Chlorophyllfluoreszenz und Wassergehalt
einer Fusionsnachkommenschaft von
P. tremula x F. tremuloides und Populus nigra

unter Trockenheit
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Die Verflgbarkeit von Wasser ist beim Anbau von Baumen auf einer Kurzumtriebsplantage (KUP) ein entscheidender Faktor. Einerseits kann eine
Trockenperiode wahrend der Anlagephase zu hohen Ausfallen fuhren. Andererseits soll die Anlage von KUP auf Marginalstandorten erfolgen, um
eine Konkurrenz mit der Nahrungsmittelproduktion auszuschlief3en. Diese Flachen weisen allerdings haufig neben einer verringerten Nahrstoffver-
fgbarkeit auch eine unzureichende Wasserversorgung auf. Um eine wirtschaftliche Produktion zu ermoglichen, ist die Zlchtung trockentoleranter
Sorten fur den Anbau in KUP erforderlich.

Da flr die Photosynthese Wasser als Elektronendonator benotigt wird, kann sich ein Defizit im Wasserhaushalt direkt auf die Photosynthese auswir-
ken und die Fluoreszenz des Chlorophyll a-Molekuls im Reaktionszentrum des Photosystems Il beeinflussen [1]. Die Messung der Chlorophyllfuo-
reszenz kann als nicht-invasives, fruhzeitiges Diagnosewerkzeug beispielsweise zur Identifikation von leistungsstarken Klonen eingesetzt werden.
Sie ermOglicht einen detaillierten Einblick in die Effizienz der einzelnen Bestandteile der Photosynthesekette, wie z.B. in den flr die Elektronenver-
sorgung der photosynthetischen Elektronentransportkette verantwortlichen wasserspaltenden Komplex [1, 2].

Die verschiedenen Pappelarten und Hybriden besitzen unterschiedliche Eigenschaften. Wahrend die Hybride Populus tremula x Populus tremuloi-
des (Hybridaspe) an den Boden geringe Anspriche hinsichtlich des Wasser- und Nahrstoffgehaltes stellt [3], zeigt die Art Populus nigra eine gute
Vermehrbarkeit GUber Steckholzer, eine fur den Anbau in KUP ebenfalls wichtige Eigenschaft. Da diese Arten durch klassische Kreuzung schwer zu
erhalten sind, wurden Protoplastenfusionen zwischen der Hybride P. tremula x P. tremuloides und der Art Populus nigra durchgefihrt.

Material und Methoden: a)

Aktivitat des Wasserspaltekomplexes 2112/14

Pflanzen des Hybriden P, tremula x P, tremuloides (Klon “Miinden 2°) und der Art P. nigra wurden in vitro etabliert, anschlieBend Protoplasten 1 = 1803 (2n)

isoliert und diese einem elektrischen Feld ausgesetzt (durchgefihrt von der Fa. Phytowelt, K6In). Die Fusionsprodukte wurden an drei Mik- 0.6 : . e 1281 s
rosatelliten-Loci analysiert und P. tremula x P. tremuloides zugeordnet (durchgefuhrt vom von Thunen Institut, Institut far Forstgenetik, GroB- . Py G
hanSdorf) . 0.5 14-04

Die Pflanzen wurden in Erde Uberfuhrt und bis zu einer GroBe von durchschnittlich 37 cm kultiviert. AnschlieBend wurde die Wasserversorgung B R 6 o

der Pflanzen eingestellt. 1 v 1407

Die Messung der Chlorophylifluoreszenz wurde an Tag 5 nach der letzten Wassergabe mit einer Pocket PEA (Hansatech Ltd. England) o v}‘;.""‘.' S T

durchgefuhrt. Die Daten wurden mit einer optimierten und erganzten Spezialsoftware (Biolyzer, Prof. R. Strasser, Genf & Daniel-Weber-Biomo-

14-08
nitoring, Frankfurt) aufbereitet und eine differentielle Fluoreszenzkinetik (AWK) durch Subtraktion der zwischen 50 Microsekunden und 2,0 021 % S A « B
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des Wasserspaltekomplex lassen sich im Bereich zwischen 300 und 600 us ablesen. 5

Um den Wasserstatus der Pflanzen zu bestimmen wurde der Relative Blattwassergehalt durch Wiegen (Frischgewicht, Turgeszenzgewicht, ool Dot o " i
Trockengewicht) an Tag 7, 19 und 26 nach der letzten Wassergabe bestimmit. %, ’ H LR -
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Ergebnisse und Diskussion:

Trockenstress bei Pflanzen kann zuverlassig durch das Messen der von Blattern emittierten Chlorophyllfluoreszenz er-

kannt werden. Abbildung 1 zeigt die differentielle Kinetik A, am Tag 5 nach der letzten Wassergabe (Abb. 1 a) und der 190
Relative Wassergehalt nach 26 Tagen Trockenheit (Abb. 1 b) von 10 Linien (14-01 bis 14-10) einer Fusionsnachkom-

menschaft. Zusatzlich wurden die Daten fur den Ausgangsklon der Fusion (18-03) und den triploiden Klon "Astria” (18- o ;‘,\\:RN_HM
01) aufgetragen. S e e,
Eine typische Erh6hung der Chlorophyll a-Fluoreszenz in der differentiellen Fluoreszenzkinetik unter Hitze- und Trocken-

stress konnte z.B. auch von Oukarroum et al. [1] und Guissé et al. [4] beobachtet werden. 60-
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) Relativer Blattwassergehalt 2112/14
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Obwohl fur alle Fusionslinien das gleiche Ausgangsmaterial in den Protoplastenfusionen eingesetzt wurde, unterscheiden
sich die einzelnen Linien zum Teil stark in ihren Relativen Blattwassergehalten und in ihrer differentiellen Fluoreszenzki- 7 T el \‘\?1?:;:}:\:-
netik voneinander. Ursache flr die erhaltenen Unterschiede konnte die unterschiedliche chromosomatische Zusammen- N e \f
setzung der Genome sein. Bei der Protoplastenfusion konnten einzelne Chromosomen oder Chromosomenabschnitte 2. B T o
nicht Ubertragen worden sein. Dies konnte zu einer unterschiedlichen Trockentoleranz fihren.

Eine deutlich erhdhte Chlorophylifluoreszenz konnte bereits nach 5 Tagen Trockenheit in den Linien 14-06, 14-07, 14-08

und 14-09, sowie dem Klon “Astria’, beobachtet werden (Abb. 1 a). 0

In einem Vergleich mit dem Relativen Blattwassergehalt (siehe Abb. 1 b) zeigte sich, dass die Linien 14-07, 14-08, 14-09
und der Klon “Astria” nach 26 Tagen Exposition die geringsten Blattwassergehalte aufwiesen. Umgekehrt besaBen Lini-
en, deren Chlorophyllfluoreszenz am Tag 5 nicht erhoht war, einen deutlich h6heren Relativen Wassergehalt. Insgesamt
konnte eine Korrelation zwischen der differentiellen Chlorophyllfluoreszenz zum Zeitpunkt 300 ys und dem Relativen
Blattwassergehalt von -0,60 nachgewiesen werden (Abb. 1 ¢)

In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass verschiedene Linien aus Protoplastenfusionsexperimenten, far welche
die selben Ausgangsklone eingesetzt wurden, unterschiedlich auf Trockenheit hinsichtlich ihres Relativen Blattwasser-
gehaltes reagierten und sich dies bereits teilweise nach 5 Tagen in einer erhohten Chlorophyllfluoreszenz nach 300 us
Im Vergleich zu den entsprechenden bewasserten Kontrollpflanzen zeigte. Die Analyse der differentiellen Fluoreszenz-
kinetik wahrend der ersten 2 Millisekunden einer insgesamt eine Sekunde dauernden Messung kann einen Hinweis auf
trockentolerante Sorten bereits nach wenigen Tagen Wassermangel geben, wobei auch genetisch ahnliches Material
unterschiedlich reagiert.
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Die differentielle Fluoreszenzkinetik stellt nur einen Teilaspekt der durch die Messung der Chlorophyllfluoreszenz gewon- o " - - -
nenen Informationen dar. Es lassen sich eine Vielzahl unterschiedlichster Parameter aus den Punkten der Messkurven AW/ bei 300 Mikrosekunden

bestimmen, mit der sich z.B. die photosynthetische Leistungsfahigkeit, der Wirkungsgrad der Photosysteme oder das

Verhaltnis von transportierten Elektronen pro absorbiertem Lichtquant berechnen lassen. Zusatzliche Parameter zur
frihzeitigen Erkennung trockentoleranter Sorten kdnnen identifiziert werden.

Weiterhin sollten einzelne Linien, die trockentolerant waren bzw. sensibel auf Trockenheit reagierten, mit Mikrosatelliten
hinsichtlich des Fehlens einzelner Chromosomen bzw. -abschnitte untersucht werden.

Abb. 1:

a) Differentielle Fluoreszenzkinetik im initialen Bereich der
Photosynthesekette nach 5 Tagen Exposition

b) Relativer Blattwassergehalt nach 26 Tagen Exposition

c) Korrelation der differentiellen Fluoreszenzkinetik und des
Relativen Blattwassergehaltes

Der Versuch wurde im Rahmen des Projektes ZUEND durchgefiihrt, das von der Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. finanziert wird.
Besonderer Dank gilt Silvia Kohler und Tina Wetzel flr die optimale Betreuung der in vitro-Kulturen.
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