12 Trockenstress

Kontrolliert unter Stress

Durch den Klimawandel geraten Biume immer starker unter Stress. Insbesondere lang
anhaltende, intensive Trockenheit setzt vielen Baumarten zu. Aber wie reagieren Baume auf
Stress? Und wie konnen Unterschiede in der Stressreaktion zwischen Herkiinften oder
Nachkommenschaften ermittelt werden? Unter kontrollierten Bedingungen lassen sich mit

invasiven und nicht invasiven Methoden viele Messwerte erfassen,

Stressreaktion verfolgt werden kann.
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Abb. 1: Im Gewachshaus werden junge Pappeln im Trockenstressversuch mit Wassermangel konfrontiert.

n der Kulturpflanzenforschung sind
Stressversuche unter kontrollierten Schne 11 er
Bedingungen eine etablierte Methode.

Anhand der Ergebnisse aus Stressversu- U B E R B L I C K

chen lasst sich iiberpriifen, ob die Ziich-

tung von Kulturpflanzen den gewiinsch- » Ob ein Baum durch Trockenheit
ten Erfolg zeigt: Fiir die Anpassung an gestresst ist oder nicht, lisst sich
den Klimawandel werden beispielsweise anhand vieler morphologischer, phy-
Getreidesorten geziichtet, die eine man- siologischer, biochemischer und
gelnde Wasserversorgung aushalten kon- genetischer Parameter ermitteln
nen oder die widerstandsfahiger gegen-
iiber Krankheitserregern sind. Diese » Diese Methoden werden derzeit vor
Ziichtungsziele sind auch im forstlichen allemin der Forschung genutzt, um
Bereich relevant, allerdings sind hier das Wissen zu den Mechanismen der
molekularbiologische Ansédtze noch Trockenstresstoleranz zu erweitern
uniiblich. Dabei lassen sich die Metho-
den der Kulturpflanzenforschung oft- » Stressversuche unter kontrollier-
mals auf Baume {ibertragen. ten Bedingungen und eine tief grei-
Von der Forschungsgruppe ,,Geneti- fende Phinotypisierung lassen Riick-
sche Technologien® am Thiinen-Institut schliisse zu, ob einzelne Baume aus
fiir Forstgenetik in GroBhansdorf wer- dem Wald oder aus einer Nachkom-
den in Gewachshdusern Stressexperi- menschaft Anpassungen zeigen, die
mente mit Pappeln durchgefiihrt. Die Ver- im Klimawandel niitzlich sein kénnen

suchsbdume werden mit Wassermangel
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mit deren Hilfe die

konfrontiert, um dann mit verschiede-
nen Messinstrumenten und Labormetho-
den ihre physiologische Reaktion auf den
Stress und davon abgeleitet ihre Trocken-
stresstoleranz zu ermitteln. Die Untersu-
chungen werden mit Pappeln durchge-
fiihrt, weil sie besonders schnell wachsen
und im Labor vegetativ vermehrt werden
konnen. Die Methoden eignen sich auch
fiir andere Baumarten. Je nach Fragestel-
lungen lassen sich die Nachkommen be-
stimmter Kreuzungen oder sogar vegeta-
tiv vermehrte Klone verwenden.
Stressversuche im Gewachshaus sind
eine passende Ergidnzung zu Freiland-
versuchen. In Gewdchshdusern kann
zwar nur mit jungen Pflanzen liber einen
begrenzten Zeitraum gearbeitet werden,
allerdings konnen sie hier unter kontrol-
lierten Bedingungen kultiviert und de-
tailliert untersucht werden (Abb. 1).

Gleiche Bedingungen
fiir alle Baume

Die Baume in einem Trockenstressver-
such sollten in mindestens zwei Grup-
pen unterteilt werden: ,Stress“ und
,Kontrolle“. Die Baume der Kontroll-
gruppe werden ausreichend mit Wasser
versorgt. Die Baume der Stressgruppe
werden einem Wassermangel ausge-
setzt, idealerweise auch unterschiedli-
chen Stressintensitéten.

Die klimatischen Bedingungen in-
nerhalb der Gewachshauser, die Zu-
sammensetzung und Menge der ver-
wendeten Erde sowie die GroBe der
Versuchspflanzen bestimmen die Be-
wasserungsmenge am Tag, um die
festgelegten Stressintensitdten zu er-
reichen. Da diese Faktoren schwer
kalkulierbar sind, sollte der Boden-
wassergehalt stetig mit einem Boden-
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feuchtesensor iiberwacht und mogliche
Unterschiede in der Wasserversorgung
der Pflanzen ausgeglichen werden. Die
einheitliche Bewéasserung aller Ver-
suchsbdaume innerhalb einer Gruppe
ist oberstes Gebot: Nur wenn allen Biu-
men einer Gruppe die gleiche Menge
Wasser zur Verfiigung steht, ist ein Ver-
gleich der Pflanzen moglich.

Die Anordnung der Pflanzen auf der
Flache des Stressversuchs spielt eine
wesentliche Rolle, da an unterschiedli-
chen Platzen unterschiedliche Kultivie-
rungsbedingungen herrschen konnen.
Beispielsweise konnen die Pflanzen
je nach Tageszeit mehr oder weniger
Licht bekommen oder die Bewdsserung
kann von Pflanze zu Pflanze abweichen
- auch unbemerkt. Daher werden die
Pflanzen in zufdlliger Anordnung (ran-
domisiert) platziert. Das macht zwar
die Datenerhebung und die Betreuung
der Pflanzen (Priifen des richtigen Was-
serregimes usw.) komplizierter, aller-
dings ist die Randomisierung fiir re-
produzierbare Ergebnisse unabdingbar.
Um weitere, nicht kalkulierbare Un-
terschiede in der Wasserversorgung
gering zu halten, sollten die verwen-
deten Pflanzen entwicklungsphysiolo-
gisch und phdnotypisch homogen sein.
Um Standorteffekte auf am AuBenrand
des Versuchs stehende Pflanzen zu re-
duzieren, konnen Randpflanzen einge-
setzt werden.

Um in einem Stressversuch einen Effekt
nachweisen zu konnen, ist es notwendig,
eine statistisch valide Aussage zu treffen.
Das bedeutet, dass die Messer-
gebnisse von einer Testgruppe
(unter Stress) und einer Kont-
rollgruppe (ohne Stress) statis-
tisch signifikante Abweichun-
gen voneinander aufweisen. Im
Allgemeinen wird dabei die Irr-
tumswahrscheinlichkeit her-
angezogen, die fiir signifikan-
te Abweichungen unter dem
Grenzwert von 0,05 liegen soll-
te. Je nach dem gewdahlten sta-
tistischen Auswerteverfahren
wird ein gewisser Stichproben-
umfang benotigt.

Mit Messdaten die
Stressbelastung erfassen

Bereits wiahrend des laufen-
den Stressversuchs, aber
auch danach, werden Messda-

Abb. 2: In dieser mikroskopischen Aufnahme der Unterseite eines Pappelblatts
sind die Spaltoffnungen (Stomata) mit weiBen Pfeilen markiert. Uber die Sto-
mata in den Blattern findet der Gasaustausch statt. Auch Wasser verdunstet
durch diese Offnungen, sodass sie als Stressreaktion geschlossen werden, um
den Wasserverlust zu minimieren.

,,Mit dem fort-
schreitenden Kli-
mawandel rickt
die Trockenstress-
toleranz als Ziich-
tungsziel bei Pflan-
zen, inklusive
Forst- und Obst-
geholzen, immer
starker in den
Fokus.“

ALEXANDER FENDEL

ten erhoben. Diese sogenannte Phdnoty-
pisierung kann invasiv und nicht inva-
siv bzw. morphologisch, physiologisch,
biochemisch und genetisch vorgenom-
men werden. Um ein genaues Bild der
Trockenstresstoleranz zu erhalten, soll-
ten moglichst viele Parameter tiberpriift
werden (Tab. 1). Alle Ergebnisse sind
alleinstehend nicht aussagekraftig, weil
die absoluten Messwerte z. B. von der
Pflanzenart, dem Entwicklungsstand
und den Kultivierungsbedingungen
abhingig sind. Die Ergebnisse sind
daher immer im Vergleich zwischen
den Gruppen ,Stress” und ,Kontrolle*
zu betrachten.

o A : i

Nicht invasive Phdinotypisierung
Nicht invasive Phanotypisierungsme-
thoden haben den Vorteil, dass die
Messdaten ohne Materialentnahme
erhoben werden konnen und die Pflan-
zen nicht geschadigt und daher im
Wachstum nicht beeinflusst werden.

Eine morphologische KerngroBe ist
das Wachstum der Versuchspflanzen:
Wachsen die Pflanzen unter Wasser-
mangel schlechter oder ist ihr Wachs-
tum davon unbeeinflusst? Neben der
Sprosshohe und dem Sprossdurchmes-
ser lassen sich weitere Parameter, wie
die GroBe und Anzahl der neu gebilde-
ten Blétter, erfassen. In der Kulturpflan-
zenforschung ist auch die Vermessung
von Wurzeln, teilweise mit computerge-
stiitzten Scans, etabliert.

Stomata sind die Spaltéffnungen in-
nerhalb der Epidermis von Blattern. Sie
ermoglichen den Gasaustausch, also
die Abgabe von Sauerstoff und Wasser-
dampf sowie die Aufnahme von Koh-
lenstoffdioxid (Abb. 2). Unter Trocken-
stress reagieren Pflanzen mit dem
SchlieBen der Stomata, um ibermaRi-
gen Wasserverlust durch Verdunstung
zu minimieren. Die Reaktionsgeschwin-
digkeit und der Bewegungsumfang der
Stomata sind zwischen den Pflanzen-
arten unterschiedlich ausgepragt. Der
Offnungsgrad der Stomata wird an-
hand der stomataren Leitfahigkeit mit
Blatt-Porometern ermittelt. Eine nied-
rige stomatére Leitfdhigkeit bedeutet,
dass die Stomata geschlossen wurden,
was auf eine hohere Trockenstressto-
leranz und eine effiziente-
re Wassernutzung hinweisen
kann.

Die Chlorophyllfluoreszenz
lasst sich mit einem Fluorome-
ter messen. Dahinter verbirgt
sich ein komplexer biophysi-
kalischer Vorgang: Die Chloro-
phyllfluoreszenz tritt auf, wenn
Licht auf die Chloroplasten
der Blattzellen trifft, allerdings
nicht fiir die Fotosynthese ge-
nutzt werden kann. Dann wird
das aufgefangene Licht wie-
der abgestrahlt. Die Blatter der
Pflanzen leuchten gewisser-
maBen, was allerdings mit blo-
Bem Auge nicht zu erkennen
ist. Wenn Pflanzen unter Stress
stehen und deswegen die Foto-
synthese gedrosselt ist, nimmt
die Chlorophyllfluoreszenz zu.
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Daher kann die Messung der Fluoreszenz
als Indikator fiir den Trockenstress die-
nen, da sie auf Veranderungen in der Fo-
tosyntheseleistung hinweist.
Blattpigmente konnen zwar in einer
Laboruntersuchung isoliert und dann
quantitativ gemessen werden, allerdings
miissen hierfiir von den Pflanzen Blét-
ter geerntet werden. Um eine Material-
entnahme wahrend des Versuchs zu ver-
meiden, werden Methoden zur nicht
invasiven Messung bevorzugt. Zu den
Blattpigmenten gehoren Chlorophyll a
und b, Carotinoide, Flavonole und Antho-
cyane, die sich mit handlichen Pigment-
scannern messen lassen. Ein verringer-
ter Chlorophyllgehalt in Bléttern steht in
direktem Zusammenhang mit der durch
Stress reduzierten Fotosyntheseaktivitat
und ist daher ein Indikator fiir gestress-
te Pflanzen. Im Gegensatz dazu reichern
sich Carotinoide, Flavonole und Antho-
cyane in den Blattern an [1]. Sie wirken
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Abb. 3: Mit der als Scholanderbombe bezeichneten Druckkammer wird das Wasserpotenzial bestimmt.
Indem der Druck in der Kammer erhoht wird, wird Wasser aus einem eingespannten Blattstiel herausge-
presst.

antioxidativ und haben damit eine Zell-

schutzfunktion.

Eine innovative Form der nicht inva-
siven Phinotypisierung sind Drohnen-
aufnahmen mit Multispektralkame-
ras. Damit lassen sich in kurzer Zeit viele
Baume, sogar in einem geschlossenen
Bestand, phanotypisieren. Die Kamera
nimmt dabei die Lichtspektren auf, die an
physiologische Prozesse gekoppelt sind.
Mit einem Drohnenflug lasst sich so bei-
spielsweise der Wassergehalt in Bléttern

ermitteln [2].

Ausgewahlte MessgroBen

Invasive Phéinotypisierung
Invasive Messmethoden geben besonders
genaue Riickschliisse tiber das ,Innenle-
ben“ der Baume, allerdings muss diesen
dafiir Material entnommen werden.
Durch die Spaltoffnungen finden
mafgeblich die Verdunstung und der
Gasaustausch statt. Die Anzahl der
Spaltoffnungen ist in vorhandenen Blat-
tern unverdnderlich. Daher ist es inte-
ressant, ob an neugebildeten Blattern
unter Stressbedingungen eine veran-
derte Anzahl pro Blattflache zu finden

Tab. 1: Auswahl von MessgréBen, die durch nicht invasive und invasive Phanotypisierungsmethoden erho-
ben werden kénnen.

Morphologisch

Sprosshéhe und -durchmesser
Verzweigungsgrad

Anzahl und GroBe der Blatter
Blattwelke

Anzahl der Stomata

ist. Diese optische Analysemethode ist
allerdings invasiv: Spaltéffnungen wer-
den von zwei SchlieBzellen eingerahmt.
Sie sind mit bloBem Auge nicht zu er-
kennen. Deswegen muss entweder ein
Blatt entnommen oder ein Abdruck des
Blattes erstellt werden, um die Stomata
mithilfe der VergroBerung eines Mikro-
skops auszuzdhlen (Abb. 2).

Das Wasserpotenzial gibt an, wie
stark Wasser in einer Pflanze gebun-
den ist. Es wird mit einer sogenannten
Scholander-Bombe gemessen (Abb. 3).
In diese Druckkammer wird ein Blatt
eingespannt und tiber eine kontinu-
ierliche Erhohung des Kammerdrucks
wird ermittelt, wie viel Druck erforder-
lich ist, um Wasser aus dem Blattstiel
herauszupressen. Dieses Druckpoten-
zial steht in umgekehrtem Verhalt-
nis zum Wasserpotenzial. Daraus er-
gibt sich: Je hoher der aufzuwendende
Druck ist, umso mehr ist die Pflanze in
der Lage, Wasser festzuhalten und Was-
serverluste zu reduzieren.

ilzcl <zg Ob Baume unter Trockenstress stehen,
Stomatare Leitfahigkeit Wasserpotenzial liisst sich biochemisch anhand von Mole-
Physiologisch! | Loiosymtheseaktivitat kiilen untersuchen, die in den Zellen als
YSIOWOBISEN - chiorophylif
orophy’itiuoreszenz Teil der Stressreaktion gebildet werden.
Transpiration Fiir die Detektion und Quantifizierung
Gehalt der Blattpigmente Gehalt an Stickstoff, Kohlenstoff, Prolin, dieser Molekiile sind spezielle Laborme-
Biochemisch Mfiffmdmld;hyd, Abscisinsaure, Wasser- thoden und Analysegerite notwendig.
StOITperoxi Abscisinsaure ist ein Pflanzenhor-
Relativer Blattwassergehalt mon, das ein Schliisselmolekiil in den
Genomanalysen Regulationsnetzwerken zur Steuerung
Genetisch Analyse einzelner Gensequenzen von Stressreaktionen ist. Uber Signal-
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die Spaltoffnungen geschlossen wer-
den, wenn unter Trockenstress das
Wasserpotenzial absinkt.

Wird aufgrund verschlossener Spalt-
offnungen die Aufnahme von Kohlen-
stoffdioxid gehemmt, werden vermehrt
sogenannte reaktive Sauerstoffspezi-
es (ROS) gebildet. ROS sind sehr schad-
lich und konnen Pflanzenzellen zersto-
ren. Am Anfang dieser Stressreaktion
steht das als ,freies Radikal“ bezeich-
nete Superoxidradikal, das sich aller-
dings nur sehr aufwendig direkt nach-
weisen lasst. Daher wird haufig das
Folgeprodukt Wasserstoffperoxid
(H,0,) bestimmt. Uber die Bestimmung
von Malondialdehyd kann zudem die
durch ROS ausgeloste Degradation von
Fetten ermittelt und oxidative Schadi-
gungen festgestellt werden [3].

Die Aminosaure Prolin wird von
Pflanzen unter Wassermangel verstarkt
gebildet. Sie stabilisiert Zellstrukturen
und dient als Puffer gegen die schédli-
chen ROS, wodurch die Aktivitat von En-
zymen aufrechterhalten wird. Hohere
Prolinkonzentrationen deuten auf eine
hohere Trockenstresstoleranz hin [4].

Unter Trockenstress wird haufig
die gesamte Stoffwechselaktivitat von
Pflanzen gedrosselt, was einen geringe-
ren Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt
zur Folge hat. Der Kohlenstoffgehalt ist
an die Energiebereitstellung durch Koh-
lenhydrate gekoppelt. Der Stickstoffge-
halt steht in Verbindung mit der Auf-
nahme von Stickstoff aus dem Boden
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und der Proteinbildung. Somit kann ein
hoherer Kohlenstoff- und Stickstoffge-
halt auf eine gesteigerte Trockenstress-
toleranz hindeuten.

Der Wassergehalt in Bldttern variiert
bei unterschiedlicher Wasserverftighar-
keit. Eine MessgroBe ist der relative Was-
sergehalt, fiir dessen Berechnung drei
MessgroBen benotigt werden, die mit ei-
ner feinen Waage ermittelt werden kon-
nen. Fiir das Frischgewicht (FW) wird ein
Blatt direkt nach der Ernte im frischen
Zustand gewogen. Dann wird es fiir acht
Stunden in Wasser gelegt, um das Turgor-
gewicht (TW) zu ermitteln, also die ma-
ximale Wasseraufnahmekapazitat des
Blatts. AnschlieBend wird es bei 80 °C ge-
trocknet, um das Trockengewicht (DW) zu
erhalten. Anhand der Formel (FW - DW)/
(TW - DW) x 100 ergibt sich der relati-
ve Wassergehalt. Ein hoher Wert zeigt an,
dass das Blatt gut mit Wasser versorgt ist.
Bei guter Wasserversorgung haben bei-
spielsweise Pappelblitter einen Wasser-
gehalt von 80 %. Bereits bei 50 % stehen
sie stark unter Trockenstress.

Der Blick in die Gene

Genetische Analysen konnen eine auf-
schlussreiche Ergdnzung zu den physio-
logischen und biochemischen Analysen
sein. Einerseits kann die Erbinformation
(DNA) analysiert und Gene identifiziert
werden, in denen Merkmale der Trocken-
stresstoleranz verschliisselt sind. Inner-
halb der DNA konnen Pradispositionen
festgestellt werden, die Vorhersagen iiber
Toleranzen ermdglichen. Beispielsweise
wurden fiir die Rotbuche 70 Gen-Orte
identifiziert, die eine Prognose hinsicht-
lich der Trockentoleranz ermdglichen [5].
Andererseits wird die Erbinformation
nicht gleichformig ausgepragt (expri-
miert). Die Expression von Genen ist
abhéngig von vielen Faktoren, darunter
Gewebe, Alter, Tageszeit oder Stressfakto-
ren. Die Bestimmung der Genexpression,
z. B. in Bldttern unter Trockenstress und
normaler Bewédsserung, kann insbeson-
dere die Fragen beantworten:
 Welche Gene werden unter Stress
besonders stark aktiviert?
 Welche Gene werden herunterreguliert
[6]?
- Wie schnell reagiert eine Pflanze auf
Trockenstress?

Neben der Diagnostik, wie stark Baume
zum Analysezeitpunkt gestresst sind,

sind auch Vorhersagen iiber mogliche
Toleranzen denkbar, indem aufgedeckt
wird, welche Gene stressabhéngig regu-
liert werden. Das starkt das Verstand-
nis fiir die genetischen Grundlagen von
Trockenstresstoleranz.

Fazit und Zusammenfassung

Ob ein Baum durch Trockenheit
gestresst ist oder nicht, 1asst sich
anhand vieler morphologischer, physio-
logischer, biochemischer und geneti-
scher Parameter ermitteln. Diese
Methoden werden derzeit vor allem in
der Forschung genutzt, um das Wissen
zu den Mechanismen der Trocken-
stresstoleranz zu erweitern, nicht
zuletzt weil spezielle Gerate oder eine
Laborausstattung benotigt werden.

Aber nicht nur fiir die Wissenschaft
sind diese Analysen sinnvoll: Mit dem
fortschreitenden Klimawandel riickt
die Trockenstresstoleranz als Ziich-
tungsziel bei Pflanzen, inklusive Forst-
und Obstgeholzen, immer stiarker in
den Fokus. Stressversuche unter kon-
trollierten Bedingungen sowie eine
tief greifende Phanotypisierung lassen
nachfolgend Riickschliisse zu, ob ein-
zelne Baume aus dem Wald oder aus ei-
ner Nachkommenschaft Anpassungen
zeigen, die im Klimawandel niitzlich
sein konnen. Daher konnen diese Ana-
lysemethoden, die in der Kulturpflan-
zenziuchtung schon heute in der Praxis
verwendet werden, zukiinftig auch in
die Forstpflanzenziichtung Einzug hal-
ten.
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