen verlau-
fende Laminarleisten (Abb. 45a). Bei Hochsalz wiesen die Umrisse der Epidermiszellen we-
niger Ausbuchtungen auf; die Zellen erschienen aullerdem weniger turgeszent und waren we-
niger stark nach auRen gewdlbt (Abb. 45b). Auf fast allen Zellen fanden sich Laminarleisten,
die jedoch breiter und flacher und damit weniger klar gegeneinander und gegen die (brige
Zelloberflache abgegrenzt waren. Sehr selten traten Haare in der Epidermis auf (s. Anhang,
Abb. A1.28).

Erhohtes CO; hatte keinen EinfluB auf die Oberflachenstruktur der Epidermis.

y _.._._._.._ "[D|:| I_m-;_.:.

Abb. 45. Obere Epidermis (REM-Aufnahmen). a) Kontrolle; b) 375 NaCl. S = Stoma;
die Pfeile zeigen auf Laminarleisten.
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Palisadenparenchym

Wie die Epidermiszellen waren auch die Palisadenparenchymzellen der Kontrollensgy generell
durch eine grof3e Zentralvakuole ohne erkennbare Einschliisse oder kristalline Strukturen ge-
kennzeichnet (Abb. 46a). Das Cytoplasma schlof3 zahlreiche Zellorganellen ein.

Die Anzahl der Chloroplasten, Mitochondrien und Vesikel pro Flache im Palisadenparen-
chym wurde durch Salinitdat und CO, folgendermalRen beeinfluit: NaCl-Salinitat bewirkte
eine signifikante Abnahme der Chloroplastenzahl auf ca. die Halfte, wéhrend die Zahl der
Mitochondrien und Vesikel signifikant um ca. 50% bzw. 150% zunahm (Abb. 49a). Dies
spiegelt z.T. auch Abb. 47b wider: Bei Hochsalz gab es auffallend viele Bereiche im Cy-
toplasma, wo sich keine Chloroplasten befanden (s. auch Pfeil, Abb. 46b). Daflr gab es in
diesen Bereichen hdufig groBe Mengen von Vesikeln, die z.T. mit dem Plasmalemma ver-
schmolzen waren.

Unter erhohter CO,-Konzentration war die Anzahl der Chloroplasten sowohl bei den Kontrol-
len als auch bei den besalzenen Pflanzen signifikant geringer als unter naturlich atmosphari-
schen Bedingungen (Abb. 49b). Dagegen nahm die Mitochondrienzahl bei den Kontrollensyg
signifikant zu und erreichte einen ahnlichen Wert wie bei den Salzvariantensg,. Bei Hochsalz
dagegen zeigte sie unter [CO,]s20 keine Veranderung. Die Anzahl der Vesikel war unter er-
héhtem CO; bei den Salzvarianten signifikant niedriger als unter [CO2]3so.

Die Struktur der Mitochondrien, welche die charakteristische Doppelmembran erkennen lie-
Ren, wurde durch Salinitat nicht beeinflul3t (Abb. 48); jedoch war die Elektronen- bzw. Prote-
indichte in den Membranen unter Hochsalz erhoht. Die Ultrastruktur der Mitochondrien wur-
de durch erhohtes CO, nicht beeinflufit.

Die Zellwénde von Kontrollen und Salzvarianten bildeten an manchen Stellen kleine Protube-
ranzen nach innen (s. Anhang 1, Abb. A1.29).
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Abb. 46. Zellen des Palisadenparenchyms (TEM-Aufnahmen). a) Kontrollesgg; b) 375 NaClsg; €)
Kontrollesy; d) 375 NaClsy. V = Vakoule; Ch = Chloroplast; Zk = Zellkern. Die Pfeile in Abb. 47b
zeigen auf Cytoplasmabereiche ohne Chloroplasten. Die bauchige Zellform in Abb. 47¢ ist nicht gene-
rell charakteristisch fiir diesen Ansatz. Dieses Foto wurde ausgewahlt, da es besonders gut die typische
Chloroplastenform (einschlieRlich der zahlreichen grofRen Starkekdrner) der Kontrollensy, zeigt.
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Abb. 47. Vesikel im Palisadenparenchym (TEM-Aufnahmen). a) Kontrolle; nur vereinzelte Vesikel zu
finden. Bei dem hier dargestellten Vesikel konnte es sich méglicherweise um ein Peroxisom handeln,
da es sich in Nachbarschaft zu einem Chloroplasten und Mitochondrien befindet (Hinweis auf Photo-

respiration). b) 375 NaCl; zahlreiche Vesikel zu finden. Vs = Vesikel; Zw = Zellwand;
Cp = Cytoplasma; Ch = Chloroplast; M = Mitochondrium.

Abb. 48. Mitochondrien (TEM-Aufnahmen). a) Kontrolle; b) 375 NaCl.
Cr = Cristae; Ch = Chloroplast.
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Abb. 49. Anzahl verschiedener Zellorganellen pro Flache bei den Kontrollen und bei 375 NaCl.
a) [CO2]ss0; b) [CO,]520. Chloros=Chloroplasten; Mitos=Mitochondrien.

Chloroplasten

Die Chloroplasten der Kontrollensgy waren mehr oder weniger oval geformt und enthielten
verhaltnismaRig wenige und kleine Starkekdrner (Abb. 46, 50). Bei den Salzvarianten dage-
gen war deutlich mehr Starke vorhanden.

Unter erhdhtem CO; enthielten die Kontrollen sehr viele und groRe Starkekdrner, die oft den
GroRteil des Plastids einnahmen. In den Salzvarianten fand sich weniger Starke als in den
Kontrollen. Extrem starkehaltige Chloroplasten veranderten aufgrund der Stérkekorner ihre

Form: Sie waren runder oder wiesen seitliche Ausbuchtungen auf.

Die Thylakoidmembranen der Kontrollensg, waren deutlich in parallel angeordnete Grana-
stapel und in - die Granathylakoide verbindende - Stromathylakoide differenziert (Abb. 51).
Bei NaCl-Salinitat wiesen die Chloroplasten teilweise eine Sichelform auf (Abb. 50b, Pfeil),
und es kam zu Aufbldhungen der Thylakoidmembranen. Die Thylakoidzwischenrdume er-
schienen gequollen und weniger elektronendicht, und es entstanden wellige Thylakoidberei-
che. Insbesondere die Anzahl der Granastapel nahm durch Salinitéat deutlich ab. Im Extremfall
wiesen die Chloroplasten mehrfache Deformationen auf und zeigten das Gesamtbild offenbar
funktionsunttichtiger Plastiden. Die Abb. 52a-d zeigen eine Reihe von Chloroplasten mit fort-

schreitender Schadigung des Membransystems.
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Zwischen den CO,-Ansatzen gab es keine grundsétzlichen Unterschiede in der Chlo-

roplastenstruktur. In den Salzvariantensyo fand sich allerdings ein gréRerer Anteil fast intakter

Chloroplasten mit nur geringen Aufblahungen der Thylakoidmembranen (Abb. 53).

2 3 g . L 2pm N

Abb. 50. Chloroplasten im Palisadenparenchym (TEM-Aufnahmen). a) Kontrollesgy; b) 375 NaClzg;
c) Kontrolles,g; d) 375 NaClsy. Ch = Chloroplast; Sk = Starkekorn; Zk = Zellkern;
M = Mitochondrium; Cp = Cytoplasma. Der Pfeil zeigt auf sichelférmigen Chloroplasten.
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Abb. 51. Chloroplasten der Kontrollen (TEM-Aufnahmen). a) Ubersicht tiber die Thylakoidmembra-
nen; b) Granathylakoide bei héherer Vergrofierung. Gt = Granathylakoide; St = Stromathylakoide;
Sk = Stérkekorn; Pg = Plastoglobulus.
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Abb. 52. Chloroplasten der Salzvarianten (TEM-Aufnahmen). Von a) nach ¢) zunehmende Schédi-
gung des Membransystems; d) aufgeblahte Membranen bei hdherer VergréRerung. Gt = Granathyla-
koide; St = Stromathylakoide; Ab = Aufbldhungen der Thylakoidmembranen; Sk = Starkekorn.
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Abb. 53. Wenig geschadigter Chloroplast bei 375 NaCl unter erhdhtem CO, (TEM-Aufnahme). Es

sind Bereiche mit noch fast intakten Thylakoidmembranen vorhanden. Gt = Granathylakoide;
St = Stromathylakoide; Sk = Starkekorn; Pg = Plastoglobulus.

Leitblindel

Die Ultrastruktur der Leitblindel wurde durch Salinitdt und erhdhtes CO, nicht wesentlich
beeinfluRt und wird daher nicht im Detail dargestellt. Die einzige auffallige Anderung bei
NaCl-Salinitat war eine zunehmende Vesikelbildung in den Siebréhren des Phloems (Abb.
54).

In den Leitbindeln beider CO,-Varianten fiel zudem eine generelle Besonderheit auf: Im
Phloem fanden sich sowohl bei den Kontrollen als auch bei den besalzenen Pflanzen zahlrei-
che Transferzellen mit Zellwandprotuberanzen (Abb. 55). Juvenile Transferzellen waren nicht
vakuolisiert und enthielten haufig Proplastiden (Abb. 55a). Im ausdifferenzierten Zustand trat
eine Vakuolisierung ein (Abb. 55b). AuBerdem waren in einigen dieser Zellen ausdifferen-
zierte Plastiden vorhanden, die z.T. Starkekorner enthielten. Generell wiesen die Transferzel-
len eine groRe Anzahl von Mitochondrien auf. Die Transferzellen der Kontrollen und der be-

salzenen Pflanzen unterschieden sich nicht wesentlich voneinander.
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Abb. 54. Ausschnitt aus dem Phloembereich eines Leitblindels (TEM-Aufnahmen).
a) Kontrolle; b) 375 NaCl. Trz = Transferzelle; Sr = Siebrthre; Gz = Geleitzelle.
Die Pfeile zeigen auf die bei Salinitat vermehrt vorhandenen Vesikel.

: o \
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Abb. 55. Transferzellen der Kontrollen (TEM-Aufnahmen). a) junge Zelle mit Proplastiden (Pfeile);
b) weiter ausdifferenzierte Zelle mit starkehaltigen Chloroplasten (Pfeile).

o
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Wihrend der ersten Stunden oder Tage nach dem Einsetzen von Salzstre3 wirken laut Munns
(1993; 2002a) in erster Linie osmotische Effekte auf die Pflanze. Hinsichtlich dieses wachs-
tumsbegrenzenden Faktors lassen die Ergebnisse der vorliegenden Studie folgende Schluf3fol-
gerungen zu: Erwartungsgemif (s. Kap. 1) und in Ubereinstimmung mit anderen Halophyten
(Ben Amor et al., 2005; Debez et al., 2006; Koyro et al., 2006) nahmen das Wasserpotential
der Blétter und das osmotische Potential in allen Organen von Aster tripolium mit zunehmen-
dem Salzgehalt kontinuierlich ab (Kap. 3.2, 3.5). Die Tatsache, dafl das Blatt-Wasserpotential
bei allen Salinititsstufen deutlich niedrigere Werte annahm als dasjenige des AuBBenmediums,
spricht dafiir, dal die osmotische Adaptation ausreichend war, um auch bei Hochsalz genii-
gend Wasser aufzunehmen und eine positive Wasserbilanz aufrechtzuerhalten. Allerdings ist
nicht auszuschlieBen, daB z.B. hohe Transportwiderstinde den Wassertransport durch die
Pflanze erschweren und die extreme Absenkung des Wasserpotentials bei Hochsalz ein An-
zeichen fir Dehydrierung darstellt, wofiir auch die Abnahme des Blattgewebe-Turgors der
Hochsalzvarianten spricht (s. Kap. 3.15.3, Abb. 45). Um weitergehende Informationen zum
Wasserhaushalt zu erhalten, sollte auch das Wasserpotential der anderen Pflanzenorgane be-
stimmt werden; so kdnnte man {iberpriifen, ob ein kontinuierlicher Wassertransport durch die
Pflanze gewahrleistet ist. Zudem wéren Einzelzelluntersuchungen zu Turgor, Elastizititsmo-
dul oder hydraulischer Leitfihigkeit in allen Organen wiinschenswert. In Ubereinstimmung
mit Literaturangaben (Shennan et al., 1987b; Huiskes, 1994, 1996a; Matsumura et al. , 1998a;
Ueda et al., 2003) erfolgte die osmotische Adaptation in erster Linie durch die Akkumulation
von Na" und CI (Kap. 3.11). Dies bestitigt, daB es sich bei der Strandaster - bezogen auf die
Gesamtpflanze — um einen Inkluder handelt, bei dem die NaCl-Anreicherung Wasser- und
Nahrstoffversorgung und somit Turgorerhalt und Wachstum sicherstellt (Ben Amor et al.,
2005; Rodriguez et al., 2005). Durch diese Strategie spart A. tripolium, verglichen mit Exklu-
dern, wertvolle Energie, denn bei der Synthese kompatibler Substanzen und der aktiven Auf-
nahme von Néhrsalzen (Exkluder-Mechanismen zur osmotischen Adaptation) handelt es sich
um energicaufwendige Prozesse, die das Wachstum oder energieabhéngige Adaptationsme-
chanismen begrenzen (Marschner, 1995; Marcum, 2006). Die strikte Einteilung von Halophy-
ten in Inkluder und Exkluder ist jedoch umstritten (Marschner, 1995). Auch die eigenen Ver-
suchsergebnisse zum Mineralstoffthaushalt (Kap. 3.6, 3.7) verdeutlichen, daB3 eine solche Zu-
ordnung nur eine begrenzte Aussagekraft hat, denn z.B. waren die Na'- und CI'-Ionen inner-

halb der Pflanze unterschiedlich verteilt. Verdnderungen der fiir Salzausschluf3 und Salztole-
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ranz bedeutsamen K/Na-Selektivitidt (Adams et al., 2005; Ben Amor et al., 2005; Peng et al.,
2004, in Gulzar & Khan, 2006) bewirken eine interzelluldre Kompartimentierung von NaCl
zwischen den Organen von A. tripolium, also einen selektiven Langstreckentransport (s.u.)
von Ionen. In Ubereinstimmung mit vorherigen Untersuchungen zur Strandaster (Matsumura
et al., 1998a; Shennan, 1987) und mit anderen Halophyten (Ben Amor et al., 2005; Sibole et
al., 2005; Ashraf et al., 2006; Liu et al, 2006), insbesondere solchen mit Salzdriisen oder mit
Salzexkretion durch Blattabwurf (zu letzteren gehort Aster tripolium) (Wu et al., 1998, in
Koyro, 2000a), stellt die Hauptwurzel das Organ mit der geringsten NaCl-Akkumulation dar.
Dies kommt vermutlich zustande durch die erh6hte K/Na-Selektivitdt der Nebenwurzeln,
welche den priméren Ort des Salzausschlusses darstellen und als ,,Salzfilter* dienen. Die
Blattstiele stellen mit einer Abnahme der K/Na-Selektivitét - bei einer gleichzeitigen Selekti-
vitdtszunahme in den Blattspreiten - einen zweiten ,,Filter bzw. einen ,,Salzspeicher dar, der
eine iibermifBige Salzakkumulation in den photosynthetisch aktiven Blattspreiten verhindert.
Diese ,,Vorfilter sind im Pflanzenreich weit verbreitet und schiitzen empfindliche Gewebe
vor lonentoxizitdt (Netondo et al., 2004a; Sibole et al, 2005). Zur Vermeidung einer libermé-
Bigen Salzakkumulation dient auch - wie bei anderen Halophyten des Rosettentyps (Kurban et
al., 1999) - eine NaCl-Translokation in dltere Blatter, denn diese zeigten dullere Anzeichen
von Natrium- und/oder Chloridtoxizitit und starben schlielich ab (Kap. 3.1.1, vgl. auch Kap.
1).

Bei der Strandaster waren auch Anzeichen von lonenungleichgewicht zu verzeichnen, denn es
kam unter salinen Bedingungen zu kontinuierlichen oder transienten Abnahmen verschiede-
ner essentieller Nihrelemente (Kap. 3.6-3.8). Die Daten zeigen in Ubereinstimmung mit an-
deren Studien zu A. tripolium (Shennan et al., 1987b; Ueda et al., 2003) und zu anderen Arten
(Bajji et al., 1998; Khan et al., 2000a; Harrouni et al., 2003; Ben Amor et al., 2005; Ashraf et
al., 2006; Liu et al., 2006), daB das als Vorratsspeicher dienende Uberwinterungsorgan Haupt-
wurzel wirksamer vor Ionenungleichgewicht (wie auch vor Ionentoxizitéit, vgl. diese Seite
oben) geschiitzt wird als die Blétter. Dies gilt v.a. fiir Kalium, dessen Gehalt in der Haupt-
wurzel — im Gegensatz zu den Blittern - aufgrund der bereits diskutierten Selektivitdtsdnde-
rungen nahezu unverdndert blieb. Ein Mineralstoffmangel konnte bei A. tripolium daher ins-
besondere in den Blittern auftreten, wofiir es folgende Anzeichen gibt: Der Riickgang der
spezifischen Aktivititen von SOD, APO und GST (s.u.) konnte auf den reduzierten Kalium-
gehalt zurilickzufiihren sein, denn Kalium spielt eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung des
cytoplasmatischen pH-Wertes im Bereich von 7-8, wo viele Enzyme ihr Aktivitidtsoptimum

aufweisen (Koyro, 2000a), und als Cofaktor von Enzymen, z.B. der APO (Tester & Daven-

83



4 DISKUSSION

port, 2003, Expert Protein Analysis System, o0.J.a). Die Reduktion der Photosynthese und der
geringere Chlorophyllgehalt dagegen konnten mit der Magnesiumabnahme inVerbindung
stehen, da Magnesium ein essentielles Néhrelement fiir die Chlorophyllsynthese und fiir die
Aktivierung einiger Enzyme, z.B. von Rubisco, darstellt (Marschner, 1995; Koyro, 2000b).
Auch auf die Chloroplastenstruktur, die bei A. tripolium bei Salinitit deutlich verdndert wur-
de, wirkt sich Magnesiummangel aus (Koyro, 2000b). Andererseits sprechen verschiedene
Tatsachen gegen einen Mineralstoffmangel, d.h. fiir eine Aufrechterhaltung der lonenhomo-
ostase im Cytoplasma: Bei A. tripolium (Stienstra, 1986; Shennan et al., 1987b; Huiskes,
1994) und anderen Halophyten (Koyro & Huchzermeyer, 1999a; Fisarakis et al., 2001; Ve-
nema et al., 2003) konnen Kalium, Magnesium und Kalzium bzw. Nitrat in ihrer osmotischen
Funktion in der Vakuole ohne Wachstumsreduktion durch Natrium bzw. Chlorid ersetzt wer-
den, so daB sie vermehrt fiir andere, spezifische Funktionen im Cytoplasma zur Verfligung
stehen. Daher fiihrt ein Riickgang an essentiellen Nidhrelementen nicht zwangsléufig zu Man-
gelerscheinungen. Beispielsweise scheint die essentielle Funktion von Kalium bei der Prote-
inbiosynthese (Marschner 1995; Wyn Jones & Gorham, 2002; Tester & Davenport, 2003)
nicht beeintrichtigt, da der Proteingehalt im Gegensatz zu manchen anderen Pflanzenarten
(Agastian et al., 2000; Shankhdhar et al., 2000; Pessarakli et al., 2005b) bei Salinitdt anstieg.
Auch die nur transiente Abnahme des Kalzium- und Magnesiumgehalts sprechen weniger fiir
einen Mangel als fiir eine effektive Aufnahme dieser Elemente und fiir eine bedarfsorientierte
Versorgung. Ahnliches gilt fiir Stickstoff und Phosphat. Stickstoff scheint A. tripolium bei
Salinitit groBtenteils in die Aminosédure Prolin (s.u.) und in Proteine zu verlagern, deren Ge-
halt anstieg (Kap. 3.10, 3.12). Die knapper werdenden primiren Produkte der N-Assimilation
werden also effektiver in organische Substanzen eingebaut. Dies ist eine sinnvolle Strategie,
da Prolin und die vermehrt synthetisierten Proteine das Uberleben bei Salinitit ermdglichen
(s. S. 85-87, 91-93). Die Abnahme des Gesamt-N in den Blittern, die in der Literatur auch fiir
andere Arten beschrieben wird (Ramoliya et al., 2004; Hu & Schmidhalter, 2005; Turan &
Aydin, 2005), kann man vermutlich in erster Linie auf den - mdglicherweise adaptiv - redu-
zierten Chlorophyllgehalt (s.u.) zuriickfiihren, denn der N-Gehalt von Pflanzen stimmt oft mit
der Chlorophyllmenge iiberein (Ignatova et al., 2005), so auch in der vorliegenden Studie
(Kap. 3.4, 3.8). Im Fall von Phosphat stieg der Gehalt in den Wurzeln signifikant an, was
vermutlich auf eine vermehrte Pi-Freisetzung durch die erhohte ATPase-Aktivitét (s.u.) zu-
riickzufiihren ist. Den Grofiteil des Phosphatiiberschusses verlagert die Strandaster offenbar in
das Speicherorgan Wurzel. Die damit einhergehende Phosphatabnahme im Blatt hat vermut-

lich keine negativen Auswirkungen, denn in diesem Organ kann der Phosphatgehalt auf Ge-
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webeniveau um den Faktor 20 variieren, ohne dal3 dadurch die Konzentration im Cytoplasma
und damit die Photosynthese beeinflu3t wird (Marschner, 1995).

Die obige Betrachtung zeigt, da3 zwar Anzeichen von lonenungleichgewicht vorliegen; es
gibt jedoch keinen gesicherten Nachweis fiir die Beeintrachtigung der lonenhomoostase im
Cytoplasma und fiir lonenungleichgewicht als Hauptursache fiir die begrenzte Salztoleranz
von A. tripolium. Um diese These zu bestitigen, wire es notwendig, die Elementgehalte in
verschiedenen Zellkompartimenten z.B. mittels EDX-Analyse/Kryotechnik zu iiberpriifen.
Bei der Aufrechterhaltung des Stoffwechsels scheinen die lonen-Kompartimentierung und mit
dieser im Zusammenhang stehende energieabhéngige selektive Transportprozesse eine wich-
tige Rolle zu spielen, worauf auch die salzbedingt erhdhten P- und V-ATPase-Aktivitdten und
die vermehrte ATPase-Expression (Kap. 3.13, 3.14.2) hinweisen. Huchzermeyer et al. (2004)
berichteten bereits, dal3 der Halophyt Aster tripolium generell eine hohere P-ATPase-Aktivitét
aufweist als der glykophytische Spinat, wobei SalzstreS nur eine voriibergehende, wenige
Tage andauernde Zunahme der ATPase-Aktivitit bewirkt. Die Autoren schlossen daraus, daf3
A. tripolium im speziellen und Halophyten im allgemeinen iiber einen sehr effektiven Io-
nentransport iiber das Plasmalemma und eine sehr gut regulierte lonenhomdostase verfiigen.
Selektiver Ionentransport ist von Bedeutung am Plasmalemma der Rhizodermiszellen (selek-
tive lonenaufnahme, NaCl-Riicktransport aus dem Cytoplasma nach auflen) und aller Zellen
entlang des Transportweges durch die Pflanze (Kurzstreckentransport im Wurzelcortex, Xy-
lembe- und -entladung im Xylemparenchym vor und nach dem Langstreckentransport, Kurz-
streckentransport im Blattparenchym, evtl. NaCl-Retranslokation {iber Phloem oder Xylem).
Innerhalb einzelner Zellen spielt neben der selektiven Aufnahme {iber das Plasmalemma die
Ionen-Kompartimentierung iiber den Tonoplasten eine Rolle. Die vorliegende Studie erlaubt
Aussagen iiber Transportaktivititen innerhalb des Blattes, da ATPase-Aktivitit und -Ex-
pression des Blattspreiten-Gewebes untersucht wurden. Zum selektiven Ionentransport leisten
ATPasen einen wichtigen Beitrag, indem sie einen elektrochemischen Protonengradienten am
Plasmalemma (P-ATPase) bzw. am Tonoplasten (V-ATPase) erzeugen, der die Vorausset-
zung fiir sekundir aktiven Ionentransport darstellt (Morsomme & Boutry, 2000; Sibole et al.,
2005; Vasekina et al., 2005). Diese Prozesse sind jedoch energieabhédngig. Einen hoheren
Energieverbrauch der Zellen, der auBBerdem durch die vermehrte Synthese von kompatiblen
Substanzen wie Prolin oder von verschiedenen Proteinen (s.u.; Marschner, 1995; Munns,
2002a) zustande kommt, zeigt die bei Salinitdt erhohte F-ATPase-Aktivitit an (Kap. 3.14.2).
Diese steht in Einklang mit der verstirkten Dunkelatmung, der hdheren Mitochondrienzahl

und der erhohten Elektronendichte in den Mitochondrienmembranen (Kap. 3.3, 3.15.3). Letz-
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teres weist auf einen hoheren Pi-Gehalt hin, da das Kontrastierungsmittel Blei anorganisches
Phosphat ausfillt (Hall, 1971).

Die vorliegenden Ergebnisse zur ATPase-Aktivitit und -Expression stimmen mit Studien {iber
andere Pflanzenarten iiberein (Ma et al., 2002; Kefu et al., 2003; Kav et al., 2004; Li et al.,
2004; Debez et al., 2006; Ndimba et al., 2005; Andjelkovi¢ & Thompson, 2006); laut Koyro
et al. (1993) und Dietz et al. (2001) findet man v.a. bei Halophyten eine Erh6hung der ATP-
ase-Aktivititen und/oder der Genexpression unter salinen Bedingungen. Hinsichtlich des lo-
nentransports liber das Plasmalemma zeigen verschiedene Studien einen Zusammenhang zwi-
schen einer gesteigerten P-ATPase-Expression und —Aktivitit und einem verbesserten Natri-
um-Ausschlul aus dem Blatt oder Sprof3 (Zhang et al., 1999; Sibole et al., 2005). Fiir die
Kontrolle des Na'-Einstroms in die Zelle iiber das Plasmalemma und fiir die K/Na-
Selektivitét spielen u.a. die HKT-Transporter (,,high affinity K transporter*) eine Rolle, durch
die auch Na' in die Zelle gelangt (Blumwald et al., 2000). In diesem Zusammenhang konnten
u.a. das AtHKT1-Gen von Arabidopsis thaliana (Rus et al., 2001) sowie die OSHKT8- (Ren et
al, 2005, in Rus et al., 2005) und OsHKT1- (Rus et al., 2005) Gene von Oryza sativa identifi-
ziert werden. Deren Genprodukte regulieren indirekt die K-Homdoostase, indem sie die interne
Na'-Konzentration regulieren (Berthomieu et al., 2003; Rus et al., 2004; Rus et al., 2005).
Auch Na'/H -Antiporter im Plasmalemma spielen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des
Ionenmilieus im Cytoplasma. Dies zeigt der SOS-Signaltransduktionsweg, der anhand von
Arabidopsis sosl-, sos2- und sos3-Mutanten (sos = salt overlay-sensitive) entschliisselt wur-
de. Die Perzeption einer hohen Na'-Konzentration im Cytoplasma bewirkt dort einen Kalzi-
umanstieg, der SOS3, ein Kalzium-bindendes Protein, aktiviert. SOS3 bindet an und aktiviert
die Ser/Thr-Proteinkinase SOS2, welche phosphoryliert wird und ihrerseits SOS1 aktiviert,
einen Na'/H'-Antiporter im Plasmalemma (Zhu, 2002). SOS1 wird durch P-ATPasen ange-
trieben (Ndimba et al., 2005). Laut Shi et al. (2002) kontrolliert SOS1 auch den Langstrecken-
transport von Na', indem er dieses Ion bei Salzbelastung aus dem Xylem herausfiltert und es
bei sehr geringer Na'-Konzentration ins Xylem transportiert (s. auch Zhang et al., 2004). Der-
artige molekularbiologische Untersuchungen wiren auch fiir A. tripolium lohnenswert, um
genauere Aussagen zu lonentransportprozessen und somit zum Mineralstoffhaushalt treffen
zu konnen. In dieser Hinsicht bietet es sich an, die Strandaster als halophytische Modellpflan-
ze zu entwickeln (vgl. Kap. 1).

Auch Transportprozesse iiber den Tonoplasten scheinen bei A. tripolium durch Salinitit be-
einfluBt zu werden, denn in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen bei anderen Halophyten

(Koyro et al., 1993; Debez et al., 2006) war eine Erhohung der V-ATPase-Aktivitit der salz-
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belasteten Pflanzen zu verzeichnen (Kap. 3.14.2). Von der Téatigkeit der V-ATPase und der
Pyrophosphatase (PPase) hingt u.a. der sekundir aktive Transport von Na™ iiber Na'/H'-
Antiporter in die Vakuole ab, der eine wichtige Rolle bei der Sequestrierung des Salzes in
diesem Zellkompartiment spielt (Vasekina et al., 2005). So werden Enzyme und Zellorganel-
len vor Ionentoxizitit geschiitzt. Eine effektive Kompartimentierung ist insbesondere fiir Ha-
lophyten wie Aster tripolium, die keine speziellen morphologischen Adaptationen zur Salz-
sekretion besitzen, von grofler Bedeutung fiir die Salztoleranz (Debez et al., 2006).
Verschiedene Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen der Salztoleranz und einer er-
hohten Aktivitit oder Expression von V-ATPase und/oder PPase. Gaxiola et al. (2001) identi-
fizierten das Gen AVP1, welches die PPase codiert. Transgene Arabidopsis-Pflanzen, die die
PPase liberexprimierten und eine hohere Salztoleranz aufwiesen, konnten eine gro3ere Menge
an Na’ in den Vakuolen sequestrieren, somit mehr Na” und K" in den Blittern akkumulieren
und ein niedrigeres osmotisches Potential erreichen. Ahnliche Ergebnisse erhielten Kefu et al.
(2003) fir Suaeda salsa. Kluge et al. (2003) fanden bei Mesembryanthemum crystallinum
eine Transkriptionsinduktion von V-ATPase- und PPase-cDNA durch verschiedene Stref3fak-
toren wie osmotischen Stref, Hitze-, Kélte- und SalzstreB. Bei verschiedenen Halophyten und
Glykophyten konnten mittlerweile auch vakuolire Na'/H'-Antiporter-codierende Gene
(NHX1) identifiziert werden, deren erhdhte Expression mit Salztoleranz in Verbindung steht
(Apse et al, 1999; Hamada et al., 2001; He et al., 2005; Zorb et al., 2005).

In der vorliegenden Studie wurde keine vermehrte Expression von Ionenkandlen gefunden
(Kap. 3.13). Anscheinend ist das Potential fiir den Ionentransport generell sehr hoch. Die
durch NaCl-Salinitdt gesteigerte ATPase-Tatigkeit ermoglicht eine Aktivititszunahme der
vorhandenen Kanéle und gewihrleistet so die Bereitstellung von Energie fiir die notwendigen
selektiven lonentransportprozesse. Konkrete Hinweise auf erhohte Transportaktivititen lie-
fern ultrastrukturelle Verdnderungen (Kap. 3.15.3). In den Mesophyllzellen (Kurzstrecken-
transport) und Siebrohren des Phloems (Langstreckentransport) wurde in Ubereinstimmung
mit anderen Pflanzenarten eine vermehrte Vesikelbildung beobachtet, die im Zusammenhang
mit energieabhéngigen Prozessen wie Transport, Speicherung und Kompartimentierung von
NaCl diskutiert wird (Wong & Jéger, 1978; Koyro, 1997; Koyro, 2000a; Kurkova et al., 2002;
Mitsuya et al., 2002). Durch die Bildung kleiner Vesikel wird die Membranoberflache ver-
groBert, so daB sich die Austauschkapazitit des Cytoplasmas (z.B. Na'/K") und die Selektivi-
tit des lIonentransportes erhoht (Koyro, 2000a; Koyro, 2002). Die vermehrte Vesikelbildung
in den Siebrohren deutet auf eine Retranslokation von Na' hin (Koyro, 2000a). Mdglicher-

weise wird dieses lon aus den Blattspreiten in den Blattstiel oder in alte Blétter rezirkuliert,
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die spiter abgeworfen werden. Eine dhnliche Funktion hinsichtlich des Langstreckentrans-
ports konnten die Transferzellen spielen (Boughanmi, 2003), die im Phloemparenchym nach-
gewiesen wurden. Aufgrund ihrer Zellwandeinstiilpungen und des dadurch verlidngerten
Plasmalemmas, welches zudem eine besonders hohe ATPase-Dichte aufweist (,,secondary
wall ingrowth/plasma membrane complex‘), ermdglichen diese Zellen einen sehr intensiven
Stofftransport und begiinstigen eine erhdhte Austauschkapazitit, z.B. von Na' gegen K’
(Koyro, 2002; Offler et al., 2003). Die Tatsache, daf3 auch die Kontrollen Transferzellen aus-
bilden, ist ein weiterer Hinweis auf ein groBes Potential fiir lonentransport unabhingig von

der Salinitat (Praadaptation).

Neben selektiven lonentransportprozessen kann auch die Kontrolle des stomatiren Wider-
standes zum Erhalt der Ionenhomdostase beitragen, denn eine verminderte Transpiration re-
duziert den Salztransport durch die Pflanze und damit die NaCl-Akkumulation (Everard et al.,
1994). Fiir Pflanzen wie Aster tripolium, die keine Salzdriisen oder Blasenhaare besitzen, ist
dies von besonderer Bedeutung (Perera et al., 1994). Die bei A. tripolium beobachtete Erho-
hung des stomatiren Widerstandes dient aulerdem dazu, Wasserverlust und Dehydrierung zu
vermeiden (s. Kap. 1; Fidalgo et al., 2004). Dieselbe Funktion haben folgende durch NaCl-
Salinitdt bedingte xeromorphe Verdnderungen der Blétter (Kap. 3.15), die in dhnlicher Weise
auch bei anderen Pflanzenarten nachgewiesen wurden (Hajibagheri et al., 1983, in Koyro,
2002; Koyro, 2000a; Koyro, 2000b; Daoud et al., 2003; Debez et al., 2003a; Koyro, 2006):

e die verdickten Epidermisaulenwénde, die dickere Cuticula und moglicherweise die

breiteren und auf einer groBBeren Anzahl von Zellen vorhandenen Laminarleisten;
e die Zunahme der Blattdicke aufgrund von in Vertikalrichtung gestreckten Zellen und
einer grofleren Anzahl von Mesophyllschichten;

e die infolgedessen steigende LMA;

e die Verringerung der Interzellularrdume.
Die letzten drei Faktoren bewirken einen erhohten Mesophyllwiderstand fiir CO,, was zu-
sammen mit dem steigenden stomatdren Widerstand vermutlich flir die Reduktion der intra-
zelluldaren CO,-Konzentration verantwortlich war (Kap. 3.3). Diese wiederum fiihrt insbeson-
dere bei C;-Pflanzen wie der Strandaster zu einer Beglinstigung der Oxygenase-Funktion der
Rubisco, d.h. u.a. zu einer erhdhten Photorespiration auf Kosten der Photosynthese (Delfine et
al., 1999; Sudhir & Murthy, 2004, Netondo et al., 2004b; Sobrado, 2005; Debez et al., 2006).
Dieser Zusammenhang sowie weitere sich daraus ergebende und in der folgenden Diskussion

erlduterte Konsequenzen verdeutlicht Abb. 56. Der Assimilationsriickgang korreliert aul3er-
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Abb. 56. Reaktionen von Aster tripolium auf NaCl-Salinitit und deren Beeinflussung durch duflere
Faktoren (diese werden im spéteren Verlauf der Diskussion erldutert).
® bzw.© bedeuten positive bzw. negative Beeinflussung der nachfolgenden Regelgrofe.
R, = stomatérer Widerstand; M = Mesophyllwiderstand; C; = intrazelluldre CO,-Konzentration;
A. max = maximale Photosyntheserate bei Lichtséttigung.

dem mit den ultrastrukturellen Verdnderungen der Chloroplasten (Kap. 3.15.3). Auch durch
eine vermehrte Rubisco-Expression (Kap. 3.13.2) konnte die deutliche Abnahme der Photo-
syntheserate nicht verhindert werden. Letztere ging stirker zuriick als die Transpiration, so
daB} die Wassernutzungseftizienz der Photosynthese (WUE) signifikant sank. Die Pflanzen
konnen das Wasser anscheinend nicht effektiv fiir den Katabolismus einsetzen und haben bei
hohen Salinititen Probleme mit der Aufrechterhaltung einer positiven Wasserbilanz (vgl.
auch S. 82). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den von Lorenzen et al. (1990) und
Huiskes (1996b) fiir die Strandaster berechneten WUE-Werten, die jedoch bei einer sehr ge-
ringen Lichtstirke von nur 100 pmol m™ s ermittelt wurden und daher nur bedingt mit der
vorliegenden Untersuchung vergleichbar sind. Die Ergebnisse der Winterkulturen von A. tri-
polium, die ebenfalls bei geringer Lichtintensitit ermittelt wurden, weisen dagegen Ahnlich-
keiten mit der Studie von Huiskes (1996b) auf. Diese Betrachtung zeigt, dal3 sich hohe Licht-
intensitdten negativ auf den Gaswechsel der Strandaster auswirken, und bestétigt gleichzeitig
die These, dal Salinitdt die Photorespiration fordert (vgl. Abb. 56). Der damit verbundene
Photosyntheseriickgang stellt sicherlich eine wichtige Ursache fiir die Wachstumsreduktion
bei Salinitdt dar. Diese ist im Vergleich mit anderen Halophyten (Khan et al., 2000a, b; Ko6hl,
1997; Koyro, 2000a; Debez et al., 2003a, b; Daoud, 2004; Pessarakli et al., 2005a) verhilt-
nisméBig grofl — ein Grund dafiir, daB3 es sich bei der Strandaster um einen fakultativen und

nicht um einen obligaten Halophyten handelt.
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Neben der direkten Wachstumsreduktion durch die geringere CO,-Fixierung fiihrt eine redu-
zierte Assimilationsrate auch zu oxidativem Stre3 (sekundérer, unspezifischer Stre), bei-
spielsweise aufgrund einer verstarkten Mehler-Reaktion bei einer Elektroneniiberséttigung der
Photosysteme (Schulze et al, 2002; Ben Amor et al., 2005; s. Kap. 1 und Abb. 56). Ein Indiz
fiir eine erhohte Belastung durch ROS und dadurch hervorgerufene Schadigungen im Photo-
syntheseapparat stellen die Aufblihungen der Thylakoidmembranen dar (Kap. 3.15.3). Diese
gehoren zu den am héufigsten beobachteten ultrastrukturellen NaCl-Effekten (Keiper et al.,
1998; Kurkova et al., 2002; Rahman et al., 2002; Mitsuya et al., 2003a; Fidalgo et al., 2004;
Paramanova et al., 2004) und werden von vielen Autoren als Folge oxidativen Stresses be-
trachtet (Mitsuya et al., 2000; Mitsuya et al., 2003a, b; Fidalgo et al., 2004; Yamane et al.,
2004; Oksanen et al., 2005). Einen Weg, oxidativen StreB zu reduzieren, stellt die bei Salinitit
erhohte Photorespiration dar, denn sie produziert CO,, verbraucht gleichzeitig O,, ATP und
NADPH und kann so die Mehler-Reaktion vermindern (Wingler et al., 2000). Dafiir ist jedoch
eine ausreichende Katalasekapazitit notwendig, um das bei der Photorespiration entstehende
H,0; zu entgiften. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, da3 oxidativer Strel einen
entscheidenden Faktor fiir die begrenzte Salztoleranz von A. tripolium darstellt und daf des-
sen Beseitigung eine wichtige Rolle fiir die Uberlebensfihigkeit der Pflanze bei Hochsalz
spielt (vgl. Abb. 56). Verschiedene Reaktionen von A. tripolium auf Salinitdt dienen der Ver-
minderung von oxidativem Stre3. Die dickere Epidermis, die verdickte Epidermisauflenwand
und Cuticula sowie die stirker ausgebildeten Laminarleisten konnen einen Teil der einfallen-
den Strahlung reflektieren (Thomas, 2005) und dadurch einen Elektroneniiberschuf3 in der
photosynthetischen Elektronentransportkette vermindern. Eine dhnliche Funktion kann der in
den adulten Blittern leicht erniedrigte Chlorophyllgehalt (Kap. 3.4) erfiillen. Er reduziert bei
der Strandaster zwar einerseits die Assimilationsrate (Lorenzen et al., 1990), aber auch ande-
rerseits die Lichtabsorption des Blattes (Delfine et al., 1999; Wang et al., 2003b; Christian,
2005). Fiir diese These spricht die bei mittlerer Salinitdt reduzierte photosynthetische Effi-
zienz (@), die mit einem niedrigeren Lichtkompensationspunkt gekoppelt war (Kap. 3.3). Bei
Hochsalz stieg @ vermutlich aufgrund der zunehmenden Dunkelatmung wieder an. Auch die
Erhohung des Chlorophyll-a/b-Verhéltnisses, wie in den adulten Bléttern beobachtet, kann die
photosynthetische Effizienz reduzieren (Moorthy & Kathiresan, 1999; in Koyro, 2006), denn
Chlorophyll b findet sich v.a. im ,light harvesting complex* (LHC), der insbesondere dem
Photosystem II (PS II) Energie zufiihrt und in den Grana-Stapeln der Thylakoidmembran lo-
kalisiert ist (Libbert, 1993). Letzteres 148t es logisch erscheinen, da3 die iiberproportionale
Reduktion von Chlorophyll b im Verhiltnis zu Chlorophyll a mit einer Abnahme der Grana-
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Stapel bei den salzbelasteten Pflanzen einherging. Dagegen steht die Expressionserhéhung
des ,,chlorophyll a-b binding proteins* (Kap. 3.13), eines Bestandteils des LHC (Expert Prote-
in Analysis System, 0.J.b), zundchst im Widerspruch zur salzbedingten Reduktion des LHC.
Dieser Umstand wére jedoch erklédrbar, wenn dieses Protein durch NaCl vom PS-II-Komplex
entfernt wird und deshalb vermehrt einzeln vorliegt. Andjelkovi¢ & Thompson (2006) fanden
ebenfalls eine salzinduzierte Expressionserhohung des ,,chlorophyll a-b binding proteins®,
waren sich jedoch nicht liber dessen Funktion im Hinblick auf NaCl-Salinitét im klaren. Es
erscheint sinnvoll, den Einflul von NaCl auf die Wechselbeziehung des ,,chlorophyll a-b bin-
ding proteins* mit der Photosynthese ndher zu untersuchen.

Fiir die Entgiftung von ROS und deren Folgeprodukten war bei der Strandaster sicherlich die
vermehrte Expression der antioxidativen Enzyme Ascorbat-Peroxidase (APO), Superoxid-
Dismutase (SOD) und Glutathion-S-Transferase (GST) (Kap. 3.13) von Bedeutung (vgl. auch
Abb. 56). APO und SOD gehoren zu den wichtigsten Mechanismen zur Beseitigung von ROS
(Ben Amor et al., 2005) und sind entscheidende Bestandteile des Halliwell-Asada-
Stoffwechselweges (Foyer & Halliwell, 1976; Halliwell, 1987; Asada, 1992). Glutathion-S-
Transferasen libertragen reduziertes Glutathion (GSH) u.a. auf cytotoxische Komponenten,
die durch oxidativen Stref entstehen, und konnen auf diese Weise z.B. Produkte der Lipidper-
oxidation detoxifizieren (Blokhina et al., 2003).

Fiir Pflanzen auf salinen Standorten ist es von groer Bedeutung, die Aktivitéit des antioxida-
tiven Systems aufrechtzuerhalten oder, besser noch, zu steigern. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigen, daf3 Aster tripolium dazu in der Lage zu sein scheint. Zwar bewirkte NaCl eine deutli-
che Abnahme der spezifischen Aktivitidten (pro mg des jeweiligen Enzyms) von SOD und
APO, woraus sich schlieBen 148t, daB hohe Konzentrationen an Na™ und CI diese Enzyme
durch osmotische und/oder ionenspezifische Effekte inhibieren. Die relativen Aktivititen (pro
mg Gesamtprotein) zeigen jedoch, daB3 die Pflanzen dies erfolgreich durch die erhdhte Prote-
inexpression ausgleichen; im Fall von APO und SOD konnen sie den Verlust an spezifischer
Aktivitit sogar liberkompensieren. Auch bei vielen anderen Pflanzenarten findet man eine
verstirkte Expression und/oder Aktivitit von APO, SOD oder GST bei Kélte-, Trocken- oder
SalzstreB3 (Garratt et al., 2002; Hernandez & Almansa, 2002; Mittova et al., 2002; Salekdeh et
al., 2002a; Khedr et al., 2003; Abbasi & Komatsu, 2004; Kav et al., 2004; Ben Amor et al.,
2005; Hajheidari et al., 2005; Kukreja et al., 2005; Ndimba et al., 2005; Yan et al., 2005; Ste-
pien & Klobus, 2005; Andjelkovi¢ & Thompson, 2006). In einigen Fillen gibt es einen direk-
ten Bezug zwischen der Aktivitdtserhohung antioxidativer Enzyme und der Salztoleranz (Ro-

xas et al., 2000; Shalata et al., 2001; Mittova et al., 2004). Die SOD wird codiert von osmo-
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tisch regulierten Genen, die Bestandteile einer Signaltransduktions-Kaskade sind (Abbasi &
Komatsu, 2004). Dieselben Autoren verweisen in diesem Zusammenhang auf Abscisinsdure
als einem Faktor, der die Genexpression von SOD reguliert, wie auch diejenige von anderen
Genen, die durch Trockenstrel und lonentoxizitit beeinfluft werden (z.B. Transpirati-
on/Stomatabewegung; s. Munns, 2002b; Salekdeh et al., 2002b; Reddy et al., 2004). H,O,,
das bei oxidativem StreB3 vermehrt entsteht, wird ebenfalls eine (noch nicht genau definierte)
Rolle bei der Signaltransduktion zugeschrieben (Fidalgo et al., 2004). Mittlerweile konnten
zahlreiche Gene, die fiir die Signaltransduktion unter abiotischem Strefl von Bedeutung sind,
identifiziert werden (Wyn-Jones &, Gorham 2002; Wang et al., 2003a; Sairam & Tyagi,
2004; Munns, 2005). Studien zur Signaltransduktion und zur Rolle von Phytohormonen wi-
ren auch bei Aster tripolium interessant.

Einen Beitrag zur Reduzierung von oxidativem Stref3 lieferten sicherlich auch der erwar-
tungsgemal (s. Kap. 1) signifikant erhohte Prolingehalt sowie das bei Salinitit vermehrt ex-
primierte Hitzeschockprotein (HSP) 20 (Kap. 3.10, 3.13; vgl. auch Abb. 56). HSPs sind ein
unspezifisches Kennzeichen der Antwort auf verschiedene abiotische Stref3faktoren wie Hitze,
Frost, Trockenheit oder NaCl-Salinitdit und kommen in Pflanzen besonders reichlich vor
(Schulze et al., 2002; Huang et al., 2004; Busch et al., 2005). Sie wirken in erster Linie als
niedermolekulare Chaperone, indem sie an Proteine binden und damit deren richtige Faltung
begiinstigen, die biologisch aktive Konformation beschidigter Proteine wiederherstellen und
die Aggregatbildung geschédigter Proteine verhindern (Schulze et al., 2002; Wang et al.,
2002; Huang et al., 2004). HSPs konnen aber auch die intrazelluldre Menge an ROS verrin-
gern (Hajheidari et al., 2005). Die verstiarkte Expression von Hitzeschock- oder dhnlichen
Proteinen kann somit die Salztoleranz von Pflanzen erhéhen und wurde bereits in zahlreichen
Studien im Zusammenhang mit NaCl-Salinitdt und Trockenstrel nachgewiesen (Sugino et al.,
1999; Dell”Aquila, 2004; Huang et al., 2004; Hajheidari et al., 2005; Lee et al., 2005; Ndimba
et al., 2005; Andjelkovi¢ & Thompson, 2006).

Auch Prolin kann oxidativen StreB reduzieren. Bei dieser Aminosdure handelt es sich um eine
stoffwechselkompatible Substanz, die von zahlreichen Halophyten und Glykophyten als Re-
aktion auf NaCl-Salinitdt und andere abiotische StreBfaktoren akkumuliert wird (Pahlich et
al., 1981; Bajji et al., 1998; Gleeson et al., 2005; Misra & Gupta, 2005). Prolin fungiert als
»scavenger” flir Hydroxyl-Radikale und Singulett-Sauerstoff (Jain et al., 2001; Lin et al.,
2002; Gleeson et al., 2005; Misra & Gupta, 2005), vermindert eine salzbedingte Erh6hung der
Rubisco-Oxygenase-Funktion (Sivakumar et al., 2000; Misra & Gupta, 2005) und spielt mog-

licherweise eine Rolle bei der Signaltransduktion und bei der Aktivierung verschiedener
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StreBantworten der Zelle, z.B. der vermehrten Expression antioxidativer Enzyme (Maggio et
al., 2002; Khedr et al., 2003). Auch in anderer Hinsicht kann Prolin negative Auswirkungen
von Salinitdt vermindern und die Salztoleranz von Pflanzen erhdhen. Diese Aminoséure ist
extrem wasserloslich, biochemisch inert und kann in der Zelle in hohen Konzentrationen in
osmotisch wirksamer Form als C-, N- und Energiespeicher dienen (Jiger & Meyer, 1977;
Fricke & Pahlich, 1990; Lin et al., 2002; Misra & Gupta, 2005). Sie bildet Cluster, die sich an
schwer 16sliche Proteine anlagern und deren Ausféllung verhindern (Schulze et al., 2002), hat
somit Chaperonfunktion (Lin et al., 2002; Gleeson et al., 2005; Misra & Gupta, 2005) und
kann aufgrund ihrer Schutzwirkung auf Membranen den Wasserstatus der Zelle erhdhen
(verminderter Wasser-Efflux; Gadallah, 1999) und die lonenhomoostase verbessern (Aziz et
al., 1999; Gleeson et al., 2005). Die Akkumulation von Prolin vorzugsweise in der Hauptwur-
zel von A. tripolium steht in Einklang mit ihrem geringeren NaCl-Gehalt (s.0.) und macht
wiederum deutlich, daB das als Vorratsspeicher dienende Uberwinterungsorgan besonders
wirksam gegen salzbedingte Schiiden geschiitzt wird. Ahnliches gilt fiir die bei Salinitit in der
Hauptwurzel verstirkt akkumulierten 16slichen Kohlenhydrate (Kap. 3.9). Als stoffwechsel-
kompatible Substanzen tragen sie zur osmotischen Adaptation im Cytoplasma bei (Adams et
al., 2005; Ashraf et al., 2006), und aullerdem wird ihre Funktion als niedermolekulare Chape-
rone diskutiert (Hasegawa et al., 2000; Sairam & Tyagi, 2004; Liu et al., 2006). In den Blat-
tern dagegen nahm die Kohlenhydrat-Konzentration salzbedingt ab, wihrend die Proteinsyn-
these anstieg; dies zeigt erneut, da3 in Blittern und Haupwurzeln verschiedene Adaptations-
mechanismen vorherrschen. Mdglicherweise bewirkte der hohere Proteinbedarf eine Umstel-
lung des Metabolismus von der Kohlenhydrat-Speicherung zur Proteinsynthese (Koyro &
Huchzermeyer, 2004). Auflerdem wurde vermutlich mehr Glucose fiir die gesteigerte Respira-
tion (Fernandes et al., 2004) und fiir die Synthese von Ascorbat (fiir die erhohte Ascorbat-
Peroxidase-Aktivitit; McKersie, 1996) gebraucht. Auch mit der Stirkeanreicherung in den
Chloroplasten (Kap. 3.15.3), die ebenso bei anderen Pflanzenarten beobachtet wurde (Keiper
et al., 1998; Morales et al., 1998; Mikela et al., 2000; Koyro, 2002), steht der reduzierte Blatt-
Kohlenhydratgehalt in Verbindung. Laut Keiper et al. (1998) konnen stirkeabbauende Enzy-
me ionenspezifisch inhibiert werden, oder Salinitit induziert eine Umwandlung von Sacchari-
den in Stirke (Parida et al., 2004). Moglicherweise legt A. tripolium unter salinen Bedingun-
gen gezielt einen Reserve-Stiarkespeicher an, der freigesetzt und metabolisiert wird, wenn bei

Nachlassen des Stresses bessere Wachstumsbedingungen herrschen.
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Da fiir das Uberleben auf salinen Standorten die Regulation des Gaswechsels und damit die
Zusammensetzung der Atmosphére eine wichtige Rolle spielt (s. S. 88ff, vgl. auch Kap. 1),
sollten Untersuchungen zur Adaptation an Salinitdt auch die aktuellen und zukiinftigen Ver-
dnderungen in der Atmosphére beriicksichtigen. Zu diesen zéhlt die Zunahme des CO,-
Gehalts, die die Salztoleranz positiv beeinflussen kann (s. Kap. 1). In Ubereinstimmung mit
anderen Studien (Donelly et al., 1999; Taub et al., 2000; Dickson et al., 2001; Oksanen et al.,
2001; Carvalho & Amancio, 2002; Baczek-Kwinta & Koscielniak, 2003; Oksanen et al.,
2005) bewirkte eine Erhohung der atmosphérischen CO,-Konzentration eine Reduktion des
oxidativen Stresses und eine Verbesserung der Salztoleranz der Strandaster (vgl. Abb. 56).
Ein hoherer CO,-Gehalt in der Atmosphire fiihrte zu einem Anstieg der CO,-Konzentration
in den Interzellularen und zu einer signifikant hoheren Nettoassimilationsrate, was bei den
Salzvarianten eine signifikante Zunahme der WUE bewirkte (Kap. 3.3). Dies bedeutet, da3
die Pflanzen besser mit energiereichen organischen Substanzen versorgt wurden, bei einer
gleichzeitigen Entlastung des Wasserhaushalts. Letzteres zeigen auch die hoheren Werte fiir
Wasserpotential und Blattgewebe-Turgor bei Hochsalz an (Kap. 3.2, 3.5). Die Verminderung
des stomatéren Widerstandes steht im Gegensatz zur Mehrzahl der CO,-Wirkungsstudien, die
von einer Erhohung von Wasserpotential, Photosynthese, WUE und/oder Turgor bei einer
gleichzeitigen Transpirationsabnahme berichten - darunter auch drei Untersuchungen zu A.
tripolium, welche anders als die aktuelle Studie nicht bei Lichtséttigung durchgefiihrt wurden
(Lenssen & Rozema, 1990; Rozema et al., 1990; Tyree & Alexander, 1993; Idso & Idso,
1994; Lenssen et al., 1995; Snedaker & Araujo, 1998; Mavrogianopoulos et al., 1999; Kim-
ball et al., 2002; Long et al., 2004). Messungen bei niedrigen Lichtintensititen hétten vermut-
lich auch bei den Pflanzen der vorliegenden Studie eine Erh6hung des stomatidren Widerstan-
des ergeben (vgl. S. 89). In der Literatur finden sich allerdings auch vereinzelte Beispiele ei-
ner CO,-bedingten Transpirationserhhung [z.B. Rhizophora apiculata (Ball & Munns, 1992;
Ball et al., 1997), Lolium perenne (Tyree & Alexander, 1993)]. In diesen Fillen, wie auch bei
den Strandastern der aktuellen Untersuchung, scheint hinsichtlich des Gaswechsels nicht in
erster Linie die Vermeidung von Wasserverlust, sondern die Reduktion der Photorespiration
und die Maximierung der Photosyntheserate und des Energiegewinns im Vordergrund zu ste-
hen. Hierzu tragen bei A. tripolium auch der signifikant erhohte Chlorophyllgehalt und die
tendenziell groBere Rubiscomenge (Kap. 3.4) bei. Diese Ergebnisse zeigen gleichzeitig, daf3
im Gegensatz zu vielen anderen CO,-Wirkungsstudien (Fangmeier & Jéger, 2001; Urban,
2003; Long et al., 2004; Prasad et al., 2004) zumindest im Zeitrahmen der vorliegenden Un-

tersuchung keine Akklimatisierung der Photosynthese an erhohte CO,-Konzentration statt-
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fand, d.h. es gab keinen mit einem geringeren Chlorophyll- und Rubiscogehalt einhergehen-
den mittel- oder langfristigen Riickgang der Photosynthese-Forderung durch CO,. Die Ak-
klimatisierung ist abhéngig vom Source-Sink-Verhéltnis innerhalb der Pflanze und wird oft
abgeschwicht oder verhindert, wenn unter erhdhter CO,-Konzentration C-Senken vergrofBert
oder neue erschlossen werden konnen (Gouk et al., 1999; Laitinen et al., 2000; Engloner et
al., 2003). Da die salzbelasteten Aster-tripolium-Pflanzen vermehrt in energicaufwendige
salztoleranzférdernde Mechanismen investieren (s.u.), also ihre C-Senken vergréflern, ent-
spricht es der Logik, daB sie keine Akklimatisierung zeigen.

Die Maximierung von CO,-Aufnahme und Photosyntheserate unter erhohter CO,-
Konzentration ist eine sehr sinnvolle Strategie, da nicht in erster Linie Wassermangel, son-
dern die reduzierte Nettoassimilation und damit einhergehender oxidativer Stre3 die Salztole-
ranz von A. tripolium begrenzen (s.o.) und die erleichterte CO,-Aufnahme die Photorespirati-
on und eine Elektroneniibersittigung der Photosysteme vermindert (Marabottini et al., 2001;
Baczek-Kwinta & Koscielniak, 2003; Oksanen et al., 2005); erhohte atmosphérische CO,-
Konzentration verringert bei der Strandaster mit dem Cs-Stoffwechsel einhergehende Prozes-
se, die sich auf salinen Standorten im Vergleich mit C4-Pflanzen nachteilig auswirken (vgl.
Abb. 56). Dies trigt zur hoheren Uberlebensrate bzw. Salztoleranz der Hochsalzvarianten
unter erhohtem CO, bei.

Die erhohte Netto-Assimilationsrate von A. tripolium hatte eine bessere Versorgung mit ener-
giereichen organischen Substanzen zur Folge. Ein direkter Hinweis darauf ist die vermehrte
Akkumulation von nicht-strukturellen Kohlenhydraten (bei den Salzvarianten insbesondere in
Form von 16slichen Kohlenhydraten; Kap. 3.9, 3.15.3), grundsétzlich eine der auffilligsten
Metabolit-Anderungen, die mit erhdhten CO,-Konzentrationen einhergehen (Li et al., 1999b;
Schmitt et al., 1999; Bae & Sicher, 2004; Long et al., 2004; Casanova Katny et al., 2005;
Walter et al., 2005). Der Stirkeanteil nahm im Gegensatz zu natiirlich atmosphérischer CO,-
Konzentration bei NaCl-Salinitit ab. Dies weist darauf hin, dal3 die salzbelasteten Pflanzen
unter erhohtem CO; keinen Reserve-Stirkespeicher anlegen (vgl. S. 93), sondern einen grof3e-
ren Anteil der Stirke metabolisieren, da bessere Wachstumsbedingungen herrschen. Ein wei-
terer Grund fiir die Starkeabnahme bei Salinitdt konnte sein, da3 eine geringere Menge dieses
Polysaccharides synthetisiert wird, weil eine Kohlenhydrat-Speicherung in Form von Mono-
oder Disacchariden unter salinen Bedingungen von Vorteil ist, denn diese konnen als kompa-
tible, osmotisch wirksame Substanzen die Salztoleranz verbessern (s.o.). Die unter erhohter
CO,-Konzentration zusitzlich gewonnenen energiereichen Substanzen investierten die salzbe-

lasteten Strandastern nicht in Wachstum; nur die Kontrollen und die 125 NaCl-Varianten wie-
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sen ein tendenziell hoheres Trockengewicht auf (Kap. 3.1). Diese Wachstumsreaktion auf
erhohtes CO; steht im Gegensatz zu zahlreichen Studien, die auch auf salinen Substraten von
einer CO,-bedingten vermehrten Biomasseproduktion berichten (Schwarz & Gale, 1984; Ro-
zema et al., 1990; Ball & Munns, 1992; Idso & Idso, 1994; Ball et al., 1997; Chen et al.,
1999; Li et al., 1999a; Mavrogianopoulos et al., 1999; Poorter & Pérez-Soba, 2001; Maggio et
al., 2002). Sie relativiert zudem die Ansicht, daf insbesondere C;-Pflanzen, zu denen A. tripo-
lium zdhlt, durch erhohtes CO, im Wachstum gefordert werden (Rogers & Dahlman, 1993;
Poorter et al., 1996; Urban, 2003), was Rozema et al. (1991), Arp et al. (1993) und Lenssen et
al. (1993) auch fiir Halophyten beobachteten. Der fehlende Biomassezuwachs der Strandas-
tern steht jedoch in Ubereinstimmung mit zwei Studien von Hunt et al. (1991, 1993; in Fang-
meier & Jager, 2001), die berichten, da3 das Wachstum von Pflanzen, die an abiotische Stref3-
faktoren adaptiert sind (sogenannte S-Strategen oder ,,stress tolerators®, zu denen A. tripolium
zahlt), durch erhohtes CO, verhdltnismiBig gering gefordert wird. Auch laut Poorter & Navas
(2003) profitieren langsam wachsende Krauter - zu denen S-Strategen bzw. die salzbelasteten
Strandastern gehoren (Grime, 1977; Larcher, 2001) - weniger von erhohter CO»-
Konzentration als schnell wachsende Arten.

Die Salzvarianten von A. tripolium zeigten keine Wachstumsstimulation unter erhdhter CO,-
Konzentration, weil sie einen hoheren Energieverbrauch hatten. Letzteres 14Bt sich aus der
verstirkten Dunkelatmung und der Zunahme der F-ATPase-Aktivitit (Kap. 3.3., 3.14.2)
schlieBen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, da3 die Strandaster die zusdtzlich gewonnene
Energie in salztoleranzfordernde Mechanismen investiert, die insbesondere der Verminderung
von oxidativem Strel3 zu dienen scheinen. Zum einen wird die verwertbare Lichtmenge redu-
ziert. In Ubereinstimmung mit anderen Studien (Tipping & Murray, 1999; Oksanen et al.,
2005) werden die EpidermisauBBenwand und die Cuticula signifikant verdickt (Kap. 3.15), da
mehr Kohlenstoff-Skelette (hdherer C-Gehalt der Gewebe) zur Verfiigung stehen (Tingey et
al., 2003). Dadurch wird ein groBerer Teil der einfallenden Strahlung reflektiert. Laut Thomas
(2005) ist unter erhdhter CO,-Konzentration die Erh6hung der Blattreflexion ein oft zu beob-
achtendes Phanomen. Eine &hnliche Funktion erfiillen die in groBerer Menge vorhandenen
Carotinoide (Kap. 3.4). Sie tragen als ,,Schutzpigmente* zur nicht-photochemischen Dissipa-
tion von iiberschiissiger Exzitationsenergie bei durch Wirmedissipation oder durch nicht
schéddliche chemische Reaktionen wie dem Xanthophyllzyklus (Lu et al., 2003; Christian,
2005). Zum anderen konnen vorhandene ROS wirksamer durch antioxidative Enzyme besei-
tigt werden, denn die Expression und die relativen Aktivitidten (pro mg Gesamtprotein) von

APO, SOD und GST waren signifikant hoher als unter natiirlich atmosphéarischen Bedingun-
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gen, ebenso die spezifische Aktivitdt der APO (pro mg APO) (Kap. 3.13, 3.14). Die vorlie-
genden Ergebnisse stimmen mit den Studien von Marabottini et al. (2001) und Rao et al.
(1995) iiberein. Erstere verzeichneten eine erhohte Aktivitit von Katalase, APO und SOD bei
trockengestreften Quercus-Arten unter erhohtem CO,, letztere beobachteten eine ldnger an-
haltende hohe Aktivitdt von Glutathion-Reduktase, APO und SOD bei ozongestreStem Wei-
zen. In beiden Fillen wurden die Folgen von oxidativem StreB abgemildert. Ahnliche Ergeb-
nisse erhielten Schwanz & Polle (2001), die die trockentolerante Art Quercus robur und die
nicht tolerante Pinus pinaster untersuchten. Sie fanden heraus, dal Q. robur generell eine
hohere Aktivitdt verschiedener antioxidativer Enzyme aufweist; aulerdem mildert erhohte
CO,-Konzentration bei beiden Arten Schidden durch Trockenstre8 aufgrund einer hoéheren
Stabilitdt antioxidativer Enzyme und einer gesteigerten SOD-Aktivitdt. Da fiir die Funktion
des antioxidativen Systems die Balance zwischen allen daran beteiligten Enzymen eine wich-
tige Rolle spielt, wire es wiinschenswert, fiir A. tripolium auch die Aktivititen der anderen
Enzyme des Halliwell-Asada-Stoffwechselweges zu bestimmen. Nur so lieBe sich seine Be-
deutung fiir die Salztoleranz und deren Beeinflussung durch erhéhte CO,-Konzentration ab-
schlieend beurteilen.

Zur effektiveren Beseitigung von ROS unter erhéhter CO,-Konzentration kdnnen bei A. tripo-
lium auch die vermehrte Akkumulation des HSP 20 und von Prolin (Kap. 3.10, 3.13) beitra-
gen (vgl. S. 92-93). Zudem konnen die genannten Substanzen durch ihre Schutzwirkung auf
Proteine u.a. die Erh6hung der spezifischen APO-Aktivitdt bewirken. Moglicherweise werden
aus demselben Grund auch stirkeabbauende Enzyme weniger stark gehemmt, so da} die
Pflanzen einen verhdltnisméBig groBeren Anteil der Stirke metabolisieren konnen (s.0.). Dal3
die stirkere Prolinanreicherung v.a. in den Blattspreiten auftritt, ist damit zu erklédren, da3 die
Blitter einerseits die primdre Wirkungsstitte fiir erhohtes CO, und andererseits den Hauptort
fiir oxidativen Stref3 darstellen. Die Hauptwurzel bedarf weniger einer zusitzlichen Akkumu-
lation organischer Substanzen als die Blitter, da sie bereits bei natiirlich atmosphérischer
CO;-Konzentration durch einen hohen Gehalt an kompatiblen Substanzen (und durch eine
geringe NaCl-Akkumulation) gut vor den Folgen hoher NaCl-Konzentrationen geschiitzt ist.
Ein konkreter struktureller Hinweis auf eine geringere Belastung durch ROS bei erhohter at-
mosphérischer CO,-Konzentration ist die groBere Anzahl intakter Chloroplasten mit weniger
stark aufgeblédhten Thylakoidmembranen bei den Hochsalzvarianten (Kap. 3.15.3), was auch
Oksanen et al. (2001) bei ozongestreBten Populus-tremuloides- und Betula-papyrifera-
Pflanzen beobachteten. Dies ist von grofer Bedeutung, da den Chloroplasten als dem Ort der

Photosynthese eine Schliisselfunktion bei der Adaptation an Salinitit zukommt. Die Intaktheit
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der Plastiden korreliert mit der héheren Assimilationsleistung von A. tripolium, so daf} selbst
mit weniger Chloroplasten (Abb. 49) eine deutlich hohere Photosyntheserate moglich ist. Auf
diese Weise konnen die Pflanzen wertvolle Energie statt fiir die Chloroplastenbildung oder
—reparatur fiir Mechanismen zur Erhéhung der Uberlebensrate (s.0.) nutzen. Die reduzierte
oxidative Belastung der Zellen unter erhohtem CO, konnte ihrerseits zur gesteigerten ATP-
ase-Aktivitdt von A. tripolium beitragen, denn zumindest die V-ATPase wird durch oxidiertes
Glutathion und durch H,O; inhibiert (Dietz et al., 2001). Die erhohte Aktivitdt von P-, V- und
F-ATPase sowie die verstirkte Expression der ATPase-B-Untereinheit (Kap. 3.13, 3.14.2)
weisen darauf hin, dal} die Strandaster unter erhohter CO,-Konzentration auch vermehrt in
NaCl-Kompartimentierung und/oder in andere Membrantransportprozesse investiert. Fiir die
Sequestrierung des Salzes in den Vakuolen konnen sich zudem die groBeren Mesophyllzellen
(Kap. 3.15.1) positiv auswirken, weil diese groflere Vakoulen und damit eine hohere Kompar-
timentierungskapazitét besitzen (Ayala et al., 1996). Da sich die lonenverteilung innerhalb der
Pflanze bei erhohtem CO, kaum é&ndert, kann man spekulieren, dal neben der NaCl-
Sequestrierung v.a. Transportprozesse von organischen Substanzen betroffen sind, wie z.B.
von den vermehrt akkumulierten Kohlenhydraten. So findet z.B. die Beladung von Saccharo-
se in die Siebrohren sekundir aktiv im Symport mit H' statt, wobei der notwendige elektro-
chemische Gradient von P-ATPasen der Siebrohren erzeugt wird (Marschner, 1995; Offler et
al., 2003). Gezielte elektronenmikroskopische Untersuchungen dieser Zellen sowie des
Phloemparenchyms (z.B. Verdnderungen bei den Transferzellen) konnten genaueren Auf-
schluB3 tiber diesen Sachverhalt geben.

A. tripolium synthetisiert unter erh6hter atmospharischer CO,-Konzentration vermehrt Protei-
ne, die zur Verbesserung der Salztoleranz beitragen (s.0.). Die verstirkte Akkumulation dieser
Proteine sowie von Prolin steht in Einklang mit dem hoheren Gehalt an 16slichem Gesamtpro-
tein sowie mit der Entwicklung des N-Gehalts (Kap. 3.8, 3.12). Letzterer nahm in den Blét-
tern der Kontrollen und der Salzvarianten in Ubereinstimmung mit nahezu allen vergleichba-
ren Studien (Idso & Idso, 2001; Pal et al., 2003; Tingey et al., 2003; Long et al., 2004; Oksa-
nen et al., 2005) signifikant ab (Kap. 3.8). Bei den salzbelasteten Pflanzen hatte die erhohte
CO;-Konzentration jedoch einen deutlich geringeren EinfluB auf den N-Gehalt, so dal} bei
den [CO;]sy0-Varianten kein signifikanter salzbedingter N-Riickgang zu verzeichnen war.
Gleichzeitig stieg in den salzbelasteten Bléttern unter erhéhtem CO, das Verhéltnis von orga-
nischem zu anorganischem Stickstoff an, was darauf hinweist, da} dieser effektiver assimi-
liert und fiir lebenserhaltende Salztoleranzmechanismen genutzt wird (z.B. hoherer Gehalt an

Prolin, Proteinen, Chlorophyll; vgl. auch S. 84). Auch die erwartungsgemal (s. Kap. 1) hohe-
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re Stickstoffnutzungseftizienz — bei Salinitdt bedingt durch den hoheren C-Gehalt der Gewebe
— stellt fiir die Pflanze einen Vorteil dar. Dieser positive EinfluB von erhéhter CO,-
Konzentration auf den N-Gehalt der salzbelasteten Pflanzen diirfte zur Verbesserung der Salz-
toleranz beitragen.

Abgesehen von den Elementen C und N bewirkte eine Erhhung der atmosphérischen CO;-
Konzentration nur geringfiigige Anderungen des Mineralstoffhaushalts von A. tripolium, bei
deutlich hoherer Uberlebensrate der Pflanzen (Kap. 3.1.2). Das ist neben den nur geringen
Anzeichen von Ionentoxizitdt und lonenungleichgewicht unter natiirlich atmosphérischer
CO;-Konzentration (s. S. 85) ein weiteres Indiz dafiir, dal diese Faktoren nicht als hauptver-

antwortlich fiir die begrenzte Salztoleranz der Strandaster angesehen werden konnen.

Die obige Betrachtung zeigt, daf3 eine erhohte atmosphirische CO,-Konzentration die Salzto-
leranz von A. tripolium verbessert, indem sie die Photosyntheserate steigert und damit einer-
seits direkt oxidativen StreB verringert und andererseits der Pflanze mehr Energie fiir lebens-
erhaltende, salztoleranzfordernde Mechanismen zur Verfiigung stellt (vgl. Abb. 56). Diese
setzt die Strandaster v.a. fiir die wirksame Reduktion von oxidativem Stref ein. Aus den Er-
gebnissen kann man schlieBen, daB3 es sich bei Aster tripolium um einen vielversprechenden
,cash-crop“-Halophyten handelt, der vermutlich von einem zukiinftig steigenden atmosphari-
schen CO;-Gehalt profitieren wird und sich in seinem gesamten natiirlichen Verbreitungsge-
biet zur Kultivierung unter Brackwasserbewisserung (bis 250 mol m™ NaCl) eignet. Die vor-
liegende Studie legt einen Grundstein fiir eine erfolgreiche und nachhaltige dauerhafte Nut-
zung von A. tripolium, die dazu beitragen kann, dem globalen Klimawandel und seinen Fol-
gen entgegenzuwirken und die Lebensgrundlage der Menschen in ariden Klimazonen zu si-

chern.
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Desertifikation und damit einhergehende Bodenversalzung begrenzen in ariden und semiari-
den Klimazonen zunehmend den Nutzpflanzenanbau und bedrohen die Lebensgrundlage zahl-
reicher Menschen. Eine vielversprechende Losung fur dieses Problem stellt die nachhaltige
dauerhafte Nutzung von ,,cash-crop“-Halophyten unter Meerwasserbewdasserung dar, denn sie
ermoglicht die Entsalzung von Bdden und die Wiedernutzbarmachung von degradiertem
Land. Hierflr sind jedoch u.a. Informationen (ber salztoleranzférdernde und -begrenzende
Mechanismen der in Frage kommenden Arten unverzichtbar. Vor diesem Hintergrund diente
die vorliegende Arbeit dazu, die Adaptationsmechanismen des potentiellen ,,cash-crop*-
Halophyten Aster tripolium an NaCl-Salinitat zu untersuchen und die bei Salinitdt wachs-
tumseinschrankenden Faktoren (osmotische Effekte, Reduktion des CO,-Gaswechsels, lonen-
toxizitat, lonenungleichgewicht) zu ermitteln. Dazu wurden die Strandastern in einem
Schnelltestsystem mit N&hrldsungen finf verschiedener Salinitatsstufen (0%, 25%, 50%, 75%
und 100% Meerwassersalinitat) bewassert. Aufbauend auf Basisdaten zu Wasserhaushalt,
Gaswechsel und Mineralstoffhaushalt wurden weiterfiihrende spezielle Untersuchungen (Ult-
rastruktur, Proteom-Analyse, Aktivitat antioxidativer Enzyme) durchgefihrt. Fur die Zukunft
wird eine steigende atmosphdrische CO,-Konzentration prognostiziert, die aufgrund ihrer
positiven Auswirkung auf Wasserhaushalt und Photosyntheserate die Salzvertraglichkeit von
Cs-Pflanzen wie A. tripolium verbessern kann; andererseits kann die dauerhafte Nutzung von
Halophyten zur CO,-Sequestrierung - also zur Abmilderung des Treibhauseffektes - beitra-
gen. Daher wurde auRerdem der Einflu® von erhohter atmosphérischer CO,-Konzentration
auf die Salztoleranz von A. tripolium untersucht, indem die Auswirkungen von NaCl-Salinitét
auf die in Open-Top-Kammern angezogenen Pflanzen unter natiirlich atmospharischer (ca.
380 ppm) und erhéhter CO,-Konzentration (ca. 520 ppm) verglichen wurden.

An wichtigen Ergebnissen sind zu nennen: Unter natlrlich atmosphérischer CO»-
Konzentration sank das Blattwasserpotential von A. tripolium als Reaktion auf NaCl-Salinitat
deutlich unter dasjenige der Nahrldsung, was dafir spricht, dal} die Pflanzen gentigend Was-
ser aufnehmen konnten. Andererseits war aufgrund des sinkenden Turgors der Hochsalzvari-
anten nicht auszuschlieRen, daB es zu Wassertransport- und -verteilungsproblemen innerhalb
der Pflanze kam. Die osmotische Adaptation erfolgte in allen Pflanzenorganen insbesondere
durch die Akkumulation von Na* und CI" (Inkludertyp). Auffallig war die unterschiedliche
Verteilung des Salzes zwischen den verschiedenen Organen. Die Nebenwurzeln wiesen eine

hohe, die Blattstiele dagegen eine niedrige K/Na-Selektivitat auf. Diese beiden Organe dien-
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ten als ,,Salzfilter”, die die Blattspreiten, v.a. aber die Hauptwurzel — das als Reservespeicher
dienende Uberwinterungsorgan - vor einer (ibermaBigen Salzakkumulation bewahrten. Insge-
samt waren nur geringe Anzeichen von lonentoxizitat und lonenungleichgewicht zu beobach-
ten, so dal} diese Faktoren die Salztoleranz nicht entscheidend zu begrenzen scheinen. Fiir die
Aufrechterhaltung der lonenhomgostase sind die signifikant erhdhte ATPase-Expression und
-Aktivitat sowie die groRere Anzahl von Vesikeln von Bedeutung, die auf eine effektive lo-
nenkompartimentierung und einen vermehrten energieabhéngigen selektiven lonentransport
hinweisen. Dem Erhalt der lonenhomoostase diente auch die Erhohung des stomataren Wi-
derstandes (Rs), welche die Salzakkumulation reduziert. Gleichzeitig wurde durch das Schlie-
Ren der Stomata der Wasserverlust vermindert, was auch durch verdickte Blattepidermis-
Wande, eine dickere Cuticula, durch eine Erhéhung der ,,leaf mass to area ratio* und durch
eine Verkleinerung der Interzellularrdume erreicht wurde. Die letzten beiden Faktoren be-
wirkten zusammen mit dem erhohten Rs eine Abnahme der intrazellularen CO,-
Konzentration, eine gesteigerte Photorespiration, eine Reduktion der Nettoassimilationsrate
und damit auch der Wassernutzungseffizienz (WUE). Daher ging das Pflanzenwachstum sig-
nifikant zurtick; die Salztoleranzgrenze (d.h. halbmaximales Wachstum) betrug ca. 250 mol
m™ NaCl. Die verringerte Photosyntheserate zog einen sekundaren, unspezifischen StreR nach
sich, ndmlich eine vermehrte Belastung durch oxidativen StrelR (ROS), die sich ultrastruktu-
rell durch Aufblahungen der Thylakoidmembranen zeigte. Es wird deutlich, da oxidativer
Strel3 ein entscheidender Faktor fir die Biomassereduktion und die begrenzte Salztoleranz
von Aster tripolium ist und daR dessen Beseitigung eine wichtige Rolle fiir die Uberlebensfa-
higkeit der Pflanze bei Hochsalz spielt; zahlreiche Reaktionen der Strandaster auf Salinitét
dienten der Verminderung von oxidativem Strel3. So wurde die verwertbare Lichtmenge durch
die verdickte Epidermisauf’enwand und die verdickte Cuticula reduziert, die eine verstarkte
Lichtreflexion bewirken. Eine &hnliche Funktion hat die Abnahme des Chlorophyligehalts
und der Anstieg des Chlorophyll-a/Chlorophyll-b-Verhéltnisses in den adulten Blattern, denn
auf diese Weise wird der ElektronenfluB durch die Photosysteme vermindert. Die Expression
der antioxidativen Enzyme Superoxid-Dismutase (SOD), Ascorbat-Peroxidase (APO) und
Glutathion-S-Transferase (GST) erhohte sich bei NaCl-Salinitat deutlich, so dal? trotz einer
Reduktion der spezifischen Aktivitaten (pro mg des jeweiligen Enzyms) aller drei Enzyme die
relative Aktivitat der GST konstant blieb und diejenige von SOD und APO sogar einen leich-
ten Anstieg zeigte. Die vermehrte Akkumulation von Prolin und vom Hitzeschockprotein
(HSP 20) trug ebenfalls dazu bei, ROS zu detoxifizieren. Diese beiden Substanzen kdnnen

zudem andere Funktionen hinsichtlich der Salztoleranz erfiillen, wie z.B. Chaperonwirkung;
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dasselbe gilt fir die in den Hauptwurzeln verstarkt akkumulierten niedermolekularen Kohlen-
hydrate.

Erhohte atmospharische CO,-Konzentration flihrte erwartungsgemaR zu einer deutlichen
Steigerung der Nettophotosyntheserate, was bei hoheren Salintidten eine Verbesserung der
WUE bewirkte. Letzteres zeigt, in Ubereinstimmung mit dem hoheren Wasserpotential, eine
bessere Wasserversorgung der Pflanze an. Der stomatdre Widerstand wurde vermindert, was
darauf hinweist, dal hinsichtlich des Gaswechsels nicht in erster Linie die Vermeidung von
Wasserverlust, sondern die Reduktion der Photorespiration und die Maximierung der Photo-
syntheserate im Vordergrund stand. Auf diese Weise konnte oxidativer Strel3 vermindert wer-
den. Die hohere Assimilationsrate hatte eine bessere Versorgung der Pflanzen mit energierei-
chen organischen Substanzen zur Folge, was sich in einer groBeren Menge nicht-struktureller
Kohlenhydrate zeigte. Diesen zusatzlichen Energiepool investierten die salzbelasteten Strand-
astern nicht in eine erh6hte Produktion von Biomasse, sondern in lebenserhaltende, die Salz-
toleranz fordernde Mechanismen, welche in erster Linie die Reduktion von oxidativem Stref3
bewirkte. So wurden die Blatt-Epidermisaulenwande und die Cuticula zusatzlich verdickt,
mehr Carotinoide wurden synthetisiert, SOD, APO und GST wiesen erhohte Expressionen
und Aktivitaten auf, und es wurde mehr Prolin und HSP 20 akkumuliert als unter naturlich
atmospharischen Bedingungen. Als Indiz fir eine geringere Belastung der Zellen durch ROS
spricht, dall mehr intakte Chloroplasten mit weniger aufgeblahten Thylakoidmembranen vor-
handen waren. Aul3er in die Beseitigung von oxidativem StreR investierte A. tripolium unter
erhohter atmosphérisher CO,-Konzentration vermutlich auch vermehrt in selektive lo-
nentransportprozesse, worauf die verstarkte ATPase-Expression und —aktivitat hinweisen. Die
eben geschilderten Mechanismen fiihrten zu einer hoheren Uberlebensrate der Pflanzen bei
NaCl-Salinitat, d.h. zu einer verbesserten Salztoleranz. Die Ergebnisse der Studie sprechen
dafur, dal3 es sich bei Aster tripolium um einen vielversprechenden ,,cash-crop“-Halophyten
handelt, der in seiner Verbreitung von einem zukinftig steigenden atmosphérischen CO,-
Gehalt vermutlich profitieren wird. Seine nachhaltige dauerhafte Nutzung kann dazu beitra-
gen, dem globalen Klimawandel und dessen Folgen entgegenzuwirken und die Lebensgrund-

lage der Menschen in ariden Klimazonen zu sichern.
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Erginzende Versuchsergebnisse zu den Sommerkulturen
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Abb. Al.1. Keimungsrate im zeitlichen Verlauf bei verschiedenen Salinititen.

Kontrolle

Abb. Al1.2. Habitus von Aster tripolium in der vegetativen Phase bei verschiedenen Salinititen unter
[COs]ss0- @) Kontrollen kurz vor der Ernte; b) 500 NaCl-Varianten kurz vor der Ernte.
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Abb. Al.3. Gesamt-Biomasse pro Pflanze bei verschiedenen Salinitdten unter [CO,]sg0 und [CO;]s20
(Sommerkultur 2001). a) Frischgewicht; b) Trockengewicht. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten
signifikante Unterschiede zwischen den Salinitéten (p<0,05). * bedeutet signifikanter Unterschied
(p<0,05) zwischen den CO,-Ansétzen.
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Tab. Al.1. Blattanzahl pro Pflanze, Fldche pro Blatt (jeweils Mittelwerte aus den Sommerkulturen
2002 und 2003) und SproB3/Wurzel-Verhéltnis (Mittelwerte aus den drei Sommerkulturen) bei ver-
schiedenen Salinitdten unter [CO; 350 und [CO;]s50. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante
Unterschiede zwischen den Salinitéiten (p<0,05). * bedeutet signifikanter Unterschied (p<0,05) zwi-
schen den CO,-Ansétzen.

Blattanzahl Flache/Blatt Flache/Blatt (ju- Sprofl/Wurzel-
(adult) venil) Verhéltnis
[cm’] [cm’]
Kontrollesg, 57 a 88,86 27,33 a 1,95
+13 +18,19 +7,10 +0,2
125 NaClsg, 34 68,39 23,30 1,36
o b 109 @ 4398 2 015 °
250 NaClsgy 32 55,94 17,75 1,56
5 0 1763 0C 47 W 037 @
375 NaClsgy 27 39,64 12,45 1,51
5 0 15091 510 2C 1035 P
500 NaClsgg 17 c 38,04 q 8,98 c 1,75 ab
+5 49,55 +3,46 +0,49
Kontrollesy 62 a 82,2 a 27,50 a 1,88 a
+16 4262 +7,16 +0,37
125 NaClsy 40 72,8 18,92 ab 1,68 a*
+10 42289 +3 81 +0,25
250 NaClsyg 32 b 54,02 a 16,61 b 1,61 a
+6 +11,55 +4,81 40,46
375 NaClsy 29 b 47,82 b 9,77 c 1,66 a
+5 49,84 +2.35 +0,35
500 NaClsyg 19 c 44,19 b 9,49 c 1,99 a
+3 +15,69 4291 +0,36

Tab. Al.2. Blattanzahl pro Pflanze und Fldche pro Blatt bei verschiedenen Salinitdten unter [CO,]350
und [CO;]s20 (Sommerkultur 2001). Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede
zwischen den Salinitdten (p<0,05). * bedeutet signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den CO,-

Ansitzen.
Blattanzahl Flache/Blatt (adult) Flache/Blatt (juvenil)
[cm’] [em’]

Kontrollesg 124426 a 66,55+6,57 ab 31,2442,15 a
125 NaClsgy 62+12 b 72,8343,83 a 28,01+4,87 a
250 NaClsg 66+7 b 56,24,34+4,65 ab 26,08+4,37 ab
375 NaClsg 40+6 b 58,09+10,88 ab 16,94+1,64 bc
500 NaClsg 3717 b 46,09+16,75 b 10,05+4,01 c
Kontrollesy 10113 a 91,00+19,35 a 35,01+8,83 a
125 NaClsy 59+11 ab 87,25+6,81 a 22,13+4,05 abc
250 NaClsy 60£13 ab 58,01+5,66 ab 20,06+2,01 abc
375 NaClsy 44420 bc 57,16+5,66 ab 12,96+5,41 bc
500 NaClsy 19+1 c 42,03£15,75 b 13,4+3,99 c
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Abb. Al.4. Frischgewichte der Pflanzenorgane bei verschiedenen Salinititen (Mittelwerte aus den
Sommerkulturen 2002 und 2003). a) [COs]350; b) [CO2]s20. HW = Hauptwurzel; NW = Nebenwurzel.
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Abb. A1.5. Frischgewichte der Pflanzenorgane bei verschiedenen Salinititen (Sommerkultur 2001).
a) [COx]s50; b) [CO2]s2.
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Abb. A1.6. Organische Matrix bei verschiedenen Salinitdten. a) [CO;]sz0; b) [CO1]s20. Ba = adultes
Blatt; Bj = juveniles Blatt; Sa = adulter Blattstiel; Sj = juveniler Blattstiel; HW = Hauptwurzel;
NW = Nebenwurzel.
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Abb. A1.7. Aschegewichtsanteil in % Trockengewicht bei verschiedenen Salinitéten.
a) [COx]350; b) [CO2]s20.
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Abb. A1.8. Wassergehalt in % Frischgewicht bei verschiedenen Salinitdten. a) [CO,]350; b) [CO2]s20.



& ¢

ANHANG 1

Chl a[mg g™ FG]

18
1,6
1.4
1,2 4

a)

08 1
06 1
04 |
02 |

b)

Ba Bj

Ba

‘ OKontrolle @M 250 NaCl

W 500 NaCl

Chl b [mg g* FG]

0,6 o
0,5
0,4
0,3

0,2

0,1

d)

Ba Bj

Ba

‘ OKontrolle @ W 250 NaCl

W 500 NaCl

Car [mg g*FG]

0,014
e)

0,012
0,01 -
0,008
0,006

0,004

0,002 A

f)

a

T

Ba Bj

Ba

‘ OKontrolle @ W 250 NaCl

500 NaCl |

Bj

Abb. A1.9. Pigmentgehalte, bezogen auf das Frischgewicht, bei verschiedenen Salinitéten.
a), b) Chlorophyll-a-Gehalt; ¢), d) Chlorophyll-b-Gehalt; ¢), f) Carotinoidghalt.
a), ©), ) [COx]550; b), d), f) [CO2]s20.
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Abb. A1.10. Natriumgehalt bei verschiedenen Salinititen unter [CO,]spo.
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Abb. A1.11. Kaliumgehalt bei verschiedenen Salinititen unter [CO;]sz0.
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Abb. A1.12. Kalium/Natrium-Verhéltnis bei verschiedenen Salinitdten. a) [CO;]3z0; b) [COx]s20.
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Abb. Al1.13. Kalium/Natrium-Selektivitit bei verschiedenen Salinitdten unter [CO,]s20.
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Abb. Al.14. Kalziumgehalt bei verschiedenen Salinitdten unter [CO;]sz0.
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Abb. A1.15. Magnesiumgehalt bei verschiedenen Salinititen unter [CO,]szo.
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Abb. A1.16. Chloridgehalt bei verschiedenen Salinitdten unter [CO,]spo.
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Abb. A1.17. Nitratgehalt bei verschiedenen Salinitdten unter [CO;]sz0.
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Abb. A1.18. Phosphatgehalt bei verschiedenen Salinititen unter [CO,]szo.
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Abb. A1.19. Sulfatgehalt bei verschiedenen Salinitdten. a) [CO;]3z0; b) [CO2]s20.
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Abb. A1.20. Schwefelgehalt der Kontrollen und der 375 NaCl-Varianten. a) [COs]350; b) [CO1]520.
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Abb. A1.21. Saccharosegehalt bei verschiedenen Salinitéten. a) [COx]3s0; b) [CO2]s20.
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Abb. A1.22. Glucosegehalt bei verschiedenen Salinitéten. a) [CO;]3z0; b) [CO2]s20.
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Abb. A1.23. Fructosegehalt bei verschiedenen Salinitéten. a) [CO,]350; b) [CO2]s20.
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Abb. Al1.24. Gele der Sommerkultur 2003. a) Kontrolle 350; b) 375 NaCl 350; ¢) Kontrolle sy0;
d) 375 NaCl sy. Die roten Pfeile und Zahlen markieren diejenigen Proteine, die zur genaueren Aus-
wertung herangezogen wurden, da ihre Expression bei NaCl-Salinitdt und/oder erhohter CO,-
Konzentration verstarkt war. ,,R. gr.“ (R. kl.) = groBe (kleine) Untereinheit der Rubisco.
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Abb. A1.25. Querschnitt durch Stoma (Helleborus-Typ) und Atemhéhle in der unteren Epidermis
einer Kontrollvariante. uE = untere Epidermis; C = Cuticula; S = Stoma; Sz = Schlie8zelle;
A = Atemhohle; Pfeile zeigen auf hérnchenformige Wachsfortsétze.

Abb. A1.26. Querschnitt durch Palisadenparenchym und Leitbiindel. a) Kontrolle; b) 375 NaCl.
oE = obere Epidermis; PP = Palisadenparenchym; X = Xylem; P = Phloem; S = Stoma.
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Abb. A1.27. Durchmesser der Metaxylem-Gefaf3e bei den Kontrollen und bei den 375 NaCl-
Varianten. a) [C02]380; b) [C02]520.

ApeV == 100 im
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Abb. A1.28. Haar in der oberen Epidermis. Es besteht aus einer Sockelzelle, zwei kiirzeren und einer
langen, zugespitzten Zelle.

Abb. A1.29. Zellwinde im Palisadenparenchym mit Protuberanzen (Pfeile). a) Kontrolle; b) 375
NaCl. Zw = Zellwand; Cp = Cytoplasma; Ch = Chloroplast;
ER = Rauhes Endoplasmatisches Reticulum.
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Versuchsergebnisse (Mittelwerte und Standardabweichungen) der beiden Winterkulturen

a) 100
90 1
80 1
70 1
60 -

50
Pso-Wert
40 i s N s s
30 4

20 A

Gewicht [g]

10 A

Kontrolle 125 NaCl 250 NaCl 375 NaCl 500 NaCl

b) 12

10 A

TG [g]
QD

Kontrolle 125 NaCl 250 NaCl 375 NaCl 500 NaCl

Abb. A2.1. Gesamt-Biomasse pro Pflanze bei verschiedenen Salinitéten.
a) Frischgewicht; b) Trockengewicht. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante
Unterschiede zwischen den Salinitéten (p<0,05).
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Abb. A2.2. Frischgewichte der Pflanzenorgane bei verschiedenen Salinitéten.
HW = Hauptwurzel; NW = Nebenwurzel.

Tab. A2.1. Blattanzahl, Blattflaiche und SproB3-Wurzel-Verhéltnis bei verschiedenen Salinitéten.
Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede zwischen den Salinitéten (p<0,05).

Blattanzahl Flache/Blatt Flache/Blatt Sprofl/Wurzel-
(adult) [cm’] (juvenil) [em®] Verhiltnis

Kontrolle 67 a 86,43 34,59 a 2,88 a
+9 +12,76 +7,26 +0,39

125 NaCl 35 b 73,19 b 21,54 1,53 b
+9 <1185 P | 467 2 | 2028

250 NaCl 29 b 59,53 be 17,82 be 1,92 ab
+17 +11,56 +3,25 0,46

375 NaCl 27 b 48,34 c 14,19 be 2,11 ab
+5 +11,73 +2,99 +0,51

500 NaCl 18 b 42,68 c 11,10 c 2,43 ab
+9 +11,07 +8,01 +1,11
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Abb. A2.3. Organische Matrix bei verschiedenen Salinititen. Ba = adultes Blatt; Bj = juveniles Blatt;
Sa = adulter Blattstiel; Sj = juveniler Blattstiel; HW = Hauptwurzel; NW = Nebenwurzel.

AG [%]

Ba Bj Sa Sj HW NW
[OKontrolle E125 NaCl [250 NaCl M375 NaCl 500 NaCl|

Abb. A2.4. Aschegewichtsanteil in % Trockengewicht bei verschiedenen Salinitéten.

Wassergehalt [%]

Ba Bj Sa Sj HW NW

[OKontrolle 125 NaCl ©250 NaCl B 375 NaCl B 500 NaCl|

Abb. A2.5. Wassergehalt in % Frischgewicht bei verschiedenen Salinititen.



ANHANG 2

Wasserpotential [MPa]
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bc
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Abb. A2.6. Wasserpotential junger, voll entwickelter Blatter bei verschiedenen Salinitdten. Die Linien

innerhalb der Sdulen zeigen das Wasserpotential der Néhrlosung an.

Tab. A2.2. Gaswechselparameter bei verschiedenen Salinititen (Messung bei einer Lichtstirke von
200-300 pmol m™ s™). A =Nettophotosyntheserate; E = Transpiration; Ry = Stomatirer Widerstand;
WUE = Wassernutzungseffizienz der Photosynthese; C; = Blattinterne CO,-Konzentration;

DA = Dunkelatmung.

A E R WUE (@ DA
[mol m?s™] | [molm?s™']| [scm™] | [umol CO, * [ppm] [mol m™?s™]
mmol”' H,0]

Kontrolle 9,80 a 3,72 a| 249 a 3,75 a | 3123 a -2,22 a
+2,10 +1,4 +0,85 +1,57 +44.8 +0,61

125 NaCl 5,57 b 0,79 b| 1575 b 9,84 b | 1832 b
+2,75 +0,37 +4,88 +3,76 +31,19

250 NaCl 416 bc| 0,56 b| 162 b 8,19 b | 202,1 b
+1,58 +0,21 +4,66 +2,73 +40,2

375 NaCl 5,17  bc 1,02 b| 11,53 b 5,85 cd| 2423 b
+1,25 +0,35 +1,87 +2,02 +35,3

500 NaCl 3,79 c 0,73 b| 1587 b 5,30 d| 21,6 b -3,40 b
+1,93 +0,27 +5,89 +1,53 +47,7 +1,83
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Abb. A2.7. Pigmentgehalte, bezogen auf die Blattfliche, bei verschiedenen Salinitéiten.
a) Chlorophyll-a-Gehalt; b) Chlorophyll-b-Gehalt; ¢) Carotinoid-Gehalt; d) Chlorophyll a/Chlorophyll
b-Verhiltnis.
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Abb. A2.8. Pigmentgehalte, bezogen auf das Frischgewicht, bei verschiedenen Salinitéten.
a) Chlorophyll a-Gehalt; b) Chlorophyll b-Gehalt; ¢) Carotinoid-Gehalt.
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Abb. A2.9. Osmotisches Potential bei verschiedenen Salinititen.

Tab. A2.3. Differenz zwischen dem Wasserpotential und dem osmotischen Potential
(anndhernd = Turgordruck) bei verschiedenen Salinitéten.

normal-CO,
Kontrolle 0,77
125 NaCl 0,34
250 NaCl 0,30
375 NaCl -0,14
500 NaCl -0,59
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Abb. A2.10. Natriumgehalt bei verschiedenen Salinitdten.
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Abb. A2.11. Kaliumgehalt bei verschiedenen Salinititen.
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Abb. A2.12. Kalium/Natrium-Verhéltnis bei verschiedenen Salinitéten.
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Abb. A2.13. Kalium/Natrium-Selektivitit bei verschiedenen Salinititen.
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Abb. A2.14. Kalziumgehalt bei verschiedenen Salinititen.
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Abb. A2.15. Magnesiumgehalt bei verschiedenen Salinitdten.
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Abb. A2.16. Kohlenstoff-, Stickstoff- und Schwefelgehalt der Kontrollen und der 375 NaCl-
Varianten. a) C-Gehalt; b) N-Gehalt; ¢) C-N-Verhiltnis; d) S-Gehalt.
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Abb. A2.17. Gehalt an 16slichen Gesamt-Kohlenhydraten bei verschiedenen Salinitéten.
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Abb. A2.18. Gehalt an 16slichem Gesamt-Protein bei verschiedenen Salinititen.
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Abb. A2.19. Vertikale Ausdehnung der einzelnen Blattgewebe und des gesamten Blattes im
Querschnitt bei den Kontrollen und bei 375 NaCl. oE = obere Epidermis; PP = Palisadenparenchym;
zP = zentrales Parenchym; SP = Schwammparenchym; uE = untere Epidermis.
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Abb. A2.20. Zellausdehnung bei den Kontrollen und bei 375 NaCl. a) vertikale Ausdehnung;
b) horizontale Ausdehnung. PP = Palisadenparenchym; zP = zentrales Parenchym,;
SP = Schwammparenchym.
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Abb. A2.21. Prozentualer Interzellularenanteil pro Flache bei den Kontrollen und bei 375 NaCl.
PP = Palisadenparenchym; zP = mittleres Parenchym; SP = Schwammparenchym.
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