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Kapitel 1 Einleitung

1. Einleitung

Schwermetalle: Chemische Eigenschaften und bestehende Gefahren

1.1 Welche Metalle sind ,,schwer"?

Von insgesamt 110 Elementen aus dem Periodensystem besitzen 69 Elemente metallische
Eigenschaften. Sieben der Elemente, die die Erdkruste aufbauen, sind Metalle.

Mit dem Terminus ,Metall* werden Elemente bezeichnet, die gute elektrische Leitfahigkeit
besitzen (diese Eigenschaft nimmt mit der Zunahme der Temperatur ab) und deren
elektrischer Widerstand direkt proportional zur absoluten Temperatur ist. Schwermetalle sind
alle Metalle mit einer Dichte groBer oder gleich 4,5 g/cm’. Alle anderen Metalle sind

Leichtmetalle (<4,5 g/cm?®).

Toxizitat der Metalle

Die relative Toxizitat der Schwermetalle ist von der Bodeneigenschaft und dem Pflanzentyp
anhangig. Die Schwermetalle interagieren mit unterschiedlichen Zellkomponenten und
verursachen dabei Stérungen in den normalen metabolischen Vorgangen. Das kann
Zellverletzungen und in Extremfallen das Absterben des Organismus bewirken (Shaw et al.,
2004).

Die Toxizitdt beruht hauptsachlich darauf, dass entweder biologische Funktionen von
Enzymgruppen blockiert werden oder essentielle Metallionen in Biomolekiilen ersetzt werden

(Shaw et al., 2004), so dass sich die katalytischen Eigenschaften verandern.

Nach Nieboer & Richardson (1980) haben die Metalle verschiedene Bindungsmodelle an den
Liganden, weswegen sie in drei Gruppen unterteilt wurden:

e Klasse A (bevorzugen Liganden, in denen Sauerstoff vorhanden ist)

e Kilasse B (binden an Liganden, die Schwefel oder Stickstoff enthalten)

e Kilasse C, in der alle Metalle eingeschlossen werden, deren Eigenschaften dazwischen

liegen.

Nieboer & Richardson (1980) vermuten, dass die Bevorzugung bestimmter Liganden zu
identischen Effekten in verschiedenen Organismen flhrt.
Mehrere Enzyme bendtigen Metalle in ihren aktiven Zentren und die Verschiebung oder das
Ersetzen dieses Metalls durch andere mit ahnlicher GroBe und Ladung kann zu einer
Inhibition der Enzymaktivitat fihren. Zink, das in zahlreichen Metallenzymen enthalten ist,

kann so durch Cadmium, seinen nachsten Nachbarn im Periodensystem, ersetzt werden.
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Trotz der chemischen Ahnlichkeit zwischen Cadmium und Zink kénnen die im Cadmium
enthaltenen Enzyme nicht richtig funktionieren (Shaw et al., 2004).

Die toxischsten Schwermetalle sind die aus der Klasse B (binden an Liganden, die Schwefel
und Stickstoff enthalten), die ein weites Spektrum an toxischen Mechanismen besitzen. Kein
einziges Metall dieser Gruppe ist in irgendeinem Enzym vorhanden. Diese Metalle gehen die
effektivsten Bindungen an SH-Gruppen, wie Cystein und stickstoffenthaltende Gruppen wie

Lysin und die aktiven Zentren von Enzymen (Shaw et al., 2004), ein.

1.2 Quellen der Umweltverschmutzung

Im 20. Jahrhundert hat mit der standig zunehmenden Entwicklung der Industrie die
Verbreitung an Schadstoffen anthropogener Herkunft im Boden, im Grund- und
Oberflachenwasser oder in der Atmosphare stark zugenommen (Nriagu, 1979).

Schadstoffe sind Substanzen, die gefahrdende Einwirkung auf die Umwelt, den Menschen,
die Tiere, die Pflanzen, den Boden oder das Wasser haben kdnnen (Hoffmann, 1998). Auch
wenn in den letzten zehn Jahren die Menge an diesen Belastungen im gréBten Teil Europas
stark zurlickgegangen ist, gibt es immer noch zahlreiche Lander, in denen sie eine
Problematik darstellen. Es gibt Punktquellen wie Tankstellen, 6lverarbeitende und metall-
verarbeitende Betriebe, Militarstandorte, Berg- und Tagebau oder Millkippen, aber auch
diffuse Quellen wie Verbrennung fossiler Brennstoffe, Pestizide, Phosphatdiinger und
kommunale Abwasser (Kabata-Pendias & Pendias, 1989). All diese Quellen sind nicht immer
nur Eintragspfade fiir organische Schadstoffe, sondern auch fiir Schwermetalle, die bereits in
niedrigen Konzentrationen sehr toxisch sein kdnnen (Memon et al., 2001).
Schwermetallkontaminationen kdnnen auch geogener Herkunft sein (Shaw et al., 2004). Dies
tritt in Gebieten auf, wo das Erz an der Oberflache zu finden ist und vom Regenwasser
ausgewaschen wird, was am meisten bei Nickel und Arsen vorkommt. Diese Gebiete sind
aber langst nicht so weit verbreitet wie Standorte mit einer Belastung anthropogener
Herkunft (Pilon-Smits, 2005).

Die Kontamination von Boden und Wasser mit antropogenen Belastungen ist flir die Umwelt
das Hauptproblem, das eine effektive und bezahlbare Lésung braucht (Memon et al., 2001).
Die meisten verwendeten Methoden wie Bodensanierung, Einlagerung oder Isolierung der
belasteten Oberflachen sind extrem teuer und von vielen Gemeinschaften nicht zu leisten.
Interessanterweise verfiigen die belasteten Gebiete oft Giber Pflanzenarten, die ungestort auf
dem an Metallen angereicherten Boden existieren und (iberleben kénnen (Memon et al.,
2001). Dabei sind sowohl solche Pflanzen aufgefallen, die extrem hohe Schwermetall-
konzentrationen unbeschadet speichern koénnen, als auch solche, die die Aufnahme der

2
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Metalle vermeiden. Die erstgenannten Arten verfligen offenbar Uber Entgifftungsmecha-
nismen, die die negativen Auswirkungen der Schwermetalle abpuffern oder reparieren
kdnnen. Solche Pflanzen kénnten genutzt werden, um die Schwermetalle gezielt aus dem
Boden oder dem Wasser zu entfernen. Eine Technologie, die sich mit dieser Problematik
beschaftigt, ist die Phytoremediation. Sie hat zum Ziel, mit Hilfe unterschiedlicher Pflanzen-
arten kostengiinstig, nachhaltig und umweltvertraglich Schadstoffe aus der Umwelt zu

entfernen.

1.3 Eigenschaften der verwendete Schwermetalle

1.3.1 Cadmium

Cadmium (kadmia, gr.: Zinkerz) Cadmiumhaltige Erze sind selten. Greenockit (CdS) kommt
meistens gemeinsam mit Sphalerit (ZnS) vor. Cadmium wird so als Nebenprodukt bei der
Zink-Verhilttung gewonnen. Kleine Mengen fallen auch im Eisen- und Stahl-Recycling an. Die

chemischen Eigenchaften von Cadmium sind in der Tabelle 1 beschrieben.

Tabelle 1 Chemische Eigenschaften von Cadmium

Name, Symbol, Ordnungszahl Cadmium, Cd, 48

Gruppe, Periode, Block 12,5,d

Aussehen silbrig-grau, metallisch

Massenanteil an der Erdhiille 3x10°%

Atommasse 112,411

Atomradius 155 pm

Elektronenkonfiguration Kr 4d'° 55°

Kristallstruktur Hexagonal

Dichte 8650 kg/m?

Schmelzpunkt 594,22 K (321,07°C)

Siedepunkt 1040 K (767°C)

Oxidationszustande 2

Oxide (Basizitat) CdO (leicht basisch)

Isotopenzahl 17

Gefahr giftig
Verwendung:

Meistens wird das Metall fur die Herstellung von Ni-Cd-Akkus, Farbpigmenten, Legierungen
und bei der Erzeugung von Halbleitern verwendet. AuBerdem findet es als Leuchtstoff in
Fernsehrohren, in Solarzellen zur Stromerzeugung, in Cadmiumlampen und in der Nuklear-
technik Verwendung (Falbe & Regitz, 1996).
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1.3.2 Arsen

Arsen (arsenikon, gr.: mannlich, stark). Seine gréBten Vorkommnisse sind in der Form von
Auripigment (As;S3;) und Realgar (AssS;). Arsen kommt in Spuren hdufig im Boden in
geringen Konzentrationen von unter 10 ppm vor und kann auch im Rahmen des Abbaus von
Kupfer, Blei oder Kobalt oder beim Phosphatabbau gewonnen werden.

Arsen ist schwer wasserldslich und wird deswegen nur in geringen Spuren in Ozeanen und
Meeren gefunden (1,6 ppb). Der Anteil an freigesetztem Arsen in der Luft stammt von der
Verbrennung fossiler Brennstoffe oder aus dem StraBenverkehr. Seine chemischen

Eigenschaften sind in der Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2 Chemische Eigenschaften von Arsen

Name, Symbol, Ordnungszahl Arsen, As, 33
Gruppe, Periode, Block 15,4, p
Aussehen metallisch grau, gelb oder schwarz
Massenanteil an der Erdhiille 6 x 10™%
Atommasse 74,92159
Atomradius 124,5 pm
Elektronenkonfiguration Ar 3d%4s? 4p®
Kristallstruktur trigonal oder orthorhombisch
Dichte 4700-5720 kg/m?>
Schmelzpunkt 1090 K (817°C)
Siedepunkt 889 K (616°C)
Oxidationszusténde -3,3,5
Oxide (Basizitat) As,03 (amphoter)
Isotopenzahl 6
Gefahr sehr giftig

Verwendung:

Industriell wird das Metall in den Bleilegierungen eingesetzt, um deren Festigkeit zu erhéhen.
Daneben wird es auch als Schadlingsbekampfungsmittel im Weinbau, als Holzschutzmittel
oder Entfarbungsmittel in der Glasherstellung verwendet (Falbe & Regitz, 1996).

1.3.3 Blei
Blei (plumbum, lat.: bleischwer, schimmernd, leuchtend) kommt vorwiegend als Sulfid (PbS,
Galenit) vor. Die bedeutendste Quelle von Blei ist heute das Recycling von Bleiprodukten. Die

chemischen Eigenschaften von Blei sind in der Tabelle 3 beschrieben.
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Tabelle 3 Chemische Eigenschaften von Blei

Name, Symbol, Ordnungszahl Blei, Pb, 82
Gruppe, Periode, Block 14,6, p

Aussehen blaulich weif3
Massenanteil an der Erdhiille 2 x 10°%
Atommasse 207,7

Atomradius 180pm
Elektronenkonfiguration Xe 4f**5d'% 6s% 6p°
Kristallstruktur kubisch

Dichte 11340 kg/m?

Schmelzpunkt 600,61 K (327,46°C)

Siedepunkt 2022 K (1749°C)

Oxidationszustdnde 2,4

Oxide (Basizitat) Amphoter

Isotopenzahl 9

Gefahr giftig
Verwendung:

Blei wird bei der Herstellung industrieller Produkte eingesetzt, unter anderem in
Bleiakkumulatoren, zur Stabilisierung von Schiffen, zum Schutz in Rdntgengeraten oder in
Kathodenstrahlréhren als Korrosionsschutz (Falbe & Regitz, 1996).

1.4 Phytoremediation

Phytoremediation ist eine neue Biotechnologie, die Pflanzen und alle assoziierten
Organismen zur Reinigung von belasteten Béden, Sedimenten und Gewassern nutzt (Raskin
et al.,, 1994; Salt et al., 1995, 1998). Dabei werden hauptsachlich natiirliche Prozesse
zwischen Pflanzen und ihrer Rhizosphdre genutzt (Pilon-Smiths, 2005). Auf diese Weise
werden organische und anorganische Kontaminanten entfernt. Bei den organischen
Kontaminanten handelt es sich vor allem um Treibstoff, explosive Stoffe, Materialien der
chemische Industrie, Herbizide und Dinger (Pilon-Smiths, 2005). Im Gegensatz dazu sind
die belastenden anorganischen Substanzen Elemente, die in der Folge des Bergbaus, durch
Transport oder der Industrie in erhéhten Mengen in der Umwelt zu finden sind: Chrom,
Kupfer, Eisen, Cadmium, Mangan, Blei und Arsen.

Die Phytoremediation ist in den letzten zehn Jahren sehr popular geworden. Pro Jahr werden
25 bis 50 Milliarden US $ (Glass, 1999; Tsao, 2003) weltweit fiir Phytoremediationsprojekte

ausgegeben. Diese Technik hat viele Vorteile, aber auch Grenzen. Um effektiv wirken zu

5
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kdnnen, ist die Phytoremediation stark von Pflanzenwachstum und Klimabedingungen

abhangig, da die Pflanzen schnell genug wachsen miissen, um die fiir die Phytoremediation

erforderliche Leistung zu erbringen. Sie missen vor allem Uber einen hohen Rhizom-Blatt-

Transport verfligen, tolerant gegeniiber hohen Metallkonzentrationen im Blatt sein und eine

hohe Biomasse produzieren (Bafiuelos et al., 1997; Bafiuelos et al., 1998; Escarre et al.,
2000; Gonelli et al., 2000; Greger & Landberg, 1999).

In der Phytoremediation werden folgende Techniken verwendet (Pilon-Smiths, 2005;
Memon, 2001), (Abbildung 1):

1.

Rhizofiltration nutzt Pflanzen und ihre Rhizomorganismen als Filter in Kldranlagen
oder in Einrichtungen flir Hydrokulturen (Dushenkov et al., 1995). Diese Technik
beruht auf Aufnahme der Metalle in den Wurzeln oder der Absorption durch die
Wurzeln und anderen Unterwasserorganen der metalltoleranten Wasserpflanzen
(Dushenkov et al., 1995).

Phytostabilisation bezeichnet die Nutzung der Pflanzen, um die Verschmutzungen im
Boden zu stabilisieren (Barceld & Poschenrieder, 2003), indem die Metalle im Boden
oder in den Sedimenten durch die Wurzeln aufgenommen und dort adsorbiert oder in
der Rhizosphere abgelagert werden. Bei abnehmender Mobilitat der Metalle schiitzen
diese Prozesse vor Grundwasserverschmutzungen und dem Eindringen in die
Nahrungskette (Barceld & Poschenrieder, 2003).

Phytoextraktion bezeichnet die Aufnahme der Schadstoffe in den Spross, der danach
geerntet werden kann (Blaylock & Huang, 2002). Die Pflanzen kénnen hinterher
verascht und die Metalle akkumuliert werden. Der Fachausdruck fiir diesen Prozess
ist Phytomining (Chaney et al., 2000). Die hierfiir benutzten Pflanzen sind sehr gute
Hyperakkumulatoren und produzieren viel Biomasse. Viele Pflanzenarten erfillen
leider nur eine dieser Bedingungen. Dafiir werden aber auch Arten, die nur geringe
Mengen an Metallen akkumulieren kénnen, aber hohe Biomasse produzieren, als
nitzlich fir die Phytoextraktion betrachtet, weil mit der Ernte der Pflanzen die Metalle
aus dem Boden entfernt werden (Brooks et al., 1998).

Phytostimulation (Rhizodegradation) — hier spielen die Mikroben die Hauptrolle
(McCutcheon et al., 2003). Nur organische Substanzen kdénnen mit Hilfe dieser
Methode entgiftet werden. Gerade anorganische Elemente sind nicht abbaubar und
kdnnen nur stabilisiert oder aufgenommen und gelagert werden (Pilon-Smith, 2005).
Phytodegradierung ist der Prozess der Entgiftung von organischen Verschmutzungen
durch die Pflanzen Uber ihre eigene Enzymaktivitat (McCutcheon & Schnoor, 2003)
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6. Phytovotalisation tritt auf, wenn die Kontaminanten die Pflanze nach der Aufnahme
und Metabolisierung gasférmig verlassen (Bafuelos et al., 1998).

7. Hydraulische Kontrolle benutzt Pflanzen, die groBe Mengen an Wasser absorbieren,
um die Ausbreitung des kontaminierten Wassers in benachbarte unkontaminierte
Territorien zu verhindern (Barceld & Poschenrieder, 2003).

8. Phytorestauration ist die Wiederbepflanzung verdodeter Gebiete mit schnell
wachsenden, resistenten Arten, die effizient den Boden bedecken. Das schiitzt die
Migration der kontaminierten Bodenteilchen und der Bodenerosion durch Wind und
Regenwasser. Diese Technik zielt aktiv auf die Pflanzenkolonisierung des belasteten

Substrats durch tolerante Spezies (Vangronsveld et al., 2000).

Phytostabilisation Phytostimulation

Abbildung 1 Verschiedene Wege der Phytoremediation in der Pflanze (nach Pilon-Smiths, 2005). Die
Punktierung soll die Kontaminationen darstellen.

Bemerkenswert sind die Vorteile der Phytoremediation (Schwitzguébel, 2001; Pilon-Smiths,
2005; Hoffmann, 1998):
1. es gibt einen minimalen 6kologischen Transport, wenn die Kontaminanten /n situ
festgehalten und nicht in unbelastete Zonen verlagert werden (Phytostabilisation)
2. nach der Phytoremediation kann der Oberboden wieder verwendet werden
3. die Methode ist sehr glinstig flir groBe Wasserflachen oder Bdden, die mit niedrigen
Konzentrationen durch organische Schadstoffe belastet sind
4. organische Schadstoffe kénnen zu H,O und CO, abgebaut oder durch

mikrobiologische Prozesse mineralisiert werden
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5. und nicht zuletzt ist die Phytoremediation insgesamt sehr kostengunstig.

Die Effektivitat der Phytoremediation ist aber auch durch folgende Ursachen begrenzt
(Schwitzguébel, 2001):
1. die notwendige Zeit fur die Phytoextraktion ist grundsatzlich sehr lang (dauert Jahre)
2. die Konzentrationen der Belastungen missen von den Pflanzen toleriert werden
3. es ist nur moglich, die bioverfligbare Fraktion der Kontamination zu bearbeiten. Das
ist der wichtigste Teil in 6kologischer, toxischer und gesundheitlicher Hinsicht.
4. Die Pflanzen kénnen in den meisten Fallen nur die oberste Zone der Kontamination

erreichen.

1.5 Mechanismen fiir die Metallaufnahme in Pflanzen

Belastungspfade fiir Pflanzen mit Schwermetallen sind vor allem Luft, Gewasser, Béden und
Sedimente. Pflanzen verfligen (ber die Mdoglichkeit Metalle anzureichern, falls die
Wachstumskapazitat das erlaubt (Greger, 2004). Héhere Pflanzen nehmen die Metalle nicht
nur Uber Spross und Blatter aus der Luft, sondern auch Uber die Wurzeln aus dem
Bodensubstrat auf. Es existiert ein wesentlicher Unterschied, in welchem Substrat die Metalle
verfiigbar sind, da sie im Boden meistens mehrfach konzentrierter vorhanden sind als im
Wasser (Forstner, 1979).

1.5.1 Faktoren, die die Metallaufnahme beeinflussen

Die Metallaufnahme in Blattern und Wurzeln hangt von der Metallkonzentration im Medium
ab. Allerdings ist diese Zunahme nicht linear zur Konzentrationszunahme. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass die Metalle haufig in gebundenem Zustand vorliegen. Die Aufnahme-Effizienz
ist bei niedrigen Konzentrationen am hdchsten, weil die niedrige Metallkonzentration pro
Absorptionsoberflache auch einen geringen Wettbewerb zwischen den Cadmium-Ionen am
Aufnahmeort auslost (Greger et al., 1991). Je grtBer die Wurzeloberflache ist, desto
effektiver ist die Aufnahme an Metall-Ionen. Auch Wurzelkonkurrenz zwischen mehreren
Pflanzen am Standort wird zu Konkurrenz um die Metalle fiihren und die Aufnahmeeffizienz
wird abnehmen (Marschner, 1995).

Licht und Temperatur kénnen ebenfalls die Aufnahme von Cadmium und Blei beeinflussen
(Hu et al.,, 1996; Chawla et al., 1991; Hooda & Alloway, 1993). Die Zunahme der
Biomasseproduktion jedoch fordert die Elementaufnahme. Die Akkumulation in der Pflanze
wird entsprechend mit der Verdinnung, die durch das Wachstum verursacht wurde,
abnehmen (Ekvall & Greger, 2003).
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Marschner (1995) berichtet, dass die Metallaufnahme mit der pH-Zunahme in L&ésungen
zunimmt, im Gegensatz dazu aber im Boden abnimmt. Er vermutet eine Konkurrenz
zwischen den Wasserstoffionen und den Metallionen im Wurzelwachstumsbereich.

In Versuchen mit Wasserpflanzen ist bewiesen worden, dass mit Zunahme des Salzgehaltes
die Aufnahme von Cd, Cu und Zn abnimmt, da Metall-Cl,-Komplexe im Wasser gebildet
werden (Greger et al., 1995). Solche Komplexe sind fiir die Aufnahme durch die Pflanzen
schlechter geignet. In einem Sedimentsystem, das auch Salz enthdlt, ist genau das Gegenteil
zu beobachten; die Aufnahme von Cd ist dort wesentlich héher. Hier wird bei erhdhtem
Salzgehalt eine Austauschreaktion zwischen den Natriumionen und den an Bodenkoloiden
gebundenen Cadmiumionen beobachtet, die nach diesen Reaktionen in erhdhten
Konzentrationen in der Pflanze zu finden sind (Greger et al., 1995).

Der groBte Teil der Metalle tritt in die Pflanzen durch die Wurzeln ein, nachdem ein Metall-
Waurzel-Kontakt stattgefunden hat. Bei diffusiver Aufnahme wandern die Metalle entlang
ihres Konzentrationsgradienten mit anderen Ionen zur Wurzel und durch das Rindengewebe.
Dabei kann der Massenfluss der Ionen entlang des Gradienten des Wasserpotenzials
geschehen, der durch die Transpiration auf einem hohen Niveau gehalten wird und auf diese
Weise zu einer Anreicherung im Spross fiihrt (Marschner, 1995).

Wenn die Aufnahme durch die Wurzeln hoch und die Element-Konzentration im Boden

niedrig ist, ist die Elementaufnahme nur durch die Diffusion limitiert.

1.5.2 Metalltransport im SproB

Schwermetalle werden apoplastisch in die Wurzel transportiert. Das ist eine Etappe der so
genannten passiven Aufnahme der Ionen in der Pflanze, die mit dem Einstrdmen der
einzelnen Ionen in den freien Raum ,Apparent Free Space" (AFS) beginnt (Nultsch, 2001).
Dieser Raum macht insgesamt 10-25% der kapillaren Rdume der Rhizodermis und
Rindenzellwande aus. Die Ionen flieBen mit dem apoplasmatisch aufgenommenen Wasser in
den freien Raum ein, wo ein Teil von ihnen diffundiert und ein anderer an Carboxylgruppen
der Zellwande oder negativ geladene Gruppen von Proteinen gebunden wird. Wie diese
interne Verteilung genau stattfindet, ist je nach Metall und Pflanze unterschiedlich (Greger,
2004). Wie Wierzbicka (1998) berichtet, bleibt z.B. in Allium cepa der gréBte Teil an Blei im
Apoplasten gebunden.

Auf diesem Wasserweg kdnnen die Ionen die Endodermis erreichen, wo ,der innere Raum"
anfangt (Nultsch, 2001). Um in das Xylem zu gelangen, mussen sie die Endodermis und den

Caspari-Streifen passieren. Die Metallaufnahme findet hauptsachlich in den jlingeren Wurzeln
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statt, bei denen der Caspari-Streifen noch nicht ausgebildet ist (Marschner, 1995). Wie die
Metalle bei dlteren Wurzelteilen in das Xylem gelangen, ist unklar.

Der Schwermetalltransport im Phloem ist moglicherweise komplizierter, weil das Phloem in
den lebenden Zellen Ionen leichter bindet. Cadmium zum Beispiel ist nach einer Blatter-
behandlung in den Nebenblattern und dem Blattstiel von Erbsen zu finden; aber nicht weiter
verbreitet (Greger et al.,, 1993). Stephan & Scholz (1993) vermuten, dass Nikotinamid,
welches Metallchelatisierungsqualitdten hat, die Schwermetallgehalte im Phloem beeinflusst.
Wasserpflanzen transportieren die Schwermetalle in beiden GefaBtypen. Wenn das
osmotische Potential um die Wurzeln herum zunimmt, nimmt auch der basipetale Transport
von Zn und Cd zu, dagegen Uberwiegt der akropetale Transport, wenn die Blatter mit einem
Osmoticum behandelt wurden (Greger, 2004).

Die Plasmamembran fungiert als Barriere flir toxische Elemente und verhindert auf diese
Weise deren unkontrollierte Aufnahme. Die Metalle werden in Form von Kationen aufge-
nommen. Flr bestimmte Elemente existieren eigene Transportsysteme. Zink wird Uber die
spezifischen Zinktransporter transportiert (Lasat et al., 2000) und bei Kupfer passiert das
durch den ATP bedingten Kupferabfluss (Knauer et al., 1997). Costa & Morel (1994) nehmen
an, dass 30% des Cadmiums passiv in die Pflanze aufgenommen werden, bei den restlichen
70% soll dies aktiv durch eine spezifische H*-ATPase passieren. Im Cytoplasma binden
Metalle an negative Ladungen von Makromolekiilen, die entweder geldst vorliegen oder Teil
groBerer Zellstrukturen sind. Losliche Biomolekiile, wie zum Beispiel die Phytochelatine,
bilden Komplexe mit den Metallen, die dann Uber spezifische Transporter in Tonoplasten in
die Vakuole gelangen, wo eine Abspaltung des Cadmiums mit anschlieBender Komplexierung
durch eine organische Saure erfolgt. Die Phytochelatinmolekiile verlassen die Vakuole und
stehen im Cytosol wieder als Bindungspartner zu Verfligung. Die Auflésung des
Phytochelatin-Cadmium Komplexes gelingt offenbar durch den geringeren pH-Wert in der
Vakuole (Steffens, 1990).

1.5.3 Hyperakkumulatoren und Excluders

Wenn Pflanzen Schwermetalle aufgenommen haben, zeigen sich deutliche Unterschiede in
der Schwermetalltoleranz. Einige Arten kdnnen Metalle in héheren Konzentrationen nicht
existenzgefahrdend akkumulieren, wahrend andere Pflanzenarten bereits nach der Aufnahme
von kleinsten Schwermetallkonzentrationen die ersten Schadigungssymptome zeigen.

Hyperakkumulator-Pflanzen sind krautige oder holzige Pflanzen, die mindestens 100-mal
mehr Metalle in den Blattern ohne deutliche Symptome akkumulieren und tolerieren kénnen.

Baker & Brooks (1989) haben flir Hyperakkumulatoren 0,1% als minimale Gewebekonzentra-
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tion fur Co, Cu, Cr, Pb und Ni festgelegt, flir Zn und Mn liegen die Grenzwerte sogar bei
15%. Hyperakkumulatoren werden in der ganzen Welt gefunden. Sie synthetisieren
Chelatoren, die Metallionen durch Komplexbildung detoxifizieren. Der I6sliche, weniger
toxische Organo-Metallkomplex wird zur Vakuole oder der Zellwand, die niedrigere
metabolische Aktivitat besitzen, transportiert. Der Komplex wird dort als organische oder
anorganische Verbindung gelagert (Barceld & Poschenrieder, 1999; Hall, 2002), die am Ende
der Vegetationsperiode mit den alten Blattern abgetrennt wird (Barceld & Poschenrieder,
2003). Zudem kann die Hyperakkumulation der Metalle als ein Nebenprodukt der Anpassung
gegeniiber anderen Bodenmineralen entstanden sein (Barcelé & Poschenrieder, 2003).
Excluders sind im Gegensatz dazu solche Pflanzen, die eine niedrige Metallaufnahme bei
hoéherer AuBenmetallkonzentration haben. Sie haben eine metalloide Barriere auBerhalb der
Wurzeln, die die Metallaufnahme verhindert, aber sie funktioniert nicht mehr, wenn die
Schwermetallkonzentration zu hoch wird.

Weil die verschiedenen Pflanzenarten unterschiedliche Aufnahmekapazitaten besitzen, ist es
schwer zu bestimmen, welche aufgenommenen Konzentrationen normal sind und welche zu
hoch. Deswegen hat Markert (1994) versucht, Anhaltspunkte fiir die Metallkonzentration der

normalen Pflanzen zu geben (Tabelle 4).

Tabelle 4 Normale Verteilung von Spurenelementen in der Pflanze (verandert nach Markert, 1994)

Spurelemente Hgg*
Aluminium 80
Blei 1,0
Cadmium 0,05
Chrom 1,5
Eisen 150
Kobalt 0,2
Kupfer 10
Mangan 200
Molybdan 0,5
Nickel 1,5
Quecksilber 0,1
Zink 50

11
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1.6 Oxidativer Stress

1.6.1 Wie wird oxidativer Stress in Gegenwart von Schwermetallen verursacht?

Sauerstoff ist nicht nur essentiell fir den Energiemetabolismus und die Atmung, sondern auch

in degenerative Abldaufe mit einbezogen (Marx, 1987; Aravind et al., 2005).

Tabelle 5 Nomenklatur der verschiedenen Sauerstoffspezies

Triplett Sauerstoff (Grundzustand) ‘0-O
Singulett Sauerstoff 0-0:
Superoxid ‘0-0:
Perhydroxidradikal ‘0-0O:H
Wasserstoffperoxid H:0-O:H
Hydroxidradikal H:O
Hydroxidion H:O:
Wasser H:0:H

Er ist ein Biradikal, das heiBt, dass er zwei nicht gepaarte Elektronen mit parallelen Spins hat
(Tabelle 5). Er ist in Reaktionen mit organischen Molekiilen trage, auBer, er ist ,aktiviert". Um
reagieren zu kodnnen, braucht der Sauerstoff einen Reduktor mit zwei parallelen Spins mit

unterschiedlicher Ladung.

1.6.2 Ort der Aktivierung der Sauerstoffprodukte

In grinen Pflanzen entstehen toxische Sauerstoffspezies vorwiegend wahrend der
Photosynthese (Elstner, 1991; Wagner, 2006). Sie werden entweder als Produkt der
chemischen Reaktion zur Metabolismusaktivierung oder als Folge einer chemischen,
beziehungsweise 6kologischen Stressreaktion auch unter dem Einfluss von /n vivo redox-
inerten Metallionen wie Zn** und Cd** gebildet. Auch Fehlfunktionen der NAD(P)H*-Oxidase in
den  Peroxisomen flihren  zur  Superoxidbildung  (Cakmak & Marschner,  1988;
Marschner, 1995). Verletzungen, Hitzeschock oder Xenobiotika sowie Pathogene und
Elicitoren konnen ebenfalls Ausldser fiir diese Reaktionen sein, die bis zu Bildung von
Superoxid flihren. Es wird vermutet, dass diese Reaktionen in den Pflanzenzellen
Signalkaskaden auslésen, die den Gesamtorganismus vor physischem, chemischem oder
biologischem Stress schiitzen kdnnen (Doke et al., 1991). Dies kann aber auch in einer

hypersensitiven Reaktion zu regional begrenztem Zelltod flihren.

12
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1.6.3 Oxidative Schadigung der Lipide

Die Peroxidation von Lipiden lauft in drei Schritten ab: Aktivierung, Ausbreitung und Spaltung.
Die Aktivierung zwischen einer ungesattigten Fettsdure (Linoleat) und einem Hydroxyradikal

ist mit einer Abspaltung eines H*-Atoms von der Methylvinylgruppe der Fettsaure verbunden:

OH + RH — R + H,0

Bei der Ausbreitung wird diese Resonanzstruktur mit dem Triplettsauerstoff reagieren, einem
Biradikal mit zwei freien Elektronen, das leicht mit anderen Radikalen reagiert. Nach dieser
Reaktion wird ein Peroxidradikal gebildet:

R+ O, — ROO

Dieses Peroxidradikal assimiliert ein Wasserstoffatom aus der sekundaren Fettsaure, wobei ein
Lipidhydroperoxid gebildet wird. Dieses setzt ein weiteres Kohlenstoffzentrum frei, das sich an

der sekundaren Assimilierung des Wasserstoffs beteiligen kann:

ROO + RH — ROOH

Die Hauptursache fir den hohen Reaktionszustand des Hydroxidradikals in dem Lipidsystem
ist, dass diese niedrige Konzentration eine Kettenreaktion verursacht. An dieser ist auch die
haufigste Sauerstoffvariante, der Triplett Sauerstoff, beteiligt.

Das Lipidhydroperoxid (ROOH) ist in Anwesenheit von Fe** und anderen Metall-Katalysatoren
instabil, weil es an der Fenton-Reaktion teilnimmt, die zur Bildung von reaktiven Alkohol-

radikalen fuhrt:

ROOH + Fe?* — OH + RO + Fe 3*

Das ist die Ursache fir die verbreiteten Kettenreaktionen in der Anwesenheit von Eisen.

Die Endprodukte des Abbaus des ROOH sind Ethylen und Ethan, die bei der Lipidperoxidation
gebildet werden. Malondialdehyd (MDA) ist ein weiteres Endprodukt der Lipidperoxidation, das
ausschlieBlich aus mehrfach ungesattigten Lipiden entsteht. Im Laufe der Oxidation von

Lipidketten mit mehreren isolierten Doppelbindungen entsteht ein Peroxylradikal.

13
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1.6.4 Oxidativer Schaden an den Proteinen

Oxidativer Stress kann zur Modifikation von Aminoséduren, zur Anderung der Elektronenladung
und zu erhdéhtem Proteinabbau fiihren. Die Reaktionskapazitdt der Aminosauren kann sehr
unterschiedlich sein. Schwefelhaltige Aminosauren und die Thiolgruppen an Proteinen sind
beispielsweise sehr sensitiv. Der aktivierte Sauerstoff kann ein Wasserstoff (H*)-Atom von
Cystein abstrahieren um ein Thiolradikal zu bilden, das sich mit einem anderen Thiolradikal
verbinden wird, um eine Disulfidbindung auszubilden. Alternativ kann sich Sauerstoff mit
Methioninresten verbinden, um oxidative Methionin-Schwefel Derivate zu bilden.

Oxidation der Fe-S-Zentren durch Superoxid stort die Enzymfunktionen (Gardner & Fridovich,
1991). Die Aminosaduren kénnen dabei so modifiziert werden, dass das Protein oxidiert wird.

Dies wird bei Anwesenheit von Metallkofaktoren beschleunigt (Stadtman, 1986).

1.7 Abwehrmechanismen gegen den oxidativen Stress

1.7.1 Superoxiddismutase

Die Superoxiddismutase (EC 1.15.1.11) ist erstmals von Mann & Kleilin (1938) isoliert worden,
die vermuteten, dass sie fiir die Speicherung von Kupfer verantwortlich sei. Ihre katalytischen
Funktionen wurden von McCord & Fridovich (1969) entdeckt. Seither ist die
Superoxiddismutase als Katalysator der Dismutation von Superoxid zu Wasserstoffperoxid und

Sauerstoff bekannt:

02- + 02- + 2H" — HzOz + 02

Da die Superoxiddismutase in allen aeroben Organismen zu finden ist, wo sie aktivierten
Sauerstoff bildet, wurde vermutet, dass sie eine zentrale Rolle bei den Abwehrmechanismen
gegeniiber oxidativem Stress spielt (Beyer et al., 1991; Bowler et al., 1992; Scandalias, 1993).
Es gibt drei verschiedene Typen von Superoxiddismutase, die nach dem Metall-Kofaktoren
klassifiziert sind, die Mn-SOD in den Mitochondrien, die Fe-SOD in den Chloroplasten und die
CuZn-SOD in den Chloroplasten und im Cytosol.

Die prokaryotischen und eukaryotische Zellen einiger Algen enthalten nur Mn-SOD und Fe-
SOD Isoenzyme. Deshalb wird vermutet, dass es sich dabei um sehr alte Formen handelt.

Die Aktivitat der Superoxiddismutase erhéht sich in den Zellen proportional zum 6kologischen

und xenobiotischen Stress (McKersie, 1996).

14



Kapitel 1 Einleitung

1.7.2 Katalase

Die Katalase (1.11.1.6) katalysiert die Dismutation des Wasserstoffperoxids:
H,0, — H,0 + O,

Das Enzym kommt in allen aeroben eukaryoten Organismen vor und ist fir den Abbau von
Wasserstoffperoxid, das in dem Peroxisomen wahrend der Oxidation der Fettsduren gebildet
wird, verantwortlich. Alle Formen dieses Enzyms sind tetramer. Die Katalase ist sehr
photosensitiv (Hertwig et al., 1992).

1.7.3 Ascorbinsaure

Die L-Ascorbinsaure (Vitamin C) ist ein ubiquitares Antioxidans in Pflanzen. Die griinen Blatter
enthalten so viel Ascorbinsaure wie Chlorophyll. Ascorbat spielt eine sehr groBe Rolle in vielen
physiologischen Prozessen, wie zum Beispiel dem Wachstum, der Differenzierung und dem
Metabolismus (Foyer, 1993). Ascorbat reduziert auch erheblich die Gefahr durch die freien
Radikale.

Ascorbinsaure

ﬁ ﬁ MDHA

Reduktase

Monodehydroascorbat

!

Abbildung 2 Synthese und Degradierung von Ascorbinsaure

Ascorbinsdure wird aus D-Glukose synthetisiert und reagiert als Oxidationsmittel in Cytosol
und Chloroplast. Es bindet Superoxid, Wasserstoffperoxid oder Tocopherolradikale, um
Monodehydroascorbinsaure oder Dehydroascorbinsaure zu bilden. Durch die Aktivitat der
Monodehydroascorbatreduktase (MDHAR (EC 1.6.5.4)) und Dehydroascorbatreduktase (DHAR
(EC 1.8.5.1)) wird Ascorbinsaure recycliert (Abbildung 2), wobei NAD(P)H™ und GSH als
Elektronenquelle benutzt werden. Dehydroascorbat kann auch zu Tatrat oder Oxalat

metabolisiert werden.
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1.7.4 Peroxidase

Die Enzymklasse der Peroxidasen (EC 1.11.1.7, Wasserstoffperoxid-Oxidoreduktasen)
entgiftet reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Wasserstoffperoxid (H,0,). Peroxidasen
reduzieren H,0O, mit Hilfe eines Elektronendonators zu Wasser. Wasserstoffperoxid stellt im
Vergleich mit anderen Sauerstoffradikalen eine geringere Gefahr flir die Zelle dar. Die
Hauptgefahr, die von erhéhten H,O, Konzentrationen ausgehen kann, ist die Oxidation von
Thiolgruppen zu Disulfidbriicken, was sich auf die Funktion thiolregulierter Enzyme schadlich
auswirken kann (Kaiser, 1979). Zu diesen zahlen auch die GSTs. Wesentliche Bedeutung
haben einige Peroxidasen im Lignifizierungsprozess (Hess, 1991) sowie bei der Pathogen-
abwehr (Messner & Schréder, 1999).

1.7.5 Glutathionreduktase

Das Enzym Glutathionreduktase (EC 1.6.4.2) ist ein regeneratives Enzym (vergleiche
Abbildung 3). Mit Hilfe von NADPH + H* als Reduktionsmittel halt sie den Glutathion-Vorrat
der Zelle in reduziertem Zustand (Kiefer, 2002), um reaktive Sauerstoffspezies zu reduzieren
und auf diese Weise zu entgiften. Das zur Reduktion bendtigte NADPH wird seinerseits wieder
von den Photosystemen I und II zur Verfiigung gestellt, was die Entgiftung von ROS (iber den

Halliwell-Asada Zyklus zu einem lichtabhangigen Prozess macht (Kiefer, 2002).

+
0, H,0, W 2 ASA Qﬁ NADP ﬁ GSSG MNADPH+H+
APX GR

SoD MDAR DHAR
HH W ﬂm NADP + H* <7\\l>
20,42H°  2H0 2 MDHA 2 GSH NADP*

Abbildung 3 Halliwell-Asada Zyklus (Foyer et al., 1993, verandert). Entgiftung von Superoxid und
Wasserstoffperoxid unter Verbrauch von Ascorbat und Wiederherstellung von Ascorbat auf Kosten von
Glutathion und NADPH. Abkiirzungen: ASA: Ascorbat, APX: Ascorbatperoxidase, DHAR: Dehydro-
ascorbatreduktase, GR: Glutathionreduktase, GSH: Glutathion, GSSG: Glutathiondisulfid, MDHA:
Monodehydroascorbatradikale, MDAR: Monodehydroascorbatreduktase, SOD: Superoxiddismutase.

Bei den intrazelluldaren Entgiftungsprozessen reduziert die Glutathionreduktase das zelltoxische
Wasserstoffperoxid Gber GSH mit Hilfe der Glutathionperoxidase zu Wasser. Oxidiertes
Glutathion (GSSG) wird Uber die Glutathionreduktase mittels NADPH als Reduktionsmittel
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wieder zu GSH reduziert und steht auf diese Weise wieder flir die Entgiftungsprozesse zur
Verfligung (Abbildung 3).

1.7.6 Glutathion

Glutathion (GSH), y-L-Glutamyl-L-Cysteinyl-Glycin, ist ein ubiquitdres Tripeptid mit vielen
Funktionen in Pflanzen und in den Chloroplasten. Glutathion wurde in allen Zellen héherer
Pflanzen gefunden. Sein Niveau ist bei der hoheren Lichtintensitdt am hdchsten und auf
subzellularer Ebene ist seine Konzentration in den Chloroplasten hoher als die im Cytosol, wo
es auch akkumuliert werden kann. Glutathion kann auf verschiedene Weisen als
Antioxidationsmittel wirken: Es reagiert chemisch mit dem Singulett Sauerstoff, dem
Superoxyd und den Hydroxidradikalen und sorgt dafiir, dass immer freie Radikale vorhanden
sind. Anderseits kann das Glutathion als Cofaktor der Dehydroascorbatreduktase die
Ascorbinsaure aus ihrer oxidierten in ihre reduzierte Form Uberfiihren (Loewus, 1988).

Das Glutathion kann auch alternativ zu diesen Funktionen am Zellmetabolismus beteiligt sein,
zum Beispiel beim Transport von reduziertem Schwefel von den Blattern zu den Wurzeln
(Rennenberg, 1982) oder es nimmt teil an der Entgiftung von Xenobiotika als Co-Substrat flir
die Glutathion S-Transferase. AuBerdem kommt Glutathion als Ausgangsmolekiil fiir die
Phytochelatine, die Oligopeptide, die die Schwermetalle in den Pflanzen binden, vor.

1.7.7 Glutathion S-Transferasen

Glutathion S-Transferasen (GSTs, EC 2.5.1.18) sind erstmals bei Tieren beschrieben worden,
wo sie die Konjugation von Arzneimitteln mit dem Trippeptid Glutathion katalysieren (Booth
et al., 1961) und spater auch in Pflanzen, in der Konjugation von Atrazin in Mais mit GSH
(Frear & Swanson, 1970). Dieser Prozess der Konjugation flhrt zu einer Abspaltung
elektrophiler Gruppen von Xenobiotikum und wird als echte Detoxifizierung bezeichnet.

Die pflanzlichen GSTs sind im Cytosol aber auch in den Membranen (Mikrosomen) gefunden
worden. Die beiden Gruppen sind homo- (bei identischen Untereinheiten) oder heterodimere
(im Fall von unterscheidlichen Untereinheiten) Enzyme, die eine GréBe zwischen 23 und
30 kDa besitzen (Schréder, 2001). GSTs besitzen zwei Domdnen um Konjugate von
Glutathion und elektrophilen Substraten bilden zu kénnen.

Die im Cytosol gelésten GSTs werden in folgende Klassen unterteilt: Phi (F), Tau (U), Theta
(T), Zeta (Z), Lambda (L) und die Dehydroascorbatreduktasen (DHARs) (Edwards & Dixon,
2005). Die Klassen Phi und Tau besitzen die meisten Mitglieder und sie sind pflanzen-

spezifisch. Die restlichen Klassen sind auch in der Tierwelt prasent.
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Jeder der GST-Klassen ist eine wichtige Funktion zugeschrieben worden. So scheint die Phi-
Klasse besonders Stressantworten zu geben, Pflanzenhormone zu metabolisieren und auf
Trockenstress zu reagieren, wahrend die Tau-GST bei biotischem und abiotischem Stress
und bei der Herbizid Entgiftung Rollen haben. Die weiteren GST-Klassen haben einge-
schrankte Aufgaben. So hat die Theta-GST Peroxidaseaktivitat, die Zeta-GST hingegen Iso-
meraseaktivitdat, die Lambda-GST Reduktaseaktivitdit und die DHARs katalyiseren die
Ascorbat Reduktion. Marrs (1996) auBert die Meinung, dass die Gruppe von anderen GSTs

den Stress durch Hitze, Schwermetalle und Pathogene reguliert.

1.7.8 Phytochelatine
Um sich vor toxischen Schwermetallen schiitzen zu kénnen, haben die Pflanzen Mecha-
nismen entwickelt, mit deren Hilfe die Metallionen, die ins Cytosol eindringen, komplexiert

und deaktiviert werden. Die Phytochelatine haben folgende Struktur (Grill et al., 1985):
(NH3)-y-Glu-Cys- y-Glu-Cys- y-Glu-Cys-Gly-COO
Untersuchungen zeigen, dass Cd** und andere Schwermetalle durch diese Peptide chelatiert

werden. Die Lange ihrer Kette variiert von n = 2 bis n = 11, (y-Glu-Cys),-Gly (Gekeler et al.,
1989).

[n) | ] | .:‘:.| l!'rl I'.|| l!'rl [w}
-~ - S\ /,S S\ =
\
Cd/ Cd Cd
/N /
5// \é o S ) =
S I SR P R N

Abbildung 4 Struktur eines [Cd3(PC4)] Komplexes. In Blau sind unkoordinierte Carboxylgruppen,
deren Platz von der negativen elektrischen Ladung stark abhangig ist, dargestellt (Strasdeit et al.,
1991).

Cd**-Ionen verursachen die stirkste Bildung von Phytochelatinen in vivo. Der Cd-PCs-
Komplex hat die in der Abbildung 4 dargestellte Struktur.

Der Platz der unkoordinierten Carboxylgruppen ist von der stark negativen Elektronenladung
abhangig (Strasdeit et al., 1991). Die Synthese von Schwermetall-Phytochelatinkomplexen
aus Glutathion ist ein lebensnotwendiger metabolischer Prozess in den hdheren Pflanzen

(Ruegsegger et al., 1990; Rlegsegger & Brunold, 1992). Die Synthese der Phytochelatine
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wird durch das Enzym y-Glutamylcystein-Dipeptidil-Transpeptidase (Phytochelatinsynthase),
(EC 2.3.2.15), katalysiert. Die erste Reaktion wird durch folgende Gleichung dargestellt:

y-Glu-Cys-Gly + (y-Glu-Cys)n-Gly->(y-Glu-Cys),.1-Gly-Gly.

Diese Reaktion ist durch Schwermetalle stark induzierbar. Der Zusammenhang zwischen den

Metallen und der Effektivitat der Induktion der Enzymaktivitat hat die Reihenfolge:

Cd>Ag>Pb>Cu>Hg>2Zn>Sn>Au > As > In > TI> Ge > Bi > Ga.

AuBer in der Entgiftung spielen die Phytochelatine eine Rolle im Mechanismus, der die
Konzentration essentieller Metallionen in der Pflanzenzelle reguliert.

Die Phytochelatine spielen hier zwei Rollen: einerseits missen sie Metallionen komplexieren,
deaktivieren und in der Vakuole einlagern (Abbildung 5), anderseits miussen sie die

essentiellen Metalle zu den neusynthetisierten Apoenzymen flihren (Thumann et al., 1991).

0 -~

Wakuole

PZ+Cd «—— Cd-PC
b H+

Abbau

+ATP

oy

Cyloso GEH Cd-Po+Gly

i L R e Bl

unaktive PC- Synthazey *—_ aktive P C-Synthaze

2+
Y, cd \_

Abbildung 5 Die Cd** Ionen dringen in die Zelle ein und aktivieren die Synthese von Phytochelatinen,
deren Charakter fiir die Bildung von Phytochelatinen von Glutathion typisch sind. Der Cd-PCs-Komplex
wird aktiv in die Vakuole transportiert, wo er eventuell disoziiert wird. Wahrend das Metall dort
gelagert wird, werden die Phytochelatine degradiert (Zenk, 1996).

1.7.9 Carotinoide

Carotinoide gehdren zu den Cy-Isoprenoiden und Tetraterpenen, die in den Plastiden der
photosynthetisierenden und nichtphotosynthetisierenden Pflanzenzellen zu finden sind. In den
Chloroplasten haben Carotinoide die Funktion der akzessorischen Pigmente, aber auch nicht
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unwesentlich ist ihre Rolle, die verschiedenen Formen des aktivierten Sauerstoffs zu entgiften.
Wahrend der Entgiftung kdnnen Carotinoide das System auf verschiedene Weisen schiitzen:
e durch eine Reaktion mit den Produkten des Lipidhydroperoxid um eine Kettenreaktion
zu starten (Burton & Ingold, 1984)
e durch Bindung des Singulett Sauerstoffs und Abgabe von Energie als Warmeenergie
(Mathis & Kleo, 1973)
e durch eine Reaktion mit dem Triplett oder angeregten Chlorophylimolekiilen, um die
Bildung von Singulett Sauerstoff zu verhindern

e durch Abgabe der Energie durch den Xanthophyllzyklus (McKersie, 1996).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

In Rahmen dieser Arbeit werden verschiedene Aspekte des Schwermetalleinflusses auf die
Aktivitaten von Enzymen, die am oxidativen Stoffwechsel beteiligt sind, auf Glutathion S-
Transferasen und die Entgiftungsleistung unter multipler Belastung mit organischen
Fremdstoffen untersucht.
Speziell wurde hinterfragt
e inwieweit die untersuchten Pflanzenarten Schwermetalle aufnehmen konnen, ohne
deren physiologische Prozesse zu stéren. Es wurden Cd-, As- und Pb-Versuche mit
Typha latifolia durchgefiihrt.
e wo die hochste Akkumulation an Schwermetallen in der Pflanze stattfindet: im Rhizom
oder Spross und wie sich die vertikale Verteilung verhalt.
e wie sich die Aktivitditen von Schutzenzymen unter dem Einfluss erhdhter
Schwermetallkonzentrationen infolge der Schwermetallbehandlung verandern
e wie die Verteilung und Veranderung der verschiedenen Enzymaktivitdten des Halliwell-
Asada Zyklus nach den Metallbehandlungen gestaltet ist
e wie die Entgiftungskapazitditen von drei verschiedenen Pflanzenarten unter
Cadmiumeinfluss sich verandert, und
e welche Unterschiede in den Isoenzymmustern der Glutathion S-Transferasen

nachgewiesen werden kdnnen.

Der Hintergrund der Untersuchungen ist die Suche nach Pflanzenarten, die gute
Uberlebensmechanismen besitzen um die hohen Schwermetallkontaminationen bei
gleichzeitiger Belastung mit organischen Xenobiotika mit moglichst niedrigen physiologischen
Schaden ertragen zu koénnen. Solche Pflanzen kdénnten zur Phytoremediation von metall-
kontaminierten Oberflachen und Gewassern eingesetzt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Beschreibung der verwendeten Pflanzenarten

2.1.1 Typha latifolia

Typha latifolia L. (Abbildung 6), der breitbldttrige Rohrkolben, gehdrt zu den siiBgrasartigen
Rohrkolbengewdchsen ( 7yphaceae), aus der Abteilung Bedecktsamer (Magnoliophyta) und
der Klasse Einkeimblattrige (Liliopsida). Diese Familie umfasst insgesamt 12 Arten.

Die Pflanze hat waagerecht kriechende Rhizome, einen aufrecht wachsenden Spross, ihre
Blatter sind zwischen 1 und 3 cm breit, insgesamt kann sie bis zum 4 m groB werden. 7.
latifolia ist haufig in stehenden oder langsam flieBenden Gewassern zu finden. Die Pflanzen
bevorzugen Siimpfe, Wassergraben, Rohrichtzonen an Seen und Teichen, wo ihre Rhizome
bis in drei Meter Tiefe wachsen kénnen. Ihre gréBte Verbreitung hat sie in der ndrdlichen
gemaBigten Zone sowie in den Tropen und Subtropen, nicht aber in Mittel und Sidafrika,

Stidasien, Polynesien und Australien (http://de.wikipedia.org/wiki/Breitblaettriger Rohrkolben).

Die Pflanzenart wird weit verbreitet flir die Phytoremediation in Kldranlagen und Schénungs-

teichen benutzt.

Abbildung 6 7ypha /atifolia (Quelle: http://fichas.infojardin.com/foto-acuaticas/typha-latifolia.jpg).

2.1.2 Helianthus annuus

Helianthus annuus L., die Sonnenblume (Abbildung 7), ist eine Art aus der Gattung

Helianthus aus der Familie der Korbbliitengewdachse (Asteraceae). Die Pflanze hat ihren
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Ursprung in Amerika, von wo sie im 16. Jahrhundert nach Europa gebracht worden ist. Sie
bevorzugt fruchtbare, feuchte Bdden. Pro Quadratmeter wachsen im landwirtschaftlichen
Bestand 6 bis 7 Pflanzen, die bis zu 2 m hoch werden koénnen. Die Friichte der Sonnenblume
sind sehr vitaminhaltig und haben zudem einen hohen Gehalt an ungesattigten Fettsauren.
Die Pflanze besitzt die Fahigkeit, dem Boden gefahrliche Stoffe zu entziehen

(http://de.wikipedia.org./wiki/Sonnenblume), weshalb sie zur Reinigung bleihaltiger und radio-

aktiver Bdoden eingesetzt wird.

Abbildung 7 Helianthus annuus auf dem Versuchsfeld Rafz (Schweiz), im August 2005.

2.1.3 Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum L. oder Tabak (Abbildung 8) ist ein Bedecktsamer (Magnoliophyta). Die
Pflanzenart gehoért zur Familie der Nachtschattengewachse (So/anaceae), zu denen auch die
Tomaten und die Kartoffeln zahlen. Es sind Uber 65 Nicotiana-Arten bekannt. Ihr besonderes
Merkmal ist das Alkaloid Nikotin, das allerdings nur Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum) in
den Wurzeln produzieren und in den Blattern ablagern. Der wirtschaftlich wichtigste Teil des

Tabaks sind die Blatter, die von der Tabakindustrie verwendet werden.

Als Pflanze mit hoher Biomasse und einigem Akkumulationspotenzial fiir Metalle hat sie

neuerdings Bedeutung in der Phytoremediation gewonnen.
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Abbildung 8 Nicotiana tabacum auf dem Versuchsfeld (Ostschweiz), im August 2005.

2.2 Pflanzenbehandlungen

2.2.1 Behandlungsreihe Typha latifolia
Pflanzenmaterial: Herkunft und Anzucht
Das Pflanzenmaterial wurde von der Firma Jorg Petrowsky in Eschede als 18 Monate alte
Rhizome bezogen. Nach der Lieferung wurden die Rhizome sofort in Bldhton (LecaTon,
PartikelgroBe 2-5 mm) gepflanzt. Im Gewadchshaus herrschten wahrend des gesamten

Behandlungszeitraums folgende Bedingungen (Tabelle 6):

Tabelle 6 Gewachshausbedingungen wahrend des Behandlungszeitraums

Dauer (h) Luftfeuchtigkeit (%)
Tag 14 50
Nacht 10 50

Es wurde eine Pflanze pro Topf eingepflanzt. Die PflanzengefdaBe (@ 24 cm, Pdppelmann)
wurden in Wannen gestellt (Abbildung 9), um eine eventuelle Kontaminierung der

Gewachshauskabine mit Schwermetallen zu vermeiden.
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Abbildung 9 7jpha /atifolia wahrend der Behandlung mit Schwermetallen im Gewachshaus des GSF-
Forschungszentrums.

Wahrend der Wachstumsperiode wurden je vier Pflanzen mit 2,4 L Wasser alle 36 h durch
ein Bewadsserungssystem und zundchst einmal pro Woche zusatzlich mit 10g
Murashige & Skoog Medium (Duchefa) (Tabelle 7) versorgt.

Tabelle 7 Zusammensetzung des verwendeten Murashige & Skoog Mediums (Duchefa)

Mikroelemente

Elemente mg/L UM
CoCl,.6H,0 0,025 0,11
CuS04.5H,0 0,025 0,10
FeNaEDTA 36,70 0,10
H3BOs 6,20 100

K 0,83 5,00
MnS04.H,0 16,90 100
Na,Mo04.2H,0 0,25 1,03
ZnS04.7H,0 8,60 29,91

Makroelemente

Elemente mg/L mM
CaCl, 332,02 2,99
KH,PO, 170,00 1,25
KNO; 1900,00 18,79
MgSO, 180,54 1,50
NH4NO; 1650,00 20,61
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2.2.1.1 72 Stunden /in vivo Behandlung von Typha latifolia

Nach 72d Wachstum wurden die Pflanzen nach dem unten beschriebenen Schema
(Tabelle 8) mit insgesamt zwolf Behandlungsreihen, drei verschiedenen Schwermetallen in
jeweils vier verschiedenen Konzentrationen, behandelt.

Die Kontrollpflanzen wuchsen bei gleichen Bedingungen, ohne Schwermetallzugabe. Fir jede
Konzentration wurden drei eigenstandige Pflanzen als Replikate benutzt.

Vor der Pflanzenbehandlung wurde der Blahton entfernt und ein Plastikbeutel in jeden
einzelnen Topf eingelegt, in dem 1,5 L Wasser mit der entsprechenden Menge an Schwer-
metall dosiert wurden. Nach 72 h in diesem Medium wurden die Pflanzen beprobt, in

flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C bis zur Aufarbeitung gelagert.

Tabelle 8 Behandlungsreihe fiir den 72 h jn vivo Versuch von Typha latifolia

Konzentration Schwermetall Behandlungsdauer in Pflanzenzahl
(M) Stunden (h)

0 - 72 3
10 Cd 72 3
50 Cd 72 3

100 Cd 72 3
250 Cd 72 3
10 As 72 3
50 As 72 3
100 As 72 3
250 As 72 3

10 Pb 72 3

50 Pb 72 3
100 Pb 72 3
250 Pb 72 3

2.2.1.2 72 Tage in vivo Behandlung von Typha latifolia

Fir diesen Versuch wurden weitere Pflanzen derselben Klone wie oben beschrieben
umgesetzt und angezogen. Nach 21 d wurden die Pflanzen nach dem folgenden Schema
behandelt (Tabelle 9): Die Gewachshausbedingungen waren die gleichen wie beim 72 h
Versuch (siehe Tabelle 6). Bei dieser Behandlung wurden 5 L Wasser mit Konzentrationen von

10 uM, 50 uM, 100 uM und 250 uM an Schwermetallen pro Wanne zugegeben. Das Medium
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wurde jede Woche gewechselt, um Uber die Zeit der Versuchsdauer gleiche Bedingungen und
Schwermetallkonzentrationen zu erhalten. Nach 72 d wurden die Pflanzen geerntet und bis zu

ihrer Weiterverwendung bei -80°C gelagert.

Tabelle 9 Behandlungsreihe flr den 72d in vivo Versuch von Typha /latifolia

Konzentration Schwermetall Behandlungsdauer in Pflanzenzahl in den
(M) Tage (d) beiden Experimenten

0 - 72 5 14

10 Cd 72 5 10

50 Cd 72 5 10

100 Cd 72 5 10

250 Cd 72 5 16

2.2.2 Behandlungsreihe Helianthus annuus

Die Sonnenblumenproben von 14 unterschiedlichen Mutanten (Nehnevajova, 2006) wurden
von Dr. Rolf Herzig, PHYTOTECH (Schweiz), zur Verfligung gestellt. Ausgewahlte Mutanten
der M3-Generation, die Uber groBe Biomasse, gutes Wachstum und hohe Fahigkeit zur
Metallakkumulation verfiigen, wurden ausgewahlt und weiter verwendet.

Sonnenblumenblatter wurden auf dem Versuchsfeld geerntet (Abbildung 10) und gleich in
flissigem Stickstoff eingefroren, zum Labor ins GSF-Forschungszentrum transportiert und bis

zur Weiterverwendung bei -80°C gelagert.

Abbildung 10 Mutagenisierte Helianthus annuus auf dem Versuchsfeld Rafz (CH) kurz vor der Ernte.
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Das Versuchsfeld von 10 x 30 m GréBe in Rafz (Schweiz) liegt 23 km nérdlich vom Flughafen
Zirich. Die Versuchsbdden stellten sowohl einheimischen Boden als auch Industrie-
klarschlamm kontaminierte Sandbéden dar. Sie wurden als Parabraunerde (haplic luvisol),
Tabelle 10, klassifiziert (Wenger, 2000).

Tabelle 10 Chemische Zusammensetzung den Parabraunerde (Wenger, 2000)

Bodenzusammensetzung Menge
Sand 54%
Schlamm 28%
Lehm 18%
Kohlenstoff (organisch) 1,6%
CaCo; 0,6%
CEC (cation exchange capacity) 16,9 cmol kg™ Boden

Die Sonnenblumenmutanten wurden auf Flachen von 4 x 15 m ausgepflanzt (je sechs
Pflanzen pro Behandlung und Sorte), auf denen homogene Metallkonzentrationen festgestellt
worden waren.

Im Boden des Versuchsfeldes, der einen pH Wert von 5,6 aufwies, konnten mit Hilfe des 2M-
Salpetersaureverfahrens (HNOs) folgende Gesamtmetallkonzentrationen bestimmt werden
(Tabelle 11):

Tabelle 11 Gesamt Metallkonzentrationen auf dem Versuchsfeld Rafz (Schweiz)

Schwermetall mg kg™ Trockengewicht
Blei 473
Cadmium 0,4
Chrom 32
Zink 740

Die hochste Metallkonzentration auf dem Versuchsfeld wurde im Oberboden (top soil) fest-
gestellt. Wesentlich niedrigere Metallkonzentrationen sind in den tieferen Bodenschichten ge-
funden worden (Krebs-Hartmann, 1996). Die Ergebnisse der Bodenuntersuchungen im glei-
chen Versuchsfeld im Jahr 2001 zeigten keine signifikanten Unterschiede fiir die Cadmium-,
Zink- und Kupferkonzentration unter 23 verschiedenen Proben und weisen auf eine relativ
homogene Metallkonzentration auf dem Versuchsfeld hin (Nehnevajova, 2006). Die Son-
nenblumen wurden mit 60 kg N ha?, 50 kg P,Os ha® und 400 kg K,O ha laut Schweizer
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Landwirtschaftspraxis und unter Berlicksichtigung der individuellen Pflanzenbedirfnisse
gedingt. Um die Metallverfligbarkeit und die Phytoextraktionseffektivitdt der Pflanzen zu
erhdhen, wurden je zwei Behandlungen mit zwei unterschiedlichen Dingern durchgefihrt:

1. Sulfatbehandlung, mit Stickstoff und Kalium als Sulfatsalzen: (NH4),SO4 und K;SO4

2. Nitratbehandlung, mit Stickstoff in Nitratform (NH4NOs) und K als KCI.
Phosphor wurde in beiden Fallen als dreifaches Superphosphat hinzugefligt (TSP,
Nehnevajova, 2006).

2.2.3 Behandlungsreihe Nicotiana tabacum

Abbildung 11 Nicotiana tabacum auf dem Versuchsfeld in der Ostschweiz unmittelbar vor der Ernte.

Auch die Tabakproben wurden von Dr. Rolf Herzig, PHYTOTECH (Schweiz), liberlassen. Die
Proben wurden auf dem Versuchsfeld in der Ostschweiz geerntet (Abbildung 11) und in
flissigem Stickstoff eingefroren.
Fir diesen Versuch wurden selektierte Tabaksorten verwendet. Alle Sorten zeigten in friiheren
Experimenten besonders hohe Akkumulationsraten flir Zink, Cadmium und Blei und hatten
deshalb die besten Voraussetzungen, um den Schwermetallgehalt des Zn-kontaminierten
Bodens zu reduzieren. Klone von zwei verschiedenen Tabaksorten: Badischer Geudertheimer
(BAG), Forchheim Pereg (FoP) und vier Tabakmutanten: NBCu 10-8 F1 und NBCu 10-4 F1,
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abstammend von BAG sowie NFCu 7-15 F1 und NFCu 7-19 F1 (FoP), wurden in vitro im Labor
in MS-Agar Murashige & Skoog (1962) angezogen und spater im Bodenlabor und im Feld an
AuBenbedingungen (Boden, Licht, Temperatur) gewohnt.

Die Tabakpflanzen wurden in die gepfligte und geeggte Versuchsflache gepflanzt. Dieses
Vorgehen gewadhrleistete ein Minimum an Ausfallen und besserer Kontrolle tiber den Versuch.
Die Tabakpflanzen wurden mit 170 kg N ha™, 40 P,0s ha™ und 260 kg K,O ha™ laut Schweizer
Landwirtschaftspraxis und den individuellen Bedlrfnissen der Kultur gedlingt. Zusatzlich
wurden Ammoniumsulphat- und Ammoniumnitratdiinger auf das Feld ausgebracht. Ziel war
es, die Metallaufnahme und die Phytoextraktionskapazitat der Pflanzen zu erh6hen. Um eine
optimale Dilingergabe fiir die hdochste Metallextraktionsrate im Tabak zu finden, wurden die
Tabakpflanzen mit doppelter Konzentration (2mal Ammoniumsulfat (AS) oder Ammonium-
nitrat (AN)) und mit kombinierter Gabe (1 AS+1 AN und 1,5 AS+1,5 AN) gediingt.

2.3 Aufarbeitung des Pflanzenmaterials (Enzymextraktion)

Das bei -80°C gelagerte Pflanzenmaterial wurde nach der Methode von Schrdder et al. (2005)
aufgearbeitet. Dazu wurden die tiefgefrorenen Blatter und die Rhizome von Typha latifolia
unter flissigem Stickstoff pulverisiert und mit der zehnfachen Menge an Aufarbeitungspuffer
(siehe Tabelle 12) versetzt. Die Probe wurde dann auf Eis gemischt, mit Ultra Turrax (IKA) bei
maximaler Geschwindigkeit flir 3 min homogenisiert und fiir 30 min unter standigem Rihren
und 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Extrakt bei 48 000 x g flir 30 min und 4°C
zentrifugiert (JA 25, Beckman Coulter). Der Uberstand wurde dekantiert und mit Miracloth-
Filter 20-25 uM (Calbiochem) filtriert, das Volumen bestimmt und das Pellet verworfen.

Mit dem Uberstand wurde eine Ammoniumsulfatfallung von 0-40% Sittigung durchgefiihrt.
Auf diese Weise wurde die Hydrathdille von Proteinen zerstdrt und ausgefallt. Die Menge an
Ammoniumsulfat ((NH4),SO,) wurde mit Hilfe folgender Formel (Abbildung 12) berechnet:

Ammoniumsulfatmenge (g) = V x 1,77(5-s)/(3,54-S)

V = Volumen der Lésung im mL
S = gewiinschte Konzentration an Ammoniumsulfat
s = vorgelegte Konzentration an Ammoniumsulfat

Abbildung 12 Formel zu Berechnung der benétigten Ammoniumsulfatmenge (nach Jaenicke, 1984)
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Nach Zugabe der entsprechenden Ammoniumsulfatmenge folgte eine dreiBigminitige
Inkubation, erneute Zentrifugation fiir weitere 30 min, erneutes Dekantieren und Filtrieren der
Probe und danach eine 40-80% Ammoniumsulfatfallung, um die gewiinschten Enzyme zu

fallen. Das Salz wurde wieder in kleinen Schritten dazugegeben.

Tabelle 12 Erlduterung der Funktion der im Aufarbeitungspuffer (0,1 MTris/HCI, pH 7,8) enthaltenen
Pufferkomponenten:

Pufferkomponente Bedeutung Anteil im Puffer
Nonidet P 40 solubilisiert die Membranen 1% Nonidet P40
PVP K90 Komplexbinder zum Abfangen 1% PVP K90

oxidativ irreversibel wirkender

Phenolebildner

EDTA Komplex fur zweiwertige 5 mM EDTA
Metallionen, die die GST-
Aktivitat  stéren  oder sie

hemmen kdnnen

DTE halt SH-Gruppen im reduzierten 5 mM DTE

Zustand

AbschlieBend wurde der Extrakt bei 48 000 x g und 4°C fiir 30 min zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und das Pellet, das einen sehr hohen Salzanteil besaB3, entsalzt. Fir die
Entsalzung wurden PD 10 Sdulen (GE Healthcare) mit 25 mL Puffer (25 mM Tris/HCI, pH 7,8)
aquilibriert. Das Pellet wurde in 2,5 mL des gleichen Puffers resuspendiert und auf die Saule
aufgetragen. Protein wurde mit 3,5 mL Puffer (25 mM Tris/HCI, pH 7,8) eluiert und
aufgefangen. Die Proben wurden in Aliquots zu je 500 uL fir weitere Messungen pipettiert, in

flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.4 Bestimmung der Proteingehalte

Die Proteingehalte wurden nach Bradford (1976) am Photometer Spectramax plus 384
(Molecular Devices) bestimmt.

Dazu wurden 200 pL der Bradford Arbeitslosung in eine 96 Well Mikrotiterplatte (Nunc)
pipettiert. Dann erfolgte die Zugabe von 10 gL Probe, 10 min Inkubation und eine
nachfolgende Messung bei 595 nm. Die Auswertung dieser und der nachfolgenden Messungen
wurde mit dem Programm Soft Max Pro 4.6 (Molecular Devices) durchgefiihrt. Die Kalibrier-
geraden wurden mit Rinderserum-Albumin (BSA) erstellt. Weil nicht alle Proben die gleiche

Konzentration an Protein enthielten, wurden zwei verschiedene Kalibriergeraden benutzt.
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2.5 Bestimmung der Enzymaktivitaten

2.5.1 Glutathion S-Transferasen (GST)-Aktivitdt

Die Bestimmung der Aktivitat der Glutathion S-Transferasen (EC 2. 5. 1. 18) wurde nach der
Methode von Habig et al. (1974) durchgeflihrt. In den nachfolgenden Abbildungen 13 bis 17

sind die Konjugationsreaktionen mit den jeweiligen Modellsubstraten (Sigma) dargestellt:

NO, NO,
GSH
GST
ON d A O,N SG + H*Cl

Abbildung 13 Konjugation von 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol (CDNB) mit GSH zu S-(2,4-Dinitrophenyl)-

Glutathion.
O.N ‘@ d AN O,N O SG + HCl

Abbildung 14 Konjugation von Dichlornitrobenzol (DCNB) mit GSH zu S-(2-Chlor-4-Nitrophenyl)-
Glutathion.

GSH

GST
O,N CH,CI O,N CH,SG + H*Cl"

Abbildung 15 Konjugation von p—Nitrobenzylchlorid (NBC) mit GSH zu p-Nitrobenzyl-Glutathion.

GSH

0 0

7 N/ il < > % _

O,N O,N + HCl
=/ -

Cl

Abbildung 16 Konjugation von p—Nitrobenzoylchlorid (NBoC) mit GSH zu p-Nitrobenzoyl-Glutathion.

NO, NO,
GSH
GST
0#4@7 o—@ CF, > (384<\;>7CF3+ HO@ NO,
Fluorodifen 4-(Trifluormethyl)-2- p-Nitrophenol

nitrophenyl-glutathion

Abbildung 17 Reaktion des Herbizids Fluorodifen mit GSH.
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Dem Ansatz wurde reduziertes Glutathion als Konjugationspartner der Glutathion S-Trans-
ferasen zugegeben, die die Enzymreaktion katalysieren. Die Konjugate, die bei dieser
Reaktion gebildet wurden, wurden spektrophotometrisch bestimmt. Die substratspezifischen
Wellenlangen sind in Tabelle 13 dargestellt.

Um die nichtenzymatische Reaktion von reduziertem Glutathion mit dem Substrat erfassen
zu kdnnen, wurde ein Blank gemessen und von den Reaktionswerten abgezogen.

Vor der Testdurchfiihrung wurden die Substrate und das Glutathion entsprechend frisch
abgewogen und in Ethanol, beziehungsweise destilliertem Wasser, gelést. Die Ansatze
wurden wie in der Tabelle 13 beschrieben, zusammenpipettiert und gut durchmischt. Die
Photometerestimmung erfolgte in einer Mikrotiterplatte mit 190 puL Puffer- Substratgemisch
und 10 yL Enzymextrakt. Von jeder Probe wurden drei Replikate gemessen. Die Messung
erfasste die lineare Zunahme oder Abnahme (Fluorodifen) der Extinktion bei der substrat-

spezifischen Wellenlange liber eine Dauer von 300 s.

Tabelle 13 Parameter und Pipettierschema fiir die spektrophotometrische Bestimmung von
Glutathion S-Transferasen Aktivitat

CDNB DCNB NBC NBoC Fluorodifen
Tris/HCI Puffer, pH 6,4 7,5 6,4 6,4 7,5
Wellenlange (nm) 340 345 310 310 405
Extinktionskoeffizient 9,6 8,5 1,8 1,9 3,1
(mM*cm™)
GSH Konzentration im 1 1 1 1 1
Well (mM)
Substratkonzentration im 1 1 0,5 0,5 1
Well (mM)
Endvolumen, (in der
Mikrotiterplatte), uL 200 200 200 200 200
Proteinanteil, (am
Endvolumen), L 10 10 10 10 10

2.5.2 Peroxidase-Aktivitat

Die Aktivitat der Peroxidasen (EC 1. 11. ...) im Enzymextrakt wurde nach der Methode von
Drotar et al. (1985) durchgefiihrt. Das flir diese Messung (Abbildung 18) verwendete
Substrat ist Guajacol (2-Methoxy-phenol).

32




Kapitel 2 Material und Methoden

OCH, Qe OCH,
POX
H,0, + 2 OH 2 O +H,0
Guajacol Guajacyl - Radikal

Abbildung 18 Reaktion von H,O0, mit dem Substrat Guajacol, welches die Peroxidase zu
Tetraguajacol katalysiert.

Tabelle 14 Ansatz fiir den Peroxidase-Test

Reagenzien Pipettiervolumen (L)
Tris/HCI 50 mM pH 6,0 27 300
Guajacol 3,4 mM 600
H,0, 9 mM 600
Enzymextrakt 10

Guajacol und Wasserstoffperoxid wurden in destilliertem Wasser gelést und dem Puffer
zugegeben (Tabelle 14). Danach wurden 190 pL von dem Substratansatz in die Mikrotiter-
latten pipettiert und 10 uL Enzymextrakt zugegeben. Die Messung erfolgte iber 300 s. Die
Messung der Extinktionsanderung erfolgte bei 420 nm, der Extinktionskoeffizient betragt
26,6 mMlcm™.

2.5.3 Ascorbatperoxidase-Aktivitat

Um die Aktivitdt der Ascorbatperoxidase (EC 1. 11. 1. 11) messen zu kénnen, wurde die
Methode von Vanacker et al. (1998) verwendet. Hierzu wurde die Oxidation des Ascorbats
und die damit verbundene Extinktionsabnahme spektrophotometrisch bei einer Wellenlange

von 290 nm bestimmt. Dazu wurde folgender Ansatz pipettiert (Tabelle 15):

Tabelle 15 Ansatz fiir den Ascorbat-Peroxidase-Test

Reagenzien Pipettiervolumen (pL)
55,56 mM K,HPO,4 pH 7,0 36 000
Vitamin C (Natriumascorbat 60 mM) 10
3% H,0, 41
Enzymextrakt 20
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Die Messungen wurden bei 290 nm mit UV durchlassigen Mikrotiterplatten (Greiner)
durchgefiihrt. Pro Well wurden 180 pL Puffer-Substratgemisch und 20 yL Enzymextrakt
pipettiert. Jede Messung dauerte 300s zur Messung der Extinktionsabnahme. Der

Extinktionskoeffizient hat einen Wert von 2,8 mM*cm™.

2.5.4 Monodehydroascorbatreduktase-Aktivitat

Monodehydroascorbatradikale disproportionieren zu Ascorbat oder spontan zu Dehydro-
ascorbat durch Katalyse der NAD(P)H-abhdngigen Monodehydroascorbatreduktase (EC 1.
6. 5. 4) oder nichtenzymatische Mechanismen (10°Ms™ bei pH 7,0) (Foyer, 1993).

Um die Aktivitat dieser Reduktase bestimmen zu kénnen, wurde eine modifizierte Methode
von Vanacker et al. (1998) benutzt. Die Monodehydroascorbatreduktase wurde dabei an dem
Spectra max Plus 384 Photometer (Molecular Devices) bei 25°C und 340 nm fir 300 s
bestimmt. Der Extinktionskoeffizient betrug 6,2 mM“*cm™.

Die Aktivitat der Monodehydroascorbatreduktase wurde durch die Reaktion der
Ascorbatoxidase im Puffergemisch aus Hepes/KOH mit NADPH, Ascorbat und Enzym

bestimmt. Im Ansatz wurden die folgenden Volumina verwendet (Tabelle 16):

Tabelle 16 Ansatz flir die Monodehydroascorbatreduktase-Test

Reagenzien Pipettiervolumen (L)
111 mM Hepes/KOH pH 7,6 30 000
25 uM NADPH 100
2,5 mM Ascorbat 1 000
0,4 U/mL Ascorbatoxidase 13,3 Units
Enzym 20

Es wurden 20-25mL des Hepes/KOH Puffers vorgelegt und NADPH, Ascorbat und
Ascorbatreduktase zugegeben. Der Ansatz wurde mit Puffer auf 30 mL aufgefiillt und pro

Well 180 mL pipettiert. Zum Schluss erfolgte die Zugabe von 20 pL Enzymextrakt pro Well.

2.5.5 Dehydroascorbatreduktase-Aktivitat

Um die standige Nachlieferung von reduziertem Ascorbat in den Ascorbatpool erzielen zu

kénnen, besitzen Chloroplasten die Mdglichkeit, Dehydroascorbat zu rezyklieren. Reduziertes
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Glutathion, das in den Chloroplasten in millimolarer Konzentration zu finden ist, reduziert
dabei nichtenzymatisch Dehydroascorbat zu Ascorbat bei pH 7 (Foyer, 1993). Diese Reaktion
wird von der Dehydroascorbatreduktase (EC 1. 8. 5. 1) katalysiert (Abbildung 19):

2 GSH + Dehydroascorbat —» GSSG + Ascorbat

Abbildung 19 Bildung von oxidiertem Glutathion und Ascorbat mittels reduziertem Glutathion und
Dehydroascorbatreduktase

Die Methode nach Vanacker et al. (1998) misst die enzymabhangige Extinktionsanderung
nach der Zugabe von Ascorbat bei 265 nm.

Die Bestimmung wurde am Spectra max Plus 384 Photometer (Molecular Devices) mit UV
durchlassigen Mikrotiterplatten (Greiner) durchgefiihrt. Die Proben wurden 300 s bei 265 nm
und 25°C gemessen. Fir den Ansatz wurden in jedes Well 190 yL Puffergemisch und 10 pL
Enzym pipettiert (Tabelle 17). Der Extinktionskoeffizient betragt 7 mM*cm™.

Tabelle 17 Ansatz fiir die Dehydroascorbatreduktase-Test

Reagenzien Pipettiervolumen (L)
52,6 mM Hepes/KOH pH 7,0 27 000
0,1 mM EDTA 1 000
2,5 mM GSH 1 000
0,2 mM DHA 1 000
Enzym 10

2.5.6 Glutathionreduktase-Aktivitat
Die Aktivitat der Glutathionreduktase (EC 1. 6. 4. 2) wurde nach der von Vanacker et al.

(1998) beschriebenen Methode gemessen. Es wird die Reaktion verfolgt, bei der das Enzym
Glutathionreduktase die oxidierte Form des Glutathions (GSSG) unter Verbrauch von NADPH
zu GSH reduziert. Die Messung verfolgt die Konzentrationsabnahme des verbrauchten
NADPH.

Hier wurden fiir den Ansatz folgende Substanzen (Tabelle 18) verwendet:
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Tabelle 18 Ansatz fiir den Glutathionreduktase-Test

Reagenzien Pipettiervolumen (pL)
Tris/HCI 0,1 mM pH 7,5; 0,1 mM EDTA 9 300
GSSG 10 mM in 0,1 M Tris/HCl pH 7,5; 0,1 mM EDTA 100
NADPH 20 mM in 0,1 M Tris/HCl pH 7,5; 0,1 mM EDTA 100
Enzymextrakt 10

Flr die Durchflihrung dieses Tests wurden 190 pL des Substratgemisches pro Well pipettiert.
Die Reaktion wurde danach durch Zugabe von 10 pL Enzymextrakt gestartet. Die Ex-
tinktionsabnahme wurde flir 300 s bei 340 nm gemessen. Der Extinktionskoeffizient betragt
6,22 mM*cm™.

2.5.7 Katalase-Aktivitat

Bei der Bestimmung der Aktivitat der Katalase (EC 1. 11. 1. 6) wird die Abnahme von H,0,
bei 240 nm gemessen. Die Methode ist modifiziert nach Verma et al. (2003).

Tabelle 19 Ansatz fiir den Katalase-Test

Reagenzien Pipettiervolumen (pL)
100 mM KH,PO, Puffer pH 7,0 100
200 mM H,0, 40
Enzymextrakt 10

Das Volumen des Ansatzes (Tabelle 19) betragt 150 pL, der Extinktionskoeffizient entspricht
0,036 mM™cm™. Die spezifische Enzymaktivitat wird als pmol H,O, oxidiert pro min und mg

Protein angegeben.

2.5.8 Superoxiddismutase-Aktivitat

Der in der Arbeit verwendete Test zur Bestimmung der Aktivitat der Superoxiddismutase
(EC 1. 15. 1. 1) ist nach Polle et al. (1989) modifiziert worden.

Das Prinzip des Tests beruht auf der spontanen Autoxidation des Adrenalins zum roten
Adenochrom. Superoxidradikale initiieren die Autoxidation des Adrenalins und halten diese

Kettenreaktion in Gang. Superoxiddismutasen (SOD) entfernen die entstehenden Superoxid-
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radikale und verzdgern die Bildung des Adenochroms. Dies ist ein MaB fiir die SOD-Aktivitat.
Die Adenochrombildung wird photometrisch bei 480 nm bestimmt (Kréniger, 1994).

Tabelle 20 Ansatz fiir den Superoxiddismutase-Test

Reagenzien Pipettiervolumen (uL)
62,5 mM Na,CO5/NaHCOs Puffer pH 10,4 790
125 mM EDTA
Katalase 10
Enzymextrakt 100
Adrenalin 100

Die Konzentration der Adrenalinldsung wurde so voreingestellt, dass sich in der Kontrolle bei
480 nm eine Extinktionsanderung von 0,021 pro Minute ergab (Polle et al., 1989). Dazu
wurden 25 mg Adrenalin in 30 mL 0,1 N HCl gelést. Das Endvolumen des Testansatzes
betrug 1 mL (Tabelle 20).

Zur Berechnung der SOD Enzymaktivitat (in Units) wurde die Extinktionsanderung/min fir
die Testansatze (v) und die Kontrollen (V) nach der Formel von Beyer & Fridovich (1987) fur
andere SOD-Tests beschriebene Gleichung, Units = V/v - 1 benutzt.

Ein Unit SOD-Enzymaktivitat ist als die Menge an SOD, die die Bildung des Adenochroms um
50% hemmt, definiert (Kroniger, 1994).

2.5.9 Glutathionperoxidase-Aktivitat

Die Glutathion-Peroxidase katalysiert die glutathion-abhdngige Reduktion organischer
Peroxide. In ihrem katalytischen Zentrum befindet sich ein Derivat des Cysteins, das
Selenocystein. Um die Aktivitat der Glutathionperoxidase (EC 1.11.1.9), die wie die
Katalase, die Superoxiddismutase und die Peroxidase zu den Oxidoreduktasen gehort,
messen zu kénnen, wurde in der Arbeit die Methode von Dixon et al. (1998) verwendet.
Dazu wird die Abnahme des NADPH bei der Reaktion mit Glutathion und Wasserstoffperoxid
als Co-Substrate gemessen. Die dabei entstehenden Produkte sind Glutathiondisulfid (GSSG)
und Wasser.

Flr den Glutathionreduktase-Ansatz (Tabelle 21) wurden 19,66 uL Glutathionreduktase in
1 mL destilliertem Wasser verdiinnt. Das Gesamtvolumen pro Well entsprach 100 pL.

Die Messung wurde fiir 300 s bei 340 nm in Spectra max plus 384 Photometer (Molecular

Devices) durchgefiihrt. Der Extinktionskoeffizient ist 6,22 mM™/cm™.
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Tabelle 21 Ansatz fiir den Glutathionperoxidase-Test

Reagenzien Pipettiervolumen (pL)
50 mM Phosphat Puffer + EDTA, pH 7,0 50
100 mM GSH 10
Glutathionreduktase aus Backerhefe 10
2,5 mM NADPH 10
9 mM H,0, 10
Enzymextrakt 10

2.6 Berechnung der Aktivitaten

Das Spektra max Plus 384 Photometer (Molecular Devices) bestimmt Rates (A Extinktion pro
Zeit t) in der Einheit [Milli OD]. Sie miissen mittels des spezifischen Faktors (F) in Mikrokatal
(pkat) umgerechnet werden (Abbildung 20). Hierzu werden die angegebenen Werte in Milli-
OD durch 1000 dividiert.

F=Vx1000/vxtxpxe [pkat]

V = Endvolumen des Tests in L

v = Probenvolumen im Test in uL

t = Zeit in Sekunden (Rates/ Minuten = 60 s)
p = Schichtdicke in cm

€ = Extinktionskoeffizient in mM*cm™

Abbildung 20 Formel zu Berechnung des Spezifischen Faktors, der zur Ermittlung der
Enzymaktivitaten fiir die verschiedenen Substrate eingesetzt wird.

Folgende Enzymaktivitaten kénnen bestimmt werden:
e Volumenaktivitat (VA), beschreibt die Enzymaktivitat in pkat pro mL Probe (Abbildung
21):
VA = Rates x F [Mkat/mL]

Abbildung 21 Formel zur Berechnung der Volumenaktivitdat von Enzymextrakten.

e Spezifische Aktivitdt (Spez A) bezeichnet die Enzymaktivitat bezlglich einer
bestimmten Proteinkonzentration (Abbildung 22). Sie bezieht sich auf den
Proteingehalt der Probe und auf diese Weise auf die Menge an vorhandenem Enzym.
Die Unterschiede in der Einwaage oder die eventuellen Enzymverluste bei der

Enzymextraktion werden somit keinen Einfluss auf das Ergebnis haben.
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Spez A = VA/Proteinkonzentration der Probe [Wkat/mg Protein]

Abbildung 22 Formel zu Berechnung der spezifischen Enzymaktivitat.

Die in der Gleichung eingesetzte Proteinkonzentration ist der nach der Methode von Bradford

(1976) gemessene Proteingehalt.

e Frischgewichtaktivitat (FG A) ist die dritte mogliche Berechnung der Enzymaktivitat
auBer den beiden erwahnten Aktivitdten, die Bezug auf die eingewogene Menge an
Pflanzenmaterial nimmt (Abbildung 23). Dies korrigiert die Enzymverluste wahrend

der Enzymextraktion und erlaubt Riickschlisse auf Umwandlungen im Bestandslevel.

FG A = VA x (3,5/Frischgewicht [g]) [pkat/g FG]

Abbildung 23 Formel zur Beschreibung der Frischgewichtaktivitat.

Der Faktor 3,5 in der Gleichung korrigiert die Verdiinnung der Probe wahrend der
Entsalzung. Bei diesem Schritt der Aufarbeitung wird das Protein mit 3,5 mL 25 mM Tris/HCI
Puffer pH 7,8 eluiert.

2.7 Nachweis von Malondialdehyd

Malondialdehyd (MDA) ist ein Endprodukt der Lipidperoxidation, das aus mehrfach un-
gesattigten Lipiden entsteht. Im Laufe der Oxidation von Lipidketten mit mehreren isolierten
Doppelbindungen entsteht ein Peroxylradikal (Abbildung 24), das zu einem zyklischen
Peroxid stabilisiert werden kann, aus dem ein bizyklisches Endoperoxid hervorgeht. Bei
hohen Temperaturen (~ 100°C) wird aus den Endoperoxiden Malondialdehyd freigesetzt
(http://sundoc.bibliothek.uni-halle.de/diss-online/99/99H322/t6.pdf).

Malondialdehyd kann die Funktionen intrazelluldrer Proteine stéren. AuBerdem fiihren Lipid-

hydroperoxide zur Stérung der Barrieren-Funktion und weiterer elementarer chemischer und
physikalischer Eigenschaften der Zellmembran, in deren Folge die Membranfluiditat abnimmt.
Zur Bestimmung von MDA wurde die Methode von Mishra et al. (2006) modifiziert.

Ein Gramm frisch gemodrsertes Pflanzenmaterial wurde mit 10 mL 0,1% Trichloressigsaure
(TCA, Fluka) versetzt. Das Homogenat wurde funf Minuten bei 10 000 x g zentrifugiert. Ein
Milliliter des Zentrifugals wurde mit 4 mL 0,5% Thiobarbitursaure (TBA, Fluka) und 20% TCA
versetzt. Es folgte eine Inkubation flir 30 min bei 95°C im Wasserbad (GFT), danach ein
Abkihlen im Eisbad.
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Die abgekihlte Probe wurde durch Miracloth filtriert und danach fiir 5 min bei 10 000 x g in
der 25 JA Zentrifuge (Beckman Coulter) zentrifugiert.

Die Photometermessung wurde bei 532 nm und 600 nm am Spektralphotometer (Beckman
Coulter 740) durchgeftihrt. Der Blank enthielt 0,5% Thiobarbitursdure und 20% TCA.
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Abbildung 24 Entstehung von Malondialdehyd aus mehrfach ungesattigten Lipiden.
(http://sundoc.bibliothek.uni-halle.de/diss-online/99/99H322/t6.pdf)

Fir die Auswertung wurden die Photometerwerte bei 600 nm von denen bei 532 nm
abgezogen. Das Ergebnis wurde geteilt durch den Extinktionskoeffizienten (155 mMcm™)
und mal (1 000/0,6) x 10 x 8 genommen, um alle Verdiinnungsfaktoren einzubeziehen
(Abbildung 25). Die Einheit betragt: pmol/g FG.
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C=Bx(D/F)xGxH [umol/g FG]

Abbildung 25 Berechnung der Malondialdehydkonzentration.

A = Ergebnis bei 532 nm - Ergebnis bei 600 nm

B = A/155 (mM’cm™)

D = Faktor um auf 1 000 hochzurechnen

F = 600 pL in der Kivette

G = 10 mL 0,1% TCA (Verdiinnungsfaktor)

H = 8 mL 20% TCA + 0,5% TBA (Verdiinnungsfaktor)

2.8 Pigmentanalyse

Chlorophylle und Carotinoide sind fettléslich und kénnen aus Pflanzenproben mit organischen
Ldsungsmitteln isoliert werden. Die verwendete Methode stammt von Lichtenthaler (1987).
Gefrorenes Pflanzenmaterial wurde in flissigem Stickstoff gemdrsert und 1 g davon wurde
mit 3 mL 90% Methanol im Zentrifugenrdhrchen versetzt. Dieser Ansatz wurde dann Uber
30 min im Kihlschrank inkubiert und abdekantiert. Zum Pellet wurden wiederum 3 mL 90%
Methanol pipettiert und weitere 30 min im Kiihlschrank inkubiert. Beide Uberstiande wurden
dann vereinigt und 10 min bei 4 000 x g zentrifugiert.

Ein Milliliter der Pigmentextrakte wurde in Plastikklivetten am Spektralphotometer (Beckman
Coulter 740) mit Endpunktmessung gemessen (Lichtenthaler, 1987). Es wurden drei
Messungen von jeder Kivette bei 662,2 nm, 652,4 nm und 470 nm durchgeflihrt. Die
Umrechnung der Konzentrationen in pg Pigment/g Frischgewicht ist I6sungsmittelspezifisch
und wird bei Extraktion mit 90% Methanol nach den von Lichtenthaler (1987) angegebenen
Formeln (Abbildung 26) berechnet:

Ca = 16,82 Acgs 2 — 9,28 Agsz 4
Co = 36,92 Agsz s — 16,54 Acgs 2
Ca+ Cp= 0,28 Acgs2 + 27,64 Assoa
Curc = (1000A470 — 1,91C, — 95,15 Cp)/ 225

Abbildung 26 Formeln zur Berechnung von Pigment- und Carotinoidgehalten. Abkirzungen: G, -
Chlorophyll a, C, — Chlorophyll b, C, + C, — gesamt Chlorophyll und C,.. — gesamte Carotinoide.
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2.9 Affinitatschromatographie

Bei dieser Methode wird die Affinitat des zu isolierenden Enzyms zu seinem Substrat genutzt.
Abhangig davon, welche Proteine isoliert werden sollen, werden spezielle Gelmatrices be-
nutzt, an denen spezifische Substrate gebunden sind. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
Uber Spacer mit GSH Schwefel-gebundene Agarose-Matrix (GSH-Agarose) verwendet, um
glutathionabhdngige Enzyme zu reinigen. Die gebundenen Proteine wurden mit einer hohen
Konzentration an freiem GSH (Puffer C, Tabelle 22) eluiert, das um die SH-Gruppen
konkurriert und dabei die Proteine ablost.

Die Methode ist nach Pascal et al. (1998) modifiziert worden. Die Affinitatschromatographie
wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt, wahrend die Eluate der einzelnen Proben in Frak-
tionen von 1 mL auf Eis gelagert wurden. Die Sdulen wurden vor Gebrauch mit dem
funffachen Volumen an Puffer B (Tabelle 22) gespiilt. AnschlieBend wurde je 1 mL der

Proben auf die Saulen aufgetragen.

Tabelle 22 Pufferzusammensetzung und Puffervorbereitung fiir salzlose Affinitatschromatographie

Puffersystem Zusammensetzung
A 0,2 M Tris/HCl pH 7,8; 1 mM
EDTA; 5 mM DTT
B 0,5 M Tris/HCl pH 7,8; 1 mM
EDTA; 1 mM DTT
C 0,2 M Tris, 1 mM EDTA;
20 mM GSH

Die Elution des Extrakts wird nach dem folgenden Schema (Tabelle 23) durchgefiihrt:

Tabelle 23 Enzymextrakt Elutionsschema

1=B 8=A 15 = 22=A
2=8 9=C 16 = 23=8B
3=B 10=C 17 = 24 =B
4=8 11=C 18 = 25=A
5=A 12=C 19 = 26 =A
6=A 13=C 20 =

7=A 14=C 21=A
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Die einzelnen Fraktionen wurden in 1,5 mL Mikrozentrifugenréhrchen gesammelt und ihre
Enzymaktivitdt flr die Konjugation des Modellsubstrats CDNB sowie ihre Proteinaktivitat
bestimmt. Danach wurden die Proben bei -80°C eingefroren.

Die GSH-Agarose-Affinitatssaulen wurden mit 20 mL 0,1 M Borat Puffer, pH 8-9; 0,5 NaCl
gewaschen, gefolgt von 20 mL destilliertem Wasser und des Weiteren mit 20 mL 0,1 M
Acetat Puffer, pH 4; 0,5M NaCl gespiilt. Es folgte eine zweite Spllung mit destilliertem
Wasser. Die kurzzeitige Lagerung der Saulen erfolgte in 1 M NaCl bei 4°C, die Langzeit-
lagerung in 1 M NaCl, 20% Ethanol bei 4°C.

Alle nach der Affinitdtschromatographie gesammelten Enzymfraktionen wurden mit Hilfe der
IVSS Vivapore 2 Concentrator, PES Membran (Sigma-Aldrich) konzentriert. Die Lésungsmittel
und Molekiile <10kDa wurden von einem Absorbens mit hoher Kapazitat durch eine
Membran gezogen. Die integrierte Dead-Stop-Funktion verhinderte, dass die Probe zu stark
aufkonzentriert wurde. Wenn das gewtinschte Volumen von 2 mL erreicht war, wurde das
Konzentrat mit einer Pasteur-Pipette abgezogen. Im nachsten Schritt wurde mit diesen

konzentrierten Proben weiter gearbeitet.

2.10 Fast Protein Liquid Chromatography

Die Ionenaustauschchromatographie gehdrt zu den Methoden der Saulenchromatographie,
bei der die Trennung der Molekiile nach der Ladung stattfindet. Die Saulenmatrix kann
positiv (Anionenaustauscher) oder negativ (Kationenaustauscher) geladen sein. Die
Proteinprobe wird in einer Losung mit mdglichst niedriger Eigenladung aufgebracht, um die
Bindung nicht zu stéren.

Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) wurde in der vorliegenden Arbeit mittels einer
Mono Q Econo-Pac Kationenaustauscher-Saule (BIO RAD) und in der Tabelle 24 Puffer-
systeme durchgefiihrt. Ihre dynamische Bindungskapazitat ist >170 mg BSA. Der Partikel-
durchmesser betragt 50 pm und die GréBe der Poren 1 000 A.

Tabelle 24 Puffersysteme fiir die Durchfiihrung eines Mono Q-FPLC-Laufs

Puffer Zusammensetzung
Puffer A 20 mM Tris/HCl pH 7,8 + 2 mM DTE
Puffer B 20 mM Tris/HCl pH 7,8 + 2 mM DTE
+ 1 M NaCl
Aufbewahrungspuffer 50 mM Tris/HCI pH 8,0 + 0,1 M NaCl
+ 0,05% NaNjs
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Vor dem ersten Lauf wurde die Sdule nach Anleitung des Herstellers mit leicht und danach
mit starker konzentriertem Laufpuffer eine halbe Stunde gespiilt.
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Abbildung 27 Verlauf der Puffer ,B"-Konzentrationen wahrend des Mono Q FPLC Laufs

Danach wurde die Anlage flir 5 min mit Puffer A, gefolgt von Puffer B und zum Schluss fir
10 min mit Puffer A (jeweils mit einer Flussrate von 6,5 mL) gewaschen (Tabelle 24). Zwei
Milliliter der durch Affinitatschromatographie gereinigten Proben wurden mit einer Spritze in
die Probenschleife der Anlage aufgetragen. Nach dem Starten des Laufs wurde die Probe in
den Laufmittelstrom eingeschleust (Abbildung 27). Fraktionen von 1 mL Volumen wurden

gesammelt und fir die Bestimmung von Proteingehalt und GST-Aktivitat gekihlt aufbewahrt.

2.11 HPLC-Methode zur Bestimmung von GST-Untereinheiten

Fir die Untersuchung der GST-Untereinheiten wurde die Reversed-Phase-Chromatographie-
Methode nach Fischer (1997) und Daubner (2001) verwendet. Als hydrophobe stationdre
Phase diente dabei eine C-18-Kieselgel-Sdule (Vydac, Protein & Peptide C-18). Die Saule
besteht aus Kieselgel-Partikeln, deren Oberfldche mit (iber Silylether verbundenen Kohlen-
wasserstoffketten besetzt ist (Daubner, 2001).

Die mobile Phase war aus einem Laufmittel A (100% Acetonitril + 0,1% Trifluoressigsaure)
und einem Laufmittel B (destilliertes Wasser + 0,1%Trifluoressigsaure) zusammengesetzt.
Beide Laufmittel wurden vor dem Gebrauch (ber 15 min entgast.

Tabelle 25 stellt den einstiindigen Gradientenverlauf dar.

Proteinextrakte von je 40 yL Volumen wurden mit Hilfe eines Autosamplers injiziert. Die
Flussrate betrug 1mL/min. Die Extinktion des Eluats wurde mit einem UV/VIS-Detektor bei

220 nm gemessen.
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Tabelle 25 Gradientenverlauf fiir die GST-HPLC-Methode

Minuten Laufmittel A Laufmittel B
0-10 35% 65%
10-15 40% 60%
15-40 50% 50%
40-50 75% 25%
50-60 35% 65%

2.12 Blattflaichenbestimmung von Typha /atifolia

Am Ende des Langzeitversuchs wurde die Blattflache der flnf innersten 7ypha /latifolia Blatter
aller im Versuch behandelten Pflanzen mittels eines A T Area Meters (Delta T Devices) ge-
messen. Die Kamera des Blattflachenbestimmungsgerates (RCA-Ernitec) ist mit einer 25 mm,
F 8,1 mit TV Linse ausgeriistet. Nach dem Scannen wurde das FG der Blatter und nach 48 h

Trocknung im Trockenschrank (Memmert) bei 65°C auch ihre Trockenmasse bestimmt.

2.13 Blattzahlbestimmung von Typha /atifolia

Es wurde die Blattzahl aller behandelten 7ypha /atifolia Pflanzen am ersten Tag der Cd
Behandlung und danach alle 10 d im Verlauf des Versuchs bestimmt. Die letzte Blattzahl-
bestimmung wurde am Tag der Ernte durchgefiihrt. Es wurde die Zahl aller Blatter vor und

nach der Behandlung bestimmt.

2.14 Bestimmung von Frisch- und Trockengewicht von Typha /atifolia

Die Typha latifolia Pflanzen, die mit Cd Uber 72 d behandelt wurden, wurden nach der Ernte
im frischen Zustand abgewogen. Die einzeln geernteten Blatter und Rhizome wurden danach
im Trockenschrank (Memmert) bei 65°C Ulber 48 h getrocknet. Nach der Trocknung wurde
die Trockenmasse der Blatter und der Rhizome bestimmt. Unter den frischen 7ypha /atifolia
Blattern haben sich auch solche gefunden, die schon vertrocknet waren. Die Gruppe dieser
weniger frischen Blatter wurde extra im frischen und trockenen Zustand abgewogen. Dieses

Gewicht wurde aber in das Gesamtgewicht der 7ypha latifolia Pflanzen mit einbezogen.
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2.15 Schwermetallbestimmung

2.15.1 Schwermetalle in Typha /latifolia

Die Schwermetallkonzentrationen wurden mit der von Michalke et al. (2002) beschriebenen
Methode bestimmt. Ein Gramm der bei -80°C gelagerten 7ypha latifolia Proben (Blatt und
Rhizom) wurde im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz (iber Nacht getrocknet. Mit
0,1 g der getrockneten Proben wurde der so genannte Druckaufschluss durchgefiihrt. Hierzu
wurden die Proben in QuarzaufschlussgefaBe eingefahren. Es folgte die Zugabe von 1 mL
HNO; sowie 100 pL HCI (32%) (jeweils Merck). Die AufschlussgefaBe wurden in ein Druck-
aufschlusssystem (Seif) gestellt und fur 10 h bei 180°C erhitzt. Die klare Aufschlusslésung
wurde auf 5 mL mit entionisiertem Wasser (18 Mega-Ohm) aufgefiillt. Die anschlieBende Ele-
mentenbestimmung (Tabelle 26) erfolgte mit dem Atomemissionsspektrometer Typ JY 70 +
(Jobin Yvon, Instruments SA) mit induktiv gekoppeltem Argonplasma als Anregungsquelle.

Die Probenzufuhr erfolgte mittels einer peristaltischen Pumpe (1,5 mL/min; Abimed), die mit

einem Meinhard-Zerstauber und einer Zyklon-Zerstauberkammer verbunden war.

Tabelle 26 Emissionslinien der einzelnen Elemente:

Emissionslinie Wellenlénge (nm)
Cadmium (Cd) 214,438
Arsen (As) 189,042
Blei (Pb) 220,353

Der Plasmagasstrom betrug 15 L Ar/min, der Zerstraubergasstrom 0,6 L Ar/min. Nach 10
Messungen erfolgten drei Kontrollmessungen ohne Probenzufuhr (Blindwerte) sowie eine
Messung eines zertifizierten Standards der einzelnen Elemente Cadmium, Arsen und Blei. Die
verwendeten Standards (CPI) und die Metalle hatten Konzentrationen von 1 000 mg/L.

Die Berechnung der Endergebnisse erfolgte anhand von Kalibriergeraden und des Labor-
daten-Management-Systems ELANA (Thinking Instruments). Die Ergebnisse der Blindwert-

bestimmungen und Kontrollstandards wurden in das Ergebnis mit einbezogen.

2.15.2 Schwermetalle in Helianthus annuus und Nicotiana tabacum

Die Schwermetallgehalte in den Sonnenblumen und im Tabak wurden nach der gleichen
Methode wie bei Typha latifolia bestimmt. Die Metallgehalte in den Pflanzen zum Zeitpunkt
der Ernte (Tabelle 27 und 28) wurden von E. Nehnevajova im Rahmen ihrer Dissertation

bestimmt und sind hier tabellarisch aufgelistet (Herzig & Nehnevajova, 2006).
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Tabelle 27 Schwermetallgehalte und Extraktionsgehalte in Sonnenblumenmutanten (SBM) der IBL 04

und der Hybride Salut, geerntet auf dem Versuchsfeld Rafz (Schweiz),

bezogen auf das

Trockengewicht (TG). Die Metallgehalte sind in mg/Kg TG angegeben und die Extraktion in
mg/Pflanze (mg/Pfl). Bei den mit n.g gekennzeichneten Proben wurde keine Metallkonzentration und
Metallextraktion bestimmt. Die Daten stammen von Nehnevajova (2006).

M3 SBM TG Cd Cd Zn Zn Pb Pb
(9) (mg/Kg | Extraktion | (mg/Kg | Extraktion | (mg/Kg | Extraktion
TG) (mg/Pfl) TG) (mg/Pfl) TG) (mg/Pfl)
Sonnenblumenmutanten der IBL 04
Kontr.IBL 04 54,9 1,2 0,065 636,4 34,938 3,6 0,197
6/14-185-04 194,6 0,96 0,187 476,8 92,78 3,68 0,72
17/14-185-04 | 196,5 1,04 0,204 260,16 51,121 6,32 1,241
14/3-185-04 161,1 1,2 0,167 270,72 37,846 2,16 0,301
20/3-185-04 139,8 0,96 0,211 236 51,872 1,44 0,316
1/3-185-04 219,8 0,8 0,143 233,92 41,988 1,52 0,272
12/3-185-04 179,5 1,04 0,260 261,68 65,254 2,16 0,540
11/11-185-04 n.g n.g n.g n.g n.g n.g n.g
18/11-185-04 135,5 0,96 0,151 461,2 72,823 1,76 0,277
4/11-185-04 152,6 0,8 0,116 285,28 41,707 1,84 0,269
8/11-185-04 n.g n.g n.g n.g n.g n.g n.g
2/2-185-04 69,5 0,96 0,040 281,92 11,868 2,8 0,117
13/2-185-043 146,2 0,88 0,065 328,96 24,573 1,84 0,137
14/8-185-04 145,2 0,8 0,062 167,68 13,129 2,16 0,169
26/8-185-04 82 0,88 0,084 257,76 24,641 1,68 0,160
2/35-190-04 56,3 1,28 0,072 536,8 30,221 4,32 0,197
7/35-190-04 232,7 0,88 0,204 618,4 143,901 9,6 2,233
3/50-190-04 144,6 1,12 0,132 220,32 26,107 1,68 0,199
12/50-190-04 137,5 1,04 0,156 279,92 42,015 1,92 0,288
7/67-190-04 32,9 1,04 0,065 247,6 15,598 2,72 0,171
10/67-190-04 63 1,04 0,174 235,76 39,489 2,96 0,495
8/2-110-04 195,9 0,96 0,165 187,84 30,167 0,96 0,154
16/2-110-04 155,3 1,12 0,220 220,96 43,529 1,04 0,204
Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut

Kontr. Salut 44,5 1,19 0,067 175,72 10,120 2,32 0,125
9/64-19-S 66,8 1,2 0,071 234,32 14,012 2,24 0,133
13/64-19-S 167,5 1,12 0,046 262,24 10,778 2,4 0,098
2/81-19-S n.g n.g n.g n.g n.g n.g n.g
11/81-19-S 40,5 1,12 0,073 256,4 16,896 3,84 0,253
6/55-19-S 65,9 1,04 0,064 161,76 9,996 1,52 0,093
10/55-19-S 61,8 1,04 0,049 134,96 6,464 1,12 0,053
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Tabelle 28 Schwermetallgehalte und Extraktionsgehalte in Tabak, geerntet auf dem Versuchsfeld in
der Ostschweiz, bezogen auf das Trockengewicht (TG). Die Metallgehalte sind in mg/Kg TG angege-
ben und die Extraktion in mg/Pflanze (mg/Pfl). Die Daten stammen von Nehnevajova (2006).

Tabakklonen TG Cd Cd Zn Zn Pb Pb
(9) (mg/Kg | Extraktion (mg/Kg Extraktion (mg/Kg Extraktion
TG) (mg/Pfl) TG) (mg/Pfl) TG) (mg/Pfl)
1/BAG 2AS 792 1,44 1,14 295,2 233,79 2,56 2,02
3/BAG 861 1,6 1,37 583,2 502,13 3,68 3,16
1.5AN+1.5AS
NBCu 10-8 F1 333 1,76 0,58 394,08 131,07 2,8 0,93
2AN
1/NBCu 10-8 809 1,6 1,29 254,88 206,19 3,2 2,58
F1 1AN+1AS
3/NBCu 10-8 798 1,44 1,14 306,72 244,76 3,36 2,68
F1 1AN+1AS
4/NBCu 10-4 726 1,36 0,98 222,8 161,75 2,88 2,09
F1 2AN
1/NBCu 10-4 476 1,28 0,60 228,8 108,9 3,36 1,59
F1 1AN+1AS
1/NBCu 10-4 217 1,04 0,22 146,08 31,69 2,56 0,55
F1 WT
FoP 1AN+1AS 503 1,6 0,80 276,48 139,12 2,88 1,44
3/NFCu 7-15 622 1,04 0,64 95,36 59,31 4,24 2,63
F1 2AS
3/NFCu 7-15F1 716 1,52 1,08 249,68 178,77 3,2 2,29
1,5AN+1,5AS
2/NFCu 7-15 651 1,04 0,67 179,28 116,71 5,2 3,38
F1 1AN+1AS
2/NFCu 7-19 216 1,2 0,25 157,76 34,07 3,68 0,79
F1 2AN
2/NFCu 7-19F1 660 1,04 0,68 206,8 136,48 3,52 2,32
1,5AN+1,5AS
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2.16 Thiolbestimmung mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die Thiolbestimmung wurde nach Siller-Cepada et al. (1991) durchgefiihrt. Dazu wurde
jeweils ein halbes Gramm gefrorenes Pflanzenmaterial unter flissigem Stickstoff gemorsert,
in Potter-Elvehiem-Homogenisatoren mit 2 mL 10% PCA (Perchlorsaure, Fluka), 1 mM BPDS
(Bathophenanthrolindisulfonsaure, Fluka) versetzt und bis zur Feinpulverisierung gemdrsert
(Tabelle 29). AnschlieBend wurden die Proben 10 min bei 10 000 x g zentrifugiert (JA 25,
Beckman Coulter). Der Uberstand wurde dekantiert und auf Eis gelagert. Das Pellet wurde
mit 2 mL 10% PCA, 1 mM BPDS versetzt und erneut gepottert. Nach erneuter Zentrifugation
(10 min bei 10 000 x g) wurden die Uberstinde vereinigt und auf Eis gelagert. Diese
Prozedur wurde ein drittes Mal wiederholt. Danach wurde das Gesamtvolumen des
Uberstands zur spateren Umrechnung der Thiolgehalte bestimmt. Je zweimal 2 mL des
Uberstands wurden in Mikrozentrifugenréhrchen bei -80°C gelagert. Weitere 0,5 mL wurden
mit 50 uL 0,5 MM Gamma-Glu-Glu und 50 pL 100 mM Iodoacetsdure (Sigma), geldst in
0,2 mM m-Cresol-Purpur (Aldrich) pipettiert, vorsichtig geschittelt und gevortext.

Diesem Schritt folgte die Zugabe von 480 pL 2 M KOH-2,4 M KHCO;-Losung. Nachdem das
Gas aus den Mikrozentrifugenréhrchen entwichen war, wurden diese verschlossen, gevortext
und 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Zu den insgesamt 1 080 pL Ansatz
wurden nun weitere 1 000 pL 1% DNFB (2,4-Dinitro-fluorobenzol; Sanger s reagent, Sigma)
in EtOH abs. pipettiert. AbschlieBend folgte eine 16 h Inkubation im Dunkeln bei 4°C.

Am nachsten Tag wurden die Proben fir 15 min bei 10 000 x g zentrifugiert (Microfuge Life

Centrifuge, Beckman Coulter).

Tabelle 29 Aufarbeitungslésung fiir die HPLC

Ldsung Zu jeder Probe sind zu pipettieren (uL)
10% PCA, 1 mM BPDS Puffer 2 000
0,5 mM Gamma-Glu-Glu 50
100 mM Iodoacetsaure in 0,2 mM 50
m-Cresol-Purpur
2 M KOH-2,4 M KHCO3 480
1% DNFB 1 000

Ein mL des Uberstands wurde in ein 1,5 mL Messvial (WiCom) pipettiert, nachdem es durch
Rotilabo Spritzenfilter (Nylon, 13 mm Durchmesser, 0,45 um PorengrtéBe, Roth) filtriert

worden war.
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Fir die HPLC-Messung wurden jeweils 40 pL des Filtrats auf eine 3-Aminopropyl-Sherisorb-
Sdule mit Vorsaule (beides Gamma Analysen) gegeben. Die Detektion der Dinitrophenol-
derivate wurde bei 365 nm auf einer Varian HPLC mit UV/Vis Detektor durchgefiihrt.

Laufmittel fiir die HPLC: Fir die Trennung wurde ein Gradientensystem verwendet. Lauf-
mittel ,A" bestand aus 80% Methanol, Laufmittel ,B" enthielt 64% Methanol, 10% Essig-
saure, 0,5 M Natriumacetat und destilliertes Wasser (Tabelle 30). Beide Laufmittel wurden

vor Gebrauch filtriert (Steritop Aufsatzfilter, 0,22 um, Roth) und entgast (Bandelin Sonorex

Super RK 510).

Tabelle 30 Gradienten fiir die HPLC Laufe

Laufmittel A (in %) Laufmittel B (in %) Zeit (in min)
80 20 0.00
80 20 5.00
1 99 20.00
0 100 5.00
80 20 5.00
80 20 5.00

Standards: Fir die Kalibrierung wurden GSSG und GSH Standards in Konzentrationen von 5,
10, 25, 50, 100, 150, 200, 250 uM verwendet. GSSG und GSH wurden in 10% PCA, 1 mM
BPDS gel6st. Die Standards (Abbildung 28) wurden wie die Pflanzen-Proben mit den Puffern
gehandhabt.
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Abbildung 28 Kalibriergeraden zur Quantifizierung von GSH (links) und GSSG (rechts).
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2.17 Bestimmung der Photosynthese und der Transpiration von Typha /latifolia

Nach 36 d (Mitte der Behandlung) und 72 d (Ende der Behandlung) der Cd Behandlung von
Typha latifolia wurden die Photosynthese wie auch die Transpirationsraten aller behandelten
Pflanzen mit einem Portatble Photosynthesis System HCM 1 000 (Walz Mess- und Regel-
technik) mit einer Kiivette von (Walz Mess- und Regeltechnik) gemessen.

Zur Photosynthese-Messung war die Messkiivette auf die folgenden Bedingungen eingestellt:
25°C, PAR 200 pmol/m2s und 50% relative Luftfeuchtigkeit.

Flr die Nettophotosynthese- und Transpirationsbestimmung miissen CO,- und H,0O-Konzen-
trationen ermittelt werden. CO, und H,0 besitzen spezifische Absorptionsbanden im Infrarot-
bereich. Auf dieser Eigenschaft beruht das Messprinzip von Infra-Rot -Gas-Analysatoren
(IRGA), mit denen sich CO, und H,O Konzentrationen in einem Luftraum erfassen lassen. In
diesem Gerat eingebaute Analysatoren sind vom Typ BINOS-100/4PS. Der BINOS-100/4PS
liefert ein Differenzmesssignal, aus dem sich bei zeitlicher Betrachtung die Messlinie ergibt.
Die Kivette erfasste 5 cm?2 der untersuchten Bldtter. Folgende Parameter flossen in die

Auswertung der Photosynthese- und Transpirationsraten ein (Heinz Walz GmbH, 1996):

¢. = CO, Eingangskonzentration Tear = Blatttemperatur

¢, = CO, Ausgangskonzentration Ue = Durchsatz am Messkiivetteneingang

A CO, = CO, Differenz Ein- und Ausgang U, = Durchsatz am Messkiivettenausgang
LA = BezugsgréBe (5 cm2) we = H,O Eingangskonzentration

PAR = Photosynthetisch aktive Strahlung w, = H,0 Ausgangskonzentration

RH = relative Feuchte A H,O = H,0 Differenz Ein- und Ausgang.

Tew = Temperatur in der Kiivette
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Typha /atifolia-Versuche

3.1.1 In vivo Behandlung von T7ypha latifolia mit Cadmium, Arsen und Blei iiber 72

Stunden

3.1.1.1 Metallgehalte in Typha /atifolia nach der Behandlung

Zur 72stindigen Behandlung von Typha /latifolia wurden drei Schwermetalle in vier Konzen-
trationen verwendet: CdSO4 und Na;HAsO, in Konzentrationen von 10 pM, 50 pyM, 100 pM
und 250 uM und PbCl; in den Konzentrationen von 10 uM, 50 uM und 250 uM (Tabelle 31).
2.2.1 beschrieben,

bedingungen durchgefiihrt. Am Ende der Behandlung konnten in den Pflanzen folgende

Die Behandlungen wurden, wie in Kapitel unter Gewachshaus-

Metallkonzentrationen mittels ICP-AES festgestellt werden:

Tabelle 31 Schwermetallgehalte in 7. /atifolia nach 72stiindiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM,
100 pM und 250 uM Cd und As, sowie 10 uM, 50 uM und 250 uM Pb sowie Kontrollen. Fir Arsenat
und Blei liegen keine Messwerte aus den Blattern vor. Angegeben sind Mittelwerte £ Standardab-
weichung zwischen drei parallel behandelten und unabhéngig geernteten Proben. Mit ,n.g" ist ,nicht

gemessen" gekennzeichnet.

Cadmium- Konzentration | Konzentration | Gesamt- Blatt/Rhizom- Prozent
Konzentration | in Rhizomen in Blattern konzentration | Verhaltnis Anreicherung
im GieBwasser | mg/Kg TG mg/Kg TG mg/Kg TG in Blattern
Kontrolle 0,0414+0,01 0,016+0,01 0,06 0,39 27,87
10 uM Cd 24,2+5,05 0,913+0,51 25,1 0,04 3,64
50 pM Cd 181,66+86,85 2,367+2,83 185,17 0,01 1,28
100 uM Cd n.g 3,51+0,83 n.g n.g n.g
250 pM Cd 271,67+28,72 6,09+6,41 277,76 0,02 2,19
Arsenat- Konzentration Bleichlorid- Konzentration
Konzentration in Rhizomen Konzentration in Rhizomen
im GieBwasser mg/Kg TG im GieBwasser mg/Kg TG
Kontrolle 4,55+1,03 Kontrolle 0,851+0,3
10 pM As 21,80+6,24 10 pM Pb 97,76+46,83
50 pM As 34,20+12,24 50 uM Pb 319,43+240
100 uM As n.g n.g n.g
250 puM As 56,5+19,48 250 uM Pb 1046191
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Man sieht deutlich einen Zusammenhang zwischen der Metalldosierung liber das Medium
und der Anreicherung in Rhizomen, die im Fall von Bleichlorid berproportional scheint. Die
Aufnahme des Cadmiums in den Blattern ist im Verhadltnis dazu relativ gering.

3.1.1.2 Pigmentanalyse der T7ypha /atifolia-Pflanzenproben nach 72stiindiger Cd-
Behandlung

Die drei Schwermetalle verursachten sehr interessante und konzentrationsabhangige Effekte
auf die Chlorophyll a-Konzentrationen in den Blattern von 7. /atifolia (Tabelle 32). Sowohl
nach der Cd-Behandlung als auch nach der As-Behandlung wurden bis zur Konzentration von
50 uM hoéhere Chlorophyll a-Konzentrationen in den Kontrollen gemessen. Bei der
100 pM Cd- und As-Behandlung war einen deutliches Minimum festzustellen. Bei der
Behandlung mit 100 uM Cd wurde ein Wert von 5,70 pg/g FG und bei der Konzentration von
50 uM Cd 21,31 ug/g FG erreicht. Nach der Behandlung mit 100 uM As verringerte sich der
Chlorophyll a-Gehalt bis auf 4,62 ug/g FG. Der Chlorophyll a-Wert der Kontrolle lag dagegen
bei 7,31 ug/g FG. Die nachst héheren Cd- und As-Konzentrationen hatten bei gleichen
Versuchsbedingungen kaum Einfluss auf Chlorophyll a. Daher waren Werte von 19,53 und
24,41 pg/g FG bestimmt worden.

Nach den Pb-Behandlungen wurden die gleichen Effekte beobachtet. In diesem Fall war die
niedrigste Chlorophyll a-Konzentration bei der Behandlung mit 50 uM Pb zu messen: 16,29
Hg/g FG.

Die beschriebene Abnahme des Chlorophyll a-Gehalts bei der Konzentration von 100 uM Cd
und As kann auch bei dem Chlorophyll b und somit ebenso beim Gesamtchlorophyll verfolgt
werden. Bei der Bestimmung der Carotinoide in den schwermetallbehandelten Proben von
Typha latifolia konnten ebenfalls drastische Anderungen den Konzentrationen von 100 pyM Cd

und As beobachtet werden.
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Tabelle 32 Pigmentanalyse der 7. /atifolia-Pflanzenproben nach 72stiindiger Behandlung mit Cd, As und Pb. Jeder Wert reprasentiert drei unabhdngige
Messungen einer Probe mit drei Replikaten und deren Standardabweichung. Chlorophyll a+b reprasentiert den Gesamtchlorophylligehalt, das a/b-Verhaltnis stellt
die Beziehung Chlorophyll a zu Chlorophyll b dar und das a+b/x+c-Verhdltnis die Beziehung zwischen dem Gesamtchlorophyll und den Carotinoidegehalt. Die
Konzentrationen sind in pg/g FG angegeben.

Chlorophyll a Chlorophyll b Chlorophyll a+b Carotinoide (Cx+c) a/b a+b/x+c
Kontrolle 7,31+0,9 6,47+1,03 13,79+1,32 4,79+1,10 1,13 2,88
10uM Cd 11,10+5,58 7,9+3,82 19,09+9,40 6,46+3,76 1,39 2,95
50 uM Cd 21,31+4,48 13,25+3,27 34,57+7,63 6,93+0,21 1,61 4,99
100 uM Cd 5,70+1,09 5,82+0,62 11,53+1,74 1,574+0,55 0,98 7,33
250 uM Cd 19,53+3,9 11,30+2,09 30,84+5,97 10,53+0,72 1,72 2,93
10 uM As 19,66+1,57 11,54+6,17 31,19+7,73 7,013+3,27 1,70 4,45
50 uM As 21,07+4,11 11,22+1,81 32,30+5,84 8,30+2,013 1,88 3,89
100 uM As 4,62+3,21 6,06+0,93 10,68+2,83 0,94+0,18 0,76 11,29
250 UM As 24,41+8,11 18,50+4,96 42,92+9,87 6,45+3,60 1,32 6,65
10 uM Pb 21,34+46,8 13,13+4,73 34,48+10,48 8,05+0,74 1,62 4,28
50 uM Pb 16,29+7,84 9,69+4,09 25,9+11,91 7,34+3,15 1,68 3,54
250 pM Pb 21,10+2,05 12,96+1,81 34,07+3,66 7,87+0,82 1,63 4,33
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3.1.1.3 MDA-Konzentration in Typha latifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Malondialdehyd (MDA) als Endprodukt der Lipidperoxidation ist ein Indikator daftir, dass
freie Radikale, die bei der Behandlung mit Schwermetallen entstehen, pflanzeneigene
Schutzmechanismen (berwunden haben und nun mit ungesattigten Fettsduren der Zell-
membranen reagieren. MDA entsteht als sekundares Lipidperoxidationsprodukt aus dieser
Reaktion und entfaltet seine toxischen Eigenschaften zum Beispiel auf die intrazelluldren
Proteintransporter. Es koénnte daher vermutet werden, dass das MDA zur Stérung der
Barrierenfunktion und weiterer Eigenschaften der Zellmembranen flihren kann; letztlich
kommt es zu Abnahme der Membranfluiditdt und Zunahme der Durchlassigkeit (leaching)

(http://www.orthomedis.ch/mda.htm).

Die Behandlung mit Cd bewirkte eine Erh6hung der Malondialdehyd-Konzentration in den
Blattproben zwischen 10 uM und 100 uM Cd (Abbildung 29). Besonders nach der
Blattbehandlung mit 250 uM Cd wurde eine weitere Steigerung der MDA-Konzentration
gegeniber der Kontrolle erfasst. In den Rhizomen (Abbildung 29) sind die MDA-Effekte bei
den Konzentrationen von 100 uM Cd und 250 uM Cd am stdrksten. Bei 100 pM Cd zum
Beispiel konnte ein 5facher Anstieg der MDA-Konzentration gemessen werden und bei

250 uM ist eine Zunahme von 130% im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen.
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Abbildung 29 Malondialdehyd-Konzentration der Blatter (links) und der Rhizome (rechts) von 7.
latifolia nach 72stiindiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM Cd und As und 10 pM,
50 UM und 250 uM Pb. Die Kontrolle enthélt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert
* die Standardabweichung zwischen drei parallel behandelten und geernteten Proben.
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In den Blattern bewirkte Arsenat leichte Konzentrationsanstiege des MDA, eine signifikante
Steigerung konnte man aber erst bei 250uM beobachten.

Arsenat verursachte Anderungen in der MDA-Konzentration &hnlich wie Cd in den Rhizomen,
mit dem Unterschied, dass die Zunahme der Konzentration schon bei geringeren Metall-
mengen auftrat. Eine 3fache Steigerung der MDA-Konzentration war schon bei 50 uM
messbar. Dieser Trend blieb auch bei der nachsten As-Konzentration von 100 uM erhalten,
bevor er spater bei 250 uM As-Behandlung zu Halfte abnahm.

Zusammenfassend liegen die MDA-Konzentrationen in Blattern auf einer trogférmigen Kurve
mit Maximum bei 10 uM und 250 uM Cd und As, wahrend die MDA-Konzentrationen in
Rhizomen einen umgekehrten Verlauf nehmen; sie bilden eine Glockenkurve mit Maxima bei
50 pM As bzw. 100 pM Cd und Minima bei 10 und 250 uM. Das erneute Auftreten dieses

Musters werden wir in der Folge bei einigen Enzymaktivitdten wieder finden.

3.1.1.4 SOD-Aktivitat in Typha /atifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Bei allen Behandlungen mit den Schwermetallen Cd, Pb und As lber 72 h konnten
Hemmungen der Adenochrombildung in den Blatt- und den Rhizomextrakten von 7. /atifolia
festgestellt werden.

Alle Proben verfligen Uiber SOD-Aktivitdt. In den Rhizomen von Rohrkolben konnten aller-
dings um 20% gréBere Hemmungen gemessen werden als in den Blattern (Abbildung 30).
Es ist sehr interessant, dass bei der Cd-Behandlung die Hemmung der Adenochrombildung
mit ansteigender Metallkonzentration gréBer wird, d.h., dass die SOD-Aktivitat hier ansteigt.
Nach Behandlung mit As ist der Verlauf der Enzymaktivitdit umgekehrt proportional: Mit
steigender As-Konzentration in den Blattern nimmt die Hemmung der Adenochrombildung
ab. Beim Pb sind keine Veranderungen der Enzymaktivitdt in den Rhizomen und den
Blattern zwischen den Behandlungen festzustellen, jedoch ein Riickgang im Vergleich zur
Kontrolle. Dies verhielt sich ahnlich bei As-Behandlung der Rhizome.

Die durch die Lipidperoxidation verursachten Effekte, die sich bereits in den angestiegenen
MDA-Konzentrationen gezeigt hatten, sind im Bezug auf die As-Behandlung auch bei der
SOD messbar.

Das heiBt, dass Arsenat offenbar zu einem Uberschuss an reaktiven Sauerstoffspezies
gefuihrt hat, der durch gestiegene SOD deaktiviert werden muss, bevor es zu weiterter
Zellschadigung kommt. Die SOD-Aktivitdtsabnahme nach der Cd-Behandlung hingegen ist
nicht mit MDA-Konzentrationen korrelierbar.
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Abbildung 30 Hemmung der Adenochrombildung der Blatter (links) und der Rhizome (rechts) von 7.
latifolia nach 72stliindiger Behandlung mit 10 uM, 50 pM, 100 pM, 250 uM Cd und As und 10 uM,
50 uM und 250 uM Pb. Die Kontrolle enthalt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert
zwischen drei parallel behandelten und geernteten Proben.

3.1.1.5 CAT-Aktivitat in Typha latifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Ebenso wie bei SOD konnten bei den CAT-Messungen der Blatter von 7. /atifolia, die mit
Schwermetallen behandelt wurden, stets hohere Aktivitdten als in den unbehandelten Kon-
trollen festgestellt werden. Schon bei einer Cd-Konzentration von 50 uM konnte eine
wesentliche Steigerung dieser Aktivitat um das 5fache gemessen werden.
Bei den ndachsthéheren Cd-Konzentrationen von 100 uM und 250 uM Cd war eine geringe
Abnahme der CAT-Enzymaktivitat zu messen, aber die Werte waren immer noch 3mal héher
als bei den Kontrollen.
In den Rhizomen von T7ypha latifolia, die mit Cd behandelt wurden, war die CAT-Enzym-
aktivitdt konzentrationsabhdngig gehemmt (Abbildung 31), nur bei der Konzentration von
100 uM Cd erreichten die Werte wieder den Kontrolllevel.
Im Unterschied zu Cd bewirkte Pb gleich ab 10 pM eine Erhéhung in der CAT-Enzymaktivitat
der Blatter. Hier konnte eine Aktivitdt von 137% im Vergleich zur Kontrolle gemessen
werden. Wahrend bei der Konzentration von 50 uM Pb eine Steigerung der CAT-Enzym-
aktivitat um das 2,5fache eintrat, war diese bei der Konzentration von 250 uM Pb 7mal so
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hoch wie die Katalase-Aktivitat der Kontrolle. Die Rhizome der Pb-behandelten Rohrkolben-
proben zeigten bis zu der Konzentration von 50 uM keine erhdhte CAT-Aktivitat. Daflir nahm
die Enzymaktivitat bei der Konzentration von 250 uM Pb wesentlich ab und lag danach bei
nur 20% der CAT-Enzymaktivitdt der Rhizomkontrolle.
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Abbildung 31 Spezifische CAT-Aktivitdt der Blatter (links) und der Rhizome (rechts) von 7. /atifolia
nach 72stiindiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 pM, 250 uM Cd und As und 10 pM, 50 uM und
250 uM Pb. Die Kontrolle enthalt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die
Standardabweichung zwischen drei parallel behandelten und geernteten Proben.

Behandlungen mit As forderten ebenfalls die Katalase-Aktivitdt in den Blattern von 7ypha
latifolia. Schon 10 pM As bewirkten eine 1,5fache Steigerung der CAT-Aktivitat der Blatter.
Dieser Trend blieb bei der As-Konzentration von 50 uM nicht erhalten. Hier wurde eine
Abnahme der CAT-Enzymaktivitdt bis zu 67% der Kontrolle gemessen. Ab einer Konzen-
tration von 100 uM As konnte erneut eine deutliche Erhdhung der CAT-Aktivitat bis zu 550%
beobachtet werden.

Die Aktivitat der Katalase in den Rhizomen der Rohrkolbenpflanzen liefert kein einheitliches
Bild. Die mit As behandelten Rhizome zeigten auBer bei der Konzentration von 100 uM As
eine signifikante CAT-Hemmung. Die Blei-Behandlung der Rhizome flihrte erst bei 250 pM
zur Hemmung und nach der Cd-Behandlung waren alle Katalase-Werte der Rhizome leicht
bis signifikant gehemmt.
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Da Arsenat Lipidperoxidation und Superoxidabbau in den 7ypha /atifolia-Blattern induzierte,
zeigte auch die Katalase eine metallabhdngige Reaktion mit anndhrend trogférmigem
Verlauf, die eine Folge der Bildung von Wasserstoffperoxid durch SOD sein kann. Cd
dagegen fiihrte zu einer Sattigung der Katalase-Aktivitat bei 50 uM-Behandlung, wahrend
die Katalase mit dem Einfluss von Pb steil anstieg. Im Rhizom spiegelte die Katalase-Aktivitat

bei den Cd-und As-Behandlungen genau die MDA-Konzentration wieder.

3.1.1.6 POX-Aktivitat in Typha /atifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Peroxidase-Aktivitat konnte in allen Pflanzenteilen bei allen Cd-Konzentrationen gemessen

werden. Die POX-Enzymaktivitdten in der Blatt- und der Rhizomkontrolle lagen bei 0,27 und
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Abbildung 32 Spezifische POX-Aktivitdt in der Blattern (links) und den Rhizomen (rechts) von 7.
latifolia nach 72stiindiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM Cd und As und 10 pM,
50 UM und 250 uM Pb. Die Kontrolle enthélt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert
+ die Standardabweichung zwischen drei parallel behandelten Proben.

0,41 pkat/mg Protein. Alle Blattproben dieser Behandlung mit Cd zeigten leicht verminderte
POX-Enzymaktivitdten im Vergleich zur Kontrolle. Nur bei der 100 uM Konzentration von Cd
in den Blattern war die Hemmung bedeutend (Abbildung 32). In allen Rhizomproben wurde
eine starke und annahrend lineare Zunahme der POX-Enzymaktivitat festgestellt. Das flihrte
bei 250 UM Cd sogar zu einer 4fachen Erhéhung der POX.
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Nach der Pb-Behandlung wurde bei der mittleren Konzentration von 50 uM in den Blattern
und den Rhizomen von Rohrkolben eine POX-Enzymaktivitdt im Bereich der Kontrolle
gemessen. Dasselbe gilt auch fiir die POX-Aktivitat nach 10 uM Pb-Behandlung.

Bei der Konzentration von 250 uM Pb konnte in den Blattern von Rohrkolben eine Verdopp-
lung der POX-Enzymaktivitat zur Kontrolle gemessen werden. Die niedrigste und die hdchste
Pb-Konzentration flihrten jeweils zu einer starken Abnahme der POX-Enzymaktivitdt in den
Rhizomen von 7ypha latifolia.

Arsenat bewirkte keine Steigerung der POX-Aktivitat; auBer in den Rhizomen bei einer
Konzentration von 10 uM As. Die Blattaktivitdit bei 10 uM As und die POX-Blatt- und
Rhizomaktivitdten bei 250 UM As sind wesentlich héher (bis zu 3mal) als die der Kontrollen.
Bei den Konzentrationen von 50 yM As und 100 pM As bleiben die POX-Enzymaktivitaten in

Blattern und Rhizomen im Bereich der Kontrollen.

3.1.1.7 APOX-Aktivitat in Typha /atifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Blattproben von 7. /atifolia, die 72 h lang mit Cd behandelt worden waren, zeigten eine
ahnlich hohe APOX-Enzymaktivitdt wie die Kontrolle (0,30 pkat/mg Protein). Nur die mit
100 pM Cd behandelte Probe zeigte eine Verdopplung ihrer APOX-Enzymaktivitat. In allen
mit Cd behandelten Rhizomen von T7ypha waren die APOX-Aktivitditen gehemmt. Die
niedrigste APOX-Aktivitdt der Rhizome lag mit 0,75 pkat/mg Protein bei 100 uM Cd
(Abbildung 33).

Auch nach der Behandlung mit Bleichlorid zeigten die Rhizomproben eine abnehmende
Tendenz fiir die APOX-Enzymaktivitat. Dasselbe gilt allerdings nicht fiir die Blattproben von
Rohrkolben, die mit Pb behandelt worden waren. Der starkste Effekt ist hier bei 10 uM Pb
festzustellen. Diese APOX-Enzymaktivitdt lag 1,5mal hoher als die Aktivitat der Blattkon-
trolle. Mit der Zunahme der Pb-Konzentration war eine geringfligige Abnahme der APOX-
Aktivitat zu beobachten, aber die APOX-Aktivitédten der Blattproben lagen weiter im Bereich
der Kontrolle.

Steigende Effekte auf die APOX der behandelten Blatter und hemmende Effekte auf die
APOX der behandelten Rhizome findet man auch nach der Behandlung mit Arsenat. Hohe
APOX-Enzymaktivitat der Blatter war schon ab 10 pM As zu beobachten. Hier konnte man
eine 4,5fache Erhohung der APOX-Aktivitat feststellen. Mit der weiteren Zunahme der As-
Konzentration nahm diese APOX-Aktivitat leicht ab. Trotzdem waren die Effekte bis zu
2,5mal starker als bei der Kontrolle. Die hdchste APOX Enzymaktivitat der Blatter konnte bei
der As-Konzentration von 250 uM gemessen werden: eine 6fache Erhéhung im Vergleich mit
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der Kontrolle. AuBer bei 10 uM As-Konzentration konnten in den Rhizomen von T7./atifolia
keine Effekte bei den restlichen As-Behandlungen festgestellt werden.
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Abbildung 33 Spezifische APOX-Aktivitat der Blatter (links) und der Rhizome (rechts) von 7. /atifolia
nach 72stiindiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 puM, 250 uM Cd und As und 10 pM, 50 uM und
250 uM Pb. Die Kontrolle enthalt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert * die
Standardabweichung zwischen drei parallel behandelten Proben.

3.1.1.8 MDHAR-AKktivitat in Typha /latifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Wie bei allen bisher gemessenen Enzymen zeigten die mit niedrigen Cd-Konzentrationen
behandelten Blatter von 7ypha /latifolia auch bei der MDHAR eine Enzymaktivitat im Bereich
der Kontrolle (Abbildung 34), etwa um 0,30 pkat/mg Protein. Das Maximum dieser Aktivitat
in den Blattern lag bei 100 uM Cd-Behandlung: Hier kam es zu 9,5facher Steigerung der
MDHAR-Enzymaktivitat im Vergleich zur Kontrolle. Bei 250 uM Cd kam es zu einer starken
Abnahme der MDHAR. Bei den mit Cd behandelten Rhizomen von T7ypha /atifolia wurde nur
bei 10 yM und 250 uM Cd eine ahnlich hohe MDHAR-Aktivitdt wie in der Kontrolle
gemessen. Nach der Behandlung mit 50 pM und 100 uM Cd war die MDHAR-AKktivitat stark
gehemmt. Die Behandlung von Rohrkolben mit Bleichlorid hatte sehr starke Effekte auf die
MDHAR-Enzymaktivitéat der Blatter. Konzentrationsabhdngig kam es dort zu einer 3- bis
Sfachen Steigerung der MDHAR-Enzymaktivitat. Bei den Rhizomen war die MDHAR-Aktivitat
bei 50 uM Pb 3mal hoéher als in der Kontrolle. Die Aktivitdten bei den anderen Pb-
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Behandlungen lagen im Bereich der Kontrolle.
Die As-Behandlung flihrte bei den Rhizomen von T7ypha /atifolia nur bei der Konzentration
von 10 pM As zu einer héheren MDHAR-Aktivitat.
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Abbildung 34 Spezifische MDHAR-Aktivitat der Blatter (links) und der Rhizome (rechts) von 7.
latifolia nach 72stiindiger Behandlung mit 10 pM, 50 uM, 100 pM und 250 pM Cd und As und 10 uM,
50 uM und 250 pM Pb. Die Kontrolle enthdlt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert
+ die Standardabweichung zwischen drei parallel behandelten Proben.

Alle anderen As-Konzentrationen hemmten die MDHAR. Der entgegengesetzte Effekt war
bei den mit As behandelten Blattproben festzustellen. Dort war die MDHAR-Enzymaktivitat
bei der Konzentration von 10 uM As halb so hoch wie in den Kontrollen; bei den mittleren
gab es keine Unterschiede. Die hdéchste MDHAR-Induktion in den Blattern auf den

5,5fachen Wert der Kontrolle wurde bei der Konzentration von 250 uM As gemessen.

3.1.1.9 DHAR-Aktivitat in Typha latifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

In den 7. /atifolia-Pflanzen wurde auch die Dehydroascorbatreduktase-Aktivitdt gemessen.
In Blattproben war die DHAR-Aktivitét nach den Behandlungen mit 10 uM und 50 uM Cd
gehemmt (Abbildung 35). Nach der Behandlung mit 250 uM Cd war die DHAR-Enzym-
aktivitdt stark angestiegen. Das Maximum der DHAR-Aktivitét in den Blattproben lag bei

einer Konzentration von 100 uM Cd und machte dort eine 2,7fache Steigerung im Vergleich
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zur Kontrolle aus, deren Wert bei 2,12 pkat/mg Protein lag. Nach der Cd-Behandlung der
Rhizomproben konnten erhéhte DHAR-Enzymaktivitdaten nur bei den Konzentrationen von
10 pM und 250 pM Cd gemessen werden. Bei den Konzentrationen von 50 uM und 100 uM
war dieses Enzym gehemmt.

Keine der Behandlungen, weder die niedrigeren Pb-Konzentrationen in der Blattern noch die
hohe Pb-Konzentration in den Rhizomen flihrte zu einer Erhéhung der DHAR-AKktivitat. Alle

Aktivitaten dieses Enzyms blieben bis zu 70% unterhalb der Kontrolle.
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Abbildung 35 Spezifische DHAR-Aktivitat der Blatter (links) und der Rhizome (rechts) von 7. /atifolia
nach 72stiindiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 yM und 250 uM Cd und As und 10 uM, 50 uM
und 250 puM Pb. Die Kontrolle enthalt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die
Standardabweichung zwischen drei parallel behandelten Proben.

Dasselbe kann nicht Uber die As-Behandlungen gesagt werden. In den Uber 72 h mit As
behandelten Blattern von Rohrkolben konnte schon bei der Konzentration von 10 uM As eine
3,5fache Steigerung der DHAR-Aktivitdt zur Kontrolle bestimmt werden. Diese Tendenz
einer erhdhten DHAR-Enzymaktivitdt blieb bei den Konzentrationen von 50 uM und
100 pM As jedoch nicht mehr erhalten, es kam zu einer Hemmung um 50%. Uberraschend
konnte eine erneute Steigerung der DHAR-Enzymaktivitat auf das 1,5fache der Kontrollen
bei der héchsten As-Konzentration von 250 pM gemessen werden.

Ahnliche Effekte konnten auch fiir die Rhizomproben bestimmt werden. Im Unterschied zu
den Blattern zeigen die mit Pb behandelten Rhizome von T7ypha /atifolia fast keine DHAR-
Enzymaktivitat bei 10 uM As. Die DHAR-Aktivitat unter As-Einfluss blieb bei 100 uM auch
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niedriger als die Kontrolle. Dafiir wurde bei 50 uM As eine fast 1,5fache Erhéhung der DHAR
gemessen. Bei 250 uM As war die Enzymaktivitat von DHAR zwar hodher als die der

Kontrolle, aber weit niedriger als bei 50 uM As.

3.1.1.10 GPOX-Aktivitat in 7Typha /atifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Bei der Bestimmung der Glutathionperoxidase-Enzymaktivitdét wurden die hdchsten
Steigerungen der Aktivitaten nach der Cd-Behandlung erfasst. Alle Konzentrationen von
CdSO, verursachten mindestens eine Steigerung der GPOX-Enzymaktivitdt um das 3fache.
Nach einer Gabe von 10 pM Cd war sogar eine 4fache Erhéhung der Aktivitat messbar
(Abbildung 36). Cd verursachte bei keinem weiteren Entgiftungsenzym solche Veranderung
der Aktivitdt. In den mit Cd behandelten 7. /atifolia Rhizomen waren die Enzymaktivitaten
auch gegeniber der Kontrolle erhdht. Bei der Konzentration von 50 uM Cd war diese
Steigerung der Aktivitdt sogar 1,5fach.

Auch filr die drei Pb-Konzentrationen war die Tendenz zur Steigerung der GPOX-Enzym-
aktivitdt in den Blattern von der niedrigsten (10 uM) zur hdchsten Pb-Konzentration
(250 uM) sehr deutlich. Wahrend die GPOX-Aktivitat der Kontrollen 0,74 pkat/mg Protein
betrug und die GPOX-Enzymaktivitdit nach der Behandlung mit 10 uM Pb bei
0,99 pkat/mg Protein lag, kam es nach der Behandlung mit 50 uM Pb zur Verdopplung der
GPOX auf 1,23 pkat/mg Protein (Abbildung 36). Die Behandlung mit 250 uM Pb steigerte die
GPOX-Aktivitat der 7ypha latifolia Blatter um ein weiteres auf das 2,5fache der Kontrolle.
Die GPOX-Enzymaktivitaten der Rhizome waren bei weitem nicht so hoch wie die der
Blatter. In den Rhizomen lag die GPOX-Aktivitat bei 10 uM und 50 uM Pb weit unterhalb der
Kontrollwerte. Erst die Behandlung mit 250 uM Pb flihrte zu einer Erholung der GPOX-
Aktivitat, die etwas Uber den Kontrollwert von 5,13 pkat/mg Protein lag.

Bei diesem Enzym flihrte die As-Behandlung der Bldtter prinzipiell zum gleichen Ergebnis
wie die Inkubation mit Cd. Mit Erh6hung der As-Konzentration konnte eine Steigerung der
GPOX-Enzymaktivitat nachgewiesen werden. Wahrend bei 10 yuM As und 50 pM As eine
1,5fache Steigerung der GPOX-Aktivitat gemessen werden konnte, war diese bei 100 uM
schon auf das 3fache gestiegen. Bei der Konzentration von 250 uM konnten sogar
7,93 pkat/mg Protein gemessen werden, was einer 10fachen Erh6hung der GPOX-Enzym-
aktivitat in den Blattern im Vergleich zu der Kontrolle entspricht. In den Rhizomen von
Typha latifolia, welche mit vier As-Konzentrationen behandelt wurden, war die GPOX-

Enzymaktivitat stets reduziert.
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Abbildung 36 Spezifische GPOX-Aktivitat der Blatter (links) und der Rhizome (rechts) von 7. /atifolia
nach 72stiindiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 puM, 250 uM Cd und As und 10 pM, 50 uM und
250 uM Pb. Die Kontrolle enthalt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die
Standardabweichung zwischen drei parallel behandelten Proben.

3.1.1.11 GR-Aktivitdt in Typha /atifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Die Behandlung mit CdSO, flihrte ab einer Konzentration von 50 uM zu einer Hemmung der
GR-Aktivitat, die bei der Inkubation mit 250 uM in eine leichte Erholung der Aktivitat
umschlug, jedoch immer etwa 50% niedriger als die Kontrolle blieb. In den Rhizomen
konnte dagegen eine 1,5-2 fache Steigerung der GR-Enzymaktivitdt gemessen werden.

Die Behandlung von T7ypha /atifolia mit Blei und Arsenat flihrte stets zur Hemmung der GR-
Enzymaktivitat (Abbildung 37). Alle GR-Aktivitdten in den Blattern und in den Rhizomen
lagen unterhalb der Kontrolle. Wahrend sich fiir die GR in den Blattern kein einheitlicher
Trend abzeichnete, reagierte die GR in den Rhizomen nach der Arsenat-Behandlung mit
einer sukzessiven Steigerung der Enzymaktivitat, die jedoch stets im Bereich der Hemmung
blieb.

In den Rhizomen von Typha latifolia, die den ersten Kontakt mit Cd und As hatten, konnte
eine starke Aktivitdt der GR gemessen werden. Die gestiegene GR-Aktivitdt kdénnte ein
Zeichen daflir sein, dass in der Zelle vorhandenes Glutathion zur Synthese von
Phytochelatinen nach der Cd-Behandlung verbraucht wurde. Das Arsen induziert zwar keine

Phytochelatine, aber Thiol-Peptid-Komplexe, die auch reduziertes GSH verbrauchen
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(Dhankher et al., 2002).
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Abbildung 37 Spezifische GR-Aktivitat der Blatter (links) und der Rhizome (rechts) von 7. /atifolia
nach 72stiindiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 puM, 250 uM Cd und As und 10 pM, 50 uM und
250 uM Pb. Die Kontrolle enthalt keine Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert * die
Standardabweichung zwischen drei parallel behandelten Proben.

3.1.1.12 Glutathionhaushalt in Typha /atifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung

Bei der Untersuchung der Schwermetalleinfliisse in den T7ypha latifolia-Pflanzen, die Uber
72 h Cd-, As- und Pb-Stress hatten, wurde auch der Glutathionhaushalt untersucht. Es
wurden auBer den Enzymen Glutathionperoxidase, Dehydroascorbatreduktase und Gluta-
thionreduktase auch die Konzentrationen von reduziertem und oxidiertem Glutathion in den
behandelten Pflanzen gemessen.

In der Abbildung 38 ist die GSH-Konzentration in 7ypha /atifolia nach 72stiindiger Cd-
Behandlung dargestellt. Dabei kdénnen zwei wesentliche Unterschiede zwischen den
Reaktionen der Blatter und der Rhizome festgestellt werden. Die GSH-Konzentration der
Blatt-Kontrolle betrug knapp 1000 nmol/g FG. Mit dem Verlauf der Behandlung war eine
starke Abnahme der GSH-Konzentration bei 10 uM Cd auf 16% des Kontrolllevels
festzustellen. Die Erhéhung der Cd-Konzentration auf 50 uM fiihrte zur Reduktion der GSH-

Konzentration auf 46% der Kontrolle, wahrend 100 uM Cd die GSH-Konzentration in den
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Typha latifolia-Blattern auf 349% steigerten. Dieser Trend blieb aber nicht bei der héchsten
Cd-Konzentration von 250 pM erhalten, sondern es wurde eine vergleichsweise leichte
Abnahme auf 259% der Kontrolle gemessen.

In den Rhizomen von Typha latifolia (Abbildung 38) wurden andere Effekte festgestellt. Bis
zur Zugabe von 100 uM Cd konnte eine leichte Zunahme der GSH-Konzentration gemessen
werden. Bei der 10 uM Cd-Behandlung wurden 109% der Kontrolle und bei 50 uM Cd 106%
der Kontrolle gemessen. Daflir nahm die GSH-Konzentration bei der Behandlung mit
100 uM Cd leicht ab. Hier wurden nur noch 72% der Kontrolle nachgewiesen. Interessant
war es festzustellen, dass die weitere Erhéhung der Cd-Konzentration auf 250 uM zu einer
erneuten Erhéhung der GSH-Konzentration flihrte (122%).
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Abbildung 38 GSH-Konzentration der Rhizome und der Blatter von 7. /atifolia nach 72stiindiger
Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 pM, 250 uM Cd (links) und As (rechts). Die Kontrolle enthalt keine
Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung zwischen drei parallel
behandelten Proben.

Wahrend die hochste GSH-Konzentration nach der Cd-Behandlung der Rohrkolben-Blatter
3300 nmol/g FG betrug (Abbildung 38), konnten nach der As-Behandlung nur
970 nmol/g FG gemessen werden. Weiterhin ist eine erhebliche Abnahme der GSH-
Konzentration gleich bei 10 uM As auf 14% der Kontrollwerte zu beobachten.

Die weitere Steigerung der As-Konzentration flihrte zu unterschiedlichen Effekten, stets
blieben die GSH-Levels aber weit unter den Werten der Kontrolle. Die Konzentration von
250 uM As fiihrte, verglichen mit den restlichen As-Behandlungen, zu einer leichten Steige-
rung der GSH-Gehalte. Nach der Behandlung waren noch 27% der Kontrolle lbrig.

In den Rhizomen, die mit As behandelt worden waren, konnte kein eindeutiger Trend
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bezliglich der GSH-Konzentration festgestellt werden. Nach der Einwirkung von 10 uM As
waren die Werte auf nur 49% der Kontrolle abgesunken. Mit der Steigerung der As-
Konzentration auf 50 uM As stieg auch die GSH-Konzentration auf 124% der Kontrolle. Bei
der 100 pM As-Konzentration war eine leichte Abnahme dieses Wertes festzustellen und
nach Inkubation mit 250 uM As war fast die Konzentration des GSH in den unbehandelten
Pflanzen (96 %) erreicht.

Im Unterschied zu den GSH-Konzentrationen der mit Cd und As behandelten 7ypha latifolia-
Pflanzen traten bei den GSSG-Konzentrationen ganz andere Verhdltnisse auf. Wahrend in
den Blattern die Cd-Behandlung zur héchsten Akkumulation von GSSG fiihrte, wurde
derselbe Effekt bei As in den Rhizomen verursacht. Die GSSG-Konzentration schwankte in
den Blattern um 15 nmol/g FG und in den Rhizomen um bis zu 53 nmol/g FG.

Die Behandlung mit 10 pM Cd flihrte zu einer Abnahme der GSSG-Konzentration auf 33%
der Kontrolle (Abbildung 39). Dies deutet auf einen Verbrauch von GSH und GSSG hin, wie
er flr die Entgiftung von Cd durch Phytochelatine beschrieben worden ist. Allerdings indu-
ziert Arsenat keine Phytochelatine, aber Thiol-Peptid-Komplexe, die das Glutathion
aufbrauchen (Dhankher et al., 2002).

Die Steigerung der Cd-Konzentration verursachte eine Erhéhung der GSSG-Konzentration
auf 174% der Kontrolle. Das ist das Maximum der GSSG-Konzentration in den Blattern, nicht
nur fur die Cd, sondern auch fiir die As-Behandlung. Die weitere Behandlung mit noch
hoheren Cd-Konzentrationen fiihrte wieder zu einer Abnahme der GSSG-Konzentration auf
94% bei 100 uM Cd und 44% der Kontrolle bei 250 uM Cd. Die Rhizome von Typha latifolia
reagierten schon auf 10 uM Cd mit einer Steigerung der GSSG-Konzentration. Diese Schwer-
metallkonzentration verursachte eine Erhéhung der GSSG-Werte auf 221% zur Kontrolle. Die
Behandlung mit 50 uM Cd fiihrte in Rohrkolben-Rhizomen zu weiteren Steigerungen der
GSSG-Konzentration bis auf 315% der Kontrolle (Abbildung 39). Bei 100 uM Cd wurde eine
drastische Abnahme der GSSG-Konzentration der Rhizome nachgewiesen. Es wurden nur
18% GSSG der Kontroll-Werte gemessen. Wie auch bei GSH, konnte bei der héchsten Cd-
Konzentration in der Behandlung (250 uM Cd) eine 3fache Steigerung der GSSG-
Konzentration im Vergleich zu der 100 uM Cd-Behandlung gemessen werden. Der Wert lag
aber nur bei 56% der Kontrolle.

Wie bereits erwahnt, lagen die GSSG-Konzentrationen in der As-Behandlung von T7ypha
latifolia nach 72 h weit unter den Werten nach der Behandlung lber den gleichen Zeitraum.
Bezliglich der GSSG-Konzentrationen in den Blattern konnte trotzdem der gleiche Trend beo-
bachtet werden. Nach 10 uM As-Behandlung sank der GSSG-Wert auf 40% der Kontrolle.

Die Behandlung mit 50 uM As erzielte das Maximum unter den Behandlungen mit 74% der
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Kontrolle. Danach war eine Abnahme der GSSG-Konzentration zur 250 uM-Behandlung zu

beobachten. Hier wurden nur 25% der Kontrolle gemessen.
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Abbildung 39 GSSG-Konzentration der Rhizome und der Blatter von 7. /atifolia nach 72stiindiger
Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM Cd (links) und As (rechts). Die Kontrolle enthélt keine
Metalle. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung zwischen drei parallel
behandelten Proben.

Die GSSG-Konzentrationen in den As behandelten Blattern lagen in der gleichen GréBenord-
nung wie die GSSG-Konzentrationen nach Cd-Behandlung (Abbildung 39). Genau wie dort
wurde auch nach der As-Behandlung erst eine Abnahme der GSSG-Konzentration bei
10 uM As auf nur 40% der Kontrolle festgestellt. Nachfolgend kam es zur Erhéhung der
GSSG-Konzentration auf 74%. Bei den Konzentrationen von 100 uM und 250 uM As konnten
nur noch 47% und 25% der Kontrolle nachgewiesen werden. Die Aktivitat der GR war bei
diesen As-Konzentrationen ebenfalls niedriger.

Die hdchste GSSG-Konzentration in Rhizomen von 7ypha /atifolia wurde nach As-Behandlung
nachgewiesen. Interessant ist, dass dieses Maximum bei 250 uM As auftrat. Bei der Behand-
lung mit 250 uM Cd konnten nur 56% der Kontrolle festgestellt werden, wahrend in diesem
Fall eine Erhéhung von 3627% zur Kontrolle beobachtet werden konnte. Bereits niedrigste
As-Konzentration (10 uM) flhrte zu einer Zunahme des GSSG auf 282% zur Kontrolle. Bei

Konzentrationen von 50 und 100 pM As wurden 45% und 72% der Kontrolle gemessen.

3.1.1.13 Bestimmung der Enzymaktivitaten der GSTs nach 72stiindiger Cd-Behandlung
Nach der partiellen Charakterisierung des antioxidativen Stoffwechsels wurden in den mit
Schwermetallen behandelten Rohrkolbenproben weitere Enzymtests mit unterschiedlichen
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Substratspezifitaten durchgefiihrt, die an der Entgiftung von Pestiziden und organischen
Schadstoffen beteiligt sind, um eventuelle Stressreaktionen charakterisieren zu kénnen. Teil
dieser Tests waren auch die Bestimmungen der GST-Aktivitdten mit fliinf Substanzen
(CDNB, NBC, NBoC, DCNB und Fluorodifen), die bekannte Modellsubstanzen fiir diese
Enzymgruppe sind. Die Glutathion S-Transferasen katalysieren die Konjugation von
Glutathion mit diesen Xenobiotika. Bekannt ist, dass die Substrate auch spontan Konjugate

mit Glutathion bilden kénnen, aber die GSTs erhéhen die Reaktionsgeschwindigkeit.

3.1.1.13.1 CDNB-GST-Aktivitat in 7ypha /atifolia

Nach 72stiindiger Behandlung mit Cd konnten in den Blattern und in den Rhizomen von
Typha latifolia niedrigere GST-CDNB-Aktivitaten als in den Kontrollen gemessen werden
(Tabelle 33). Dabei war die Aktivitdit in den Blattern der unbehandelten Pflanzen
(1,571 pkat/mg Protein) doppelt so hoch wie in Rhizomen (0,848 pkat/mg Protein). Die
CDNB-Enzymaktivitaten in den Blattern nahmen mit dem Konzentrationsanstieg ab. Im
Unterschied hierzu nahm die CDNB-GST-Aktivitdit der Rhizome mit steigender Cd-
Konzentration ab 10 uM Cd kontinuierlich zu. Die niedrigste GST-Aktivitat konnte jeweils bei
der 100 pM-Konzentration in den Blattern (0,144 pkat/mg Protein) und nach der 10 uM Cd-
Behandlung in den Rhizomen (0,214 pkat/mg Protein) gemessen werden. Die gleiche
Beobachtung lieB sich auch fiir die GST-Enzymaktivitdt der mit Pb behandelten Proben
machen. Keine der Proben zeigte nach der Behandlung eine hohere GST-Aktivitdt als die
Kontrolle. In den Blattern und den Rhizomen konnte eine Abnahme der Enzymaktivitat der
Zunahme der Pb-Konzentration beobachtet werden (Tabelle 33). In den 7. /atifolia-
Pflanzen, welche mit 250 uM Pb behandelt worden waren, betrug die CDNB-GST-Aktivitat
der Blatter nur 3% und in den Rhizomen nur 2% der Kontrolle.

Die mit As behandelten Typha latifolia-Pflanzen zeigten ganz andere Effekte als die mit Cd
oder Pb behandelten Pflanzen (Tabelle 33). Die Pflanzen, die mit der niedrigsten As-Konzen-
tration behandelt worden waren (10 uM), hatten in den Blattern und in den Rhizomen
CDNB-GST-Aktivitaten in der gleichen Hohe wie die Kontrolle. Diese Tendenz war bei den
Rhizomen von T7ypha latifolia, die mit 50 uM und 100 pM As behandelt wurden, wieder zu
entdecken. Dasselbe gilt allerdings nicht flir die Blatter bei gleicher Behandlung. Bei diesen
wurden abnehmende GST-CDNB-Aktivitaten gemessen (Tabelle 33). Erst die Konzentration
von 250 pM As flhrte zu einer Steigerung der GST-Aktivitat, die die Aktivitdt in den Blattern
der Kontrolle Ubertraf. Die Rhizomproben von Typha /atifolia zeigten bei der As-
Konzentration von 250 uM 168% GST-Aktivitat Uber der Kontrolle.
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Tabelle 33 Spezifische GST-Aktivitdt in 7. /atifolia Proben, die mit Cd, As und Pb Uber 72 h behandelt wurden. Die Enzymaktivitdten wurden fiir vier
Substrate (CDNB, NBoC, NBC, DCNB) und ein Herbizid (Fluorodifen) bestimmt. Jede Behandlung hat drei Wiederholungen. Jede einzelne Probe davon wurde
in Triplikaten gemessen. Die Standardabweichungen wurden von insgesamt neun Messungen bestimmt. Die Aktivitaten sind in pkat/mg Protein dargestellt.
Mit k.A ist keine Aktivitat gekennzeichnet. Es wurden keine Behandlung mit 100 pM Pb durchgefiihrt.

TL

Behandlungen von Spezifische Aktivitdt der GST fur finf verschiedene Substrate
Typha latifolia CDNB NBC NBoC DCNB Fluorodifen
GST-Aktivitaten der Rhizomproben

Kontrolle 0,848+0,1 0,047+0,01 0,068+0,02 0,015+0,002 0,12+0,01
10pM Cd 0,214+0,141 0,043+0,007 0,02+0,001 0,008+0,003 0,661+0,79
50 uM Cd 0,446+0,152 0,038+0,013 0,189+0,002 0,012+0,005 0,207+0,19
100 pM Cd 0,345+0,001 0,035+0,001 0,07+0,001 0,01+0,003 0,187+0,01
250 pM Cd 0,695+0,176 0,067+0,009 0,142+0,044 0,015+0,004 0,166+0,02
10 uM As 0,893+0,22 0,024+0,012 0,1+0,005 0,043+0,007 0,131+0,05
50 pM As 0,793+0,229 0,015+0,009 0,008+0,001 0,038+0,013 0,171+0,1
100 pM As 0,676%0,014 0,019+0,009 0,006+0,001 0,04+0,013 0,1+0,01
250 uM As 1,428+0,587 0,042+0,001 0,004+0,002 0,057+0,021 0,346+0,13
10 uM Pb 0,055+0,004 0,053+0,012 0,027+0,007 0,02+0,007 0,15+0,02
50 uM Pb 0,0176+0,009 0,017+0,008 0,032+0,001 0,038+0,001 0,289+0,02
250 uM Pb 0,0235+0,001 0,041+0,003 0,014+0,009 0,305+0,075 0,272+0,02
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Fortsetzung Tabelle 33

GST-Aktivitaten der Blattproben
Kontrolle 1,571+0,012 0,197+0,08 0,104+0,03 0,022+0,01 0,0362+0,09
10 uM Cd 0,899+0,272 0,159+0,059 0,017+0,049 0,019+0,003 0,362+0,05
50 uM Cd 0,708+0,112 0,139+0,032 0,008+0,009 0,012+0,002 0,303+0,10
100 pM Cd 0,144+0,002 0,123+0,01 0,009+0,001 0,018+0,003 0,135+0,004
250 uM Cd 0,701+0,289 0,009+0,001 0,023+0,002 0,013+0,007 0,216+0,14
10 pM As 1,226+0,193 0,044+0,02 0,04+0,003 0,116+0,016 0,27+0,07
50 uM As 0,519+0,202 0,0280,01+ 0,012+0,001 0,09+0,03 0,18+0,1
100 uM As 0,171+0,011 0,03+0,001 0,01+0,001 0,05+0,01 0,408+0,03
250 puM As 1,878+0,868 0,052+0,015 k.A 0,17+0,03 0,382+0,06
10 yM Pb 0,177+0,02 0,068+0,002 0,036+0,009 0,05+0,01 0,364+0,01
50 uM Pb 0,156+0,009 0,082+0,002 k.A 0,052+0,011 0,227+0,1
250 uM Pb 0,053+0,011 0,053+0,006 0,007+0,002 0,06+0,02 0,239+0,01

L




Kapitel 3 Ergebnisse — Typha latifolia 72 Stunden

3.1.1.13.2 DCNB-GST-Aktivitat in 7Typha /atifolia

Die GST-Aktivitat aller 7. /atifolia-Proben, die mit den drei verschiedenen Schwermetallen
behandelt wurden, wurde auch fiir das Substrat DCNB gepriift. Wie in der Tabelle 33 zu
sehen ist, schwankt die DCNB-GST-Aktivitdt der Cd-Proben um die der Kontrollen. Die
Aktivitat der Blattkontrolle lag bei 0,022 pkat/mg Protein und die der Rhizome bei
0,015 pkat/mg Protein. Die niedrigste DCNB-GST-Aktivitat in den Blattern konnte bei
100 pM Cd gemessen werden und in den Rhizomen schon bei 10 uM Cd.

Es konnte ein interessanter Effekt der GST-DCNB-Aktivitat bei den Pflanzen, die mit As und
Pb behandelt wurden, beobachtet werden. Der durch die beiden Schwermetalle verursachte
Stress fuhrte in 7ypha /latifolia-Pflanzen zu der gleichen Veranderung der GST-Aktivitaten.
Mit Ausnahme der 10 pM Pb-Konzentration im Rhizom, die zu 133% hdherer GST-DCNB-
Enzymaktivitat fihrte, waren die Aktivitaten der restlichen Behandlungen bei As und bei Pb
zwischen 200 und 700% hoher als die Aktivitdten der Kontrollen. Die 250 uM As-Behandlung
verursachte die héchsten Veranderungen der GST-Enzymaktivitat in Blattern und Rhizomen
(780% und 380%).

Bei den mit As behandelten Rohrkolbenproben waren die Unterschiede der DCNB-GST-
Enzymaktivitaten noch starker ausgepragt. Wahrend die Blatter die hdchste GST-Aktivitat
von 0,06 pkat/mg Protein hatten, lag die Rhizomaktivitdt bei 0,305 pkat/mg Protein.
Verglichen mit den jeweiligen GST-Enzymaktivitdten der Kontrollen wurde bei den Blattern
282% GST-Aktivitat bestimmt. Die Steigerung der GST-Aktivitét in den Rhizomen war noch
starker: 2033% uber der Kontrolle (Tabelle 33).

3.1.1.13.3 NBC-GST-Aktivitdt in Typha /latifolia

Das Substrat NBC wurde generell nur in geringem MaB konjugiert. Hier lagen die GST-
Aktivitaten bei 0,197 pkat/mg Protein (Blatt) und 0,047 pkat/mg Protein (Rhizom). Die
Aktivitdt nach der Behandlung mit 10 uM Cd blieb unverandert. Mit der Steigerung der Cd-
Konzentrationen nahm die Aktivitdt in den Blattern ab. In den Rhizomen bei 50 uM und
250 uM Cd-Behandlung wurde eine Erhéhung lber der Kontrolle gemessen. Daflir waren in
der Blattprobe von 250 uM Cd-Behandlung die niedrigsten GST-Enzymaktivitaten dieser Serie
messbar (0,009 pkat/mg Protein).

Bei der Behandlung von T7ypha /atifolia mit Pb konnten dieselben Effekte wie bei der Cd-
Behandlung festgestellt werden. Hier lag der Unterschied nur darin, dass die Blatter bei

10 M Pb eine Abnahme der GST-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle zeigten. Das absolute
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Minimum der GST-Enzymaktivitdt wurde bei 50 uM Pb gemessen. Die restlichen NBC-GST-
Aktivitaten waren sowohl bei den Rhizomen als auch bei den Blattern extrem niedrig.

Nach der As-Behandlung konnte nur in den Rhizomproben der Rohrkolben bei 250 uM As
GST-Enzymaktivitat nahe der Kontrolle gemessen werden (Tabelle 33). Bei allen anderen
Konzentrationen lag die GST-Aktivitat der Blatter und der Rhizome unterhalb der Kontrollen.
Die niedrigste NBC-GST-Aktivitat der Rhizome wurde bei der Konzentration von 50 uM As
gemessen. Bei den Blattern war dies bei einer Konzentration von 100 uM As der Fall. Die

Konjugation des Substrats NBC veranderte sich am geringsten.

3.1.1.13.4 NBoC-GST-Aktivitat in Typha latifolia

Die Cd-Behandlungen konnten nicht zu einer Steigerung der GST-Enzymaktivitdt in den
Blattern von 7. /atifolia fiihren, sondern stets zu niedrigeren Raten als in der Kontrolle. Die
Blattkontrolle hatte eine NBoC-GST-Enzymaktivitat von 0,04 pkat/mg Protein und die
niedrigste Aktivitat der mit Cd behandelten Blatter lag bei 0,009 pkat/mg Protein (100 uM Cd
Konzentration). Bei den Rhizomen konnte 0,068 pkat Enzymaktivitdt/mg Protein nach der
Cd-Behandlung gemessen werden (Tabelle 33). Das Minimum der GST-Enzymaktivitat fir
NBoC in der gleichen Behandlungsreihe lag bei 0,02 pkat/mg Protein (10 uM Cd
Konzentration) fiir die Rhizome. Mit der Steigerung der Cd-Konzentration in den Rhizomen
von Rohrkolben kam es hier zu einer Erhéhung der GST-Enzymaktivitdt. Bei den
Behandlungen mit 100 uM Cd und 250 pM Cd kam es zu einer Steigerung der Aktivitat von
Uber 200% (0,189 und 0,142 pkat/mg Protein).

In keiner der Behandlungen mit Pb konnten hohere GST-Enzymaktivitaten als in der
Kontrolle ermittelt werden. Alle NBoC-GST-Aktivitdten waren um die Werte von 0,007 und
0,036 pkat/mg Protein (Blatt) und 0,014 und 0,032 pkat/mg Protein (Rhizom) verteilt.

Von den Aktivitaten aller Behandlungen mit As konnte nur bei der Konzentration von
10 yM As bei den Rhizomen eine hohere Enzymaktivitat als die der Kontrolle ermittelt

werden (50% Erhdhung). Alle restlichen Proben lagen weit darunter.

3.1.1.13.5 Fluorodifen-GST-Aktivitat in 7Typha /atifolia

Bezlglich der Fluorodifen-GST-Enzymaktivitat in den Blatterproben nach Behandlug mit Cd
konnten nur bei 10 uM Cd und 50 uM Cd steigende Effekte bestimmt werden. Der Wert der
Kontrolle lag in diesem Fall bei 0,0362 pkat/mg Protein. Die GST-Aktivitaten der beiden
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erwahnten Proben lagen bei 0,362 pkat/mg Protein und 0,303 pkat/mg Protein. Bei den
hoheren Cd-Konzentrationen lagen die GST-Enzymaktivitaten weit unterhalb der Kontrolle
(Tabelle 33). Bei drei von vier Cd-Behandlungen in Typha latifoliazRhizomen konnten GST-
Aktivitaten weit hoher als die Kontrolle bestimmt werden. Der Wert der Kontrolle lag bei
0,12 pkat/mg Protein. Die Fluorodifen-Enzymaktivitat lag bei 0,661 pkat/mg Protein flir die
10 uM Cd-Behandlung. Bei den restlichen drei Konzentrationen konnte eine Steigerung der
GST-Enzymaktivitat zwischen 109% und 173% der Kontrolle bestimmt werden.

Die Steigerung der Pb-Konzentration in den Blattern flihrte zu einer Abnahme der GST-
Enzymaktivitat. Die GST-Aktivitat bei 10 uM Pb lag noch im Bereich der Kontrolle (Tabelle
33). Der umgekehrte Effekt konnte in den Rhizomen von Rohrkolben beobachtet werden.
Die Steigerung der Pb-Konzentration flihrte hier zu einer starken Zunahme der GST-Aktivitat.
Bei den Konzentrationen von 50 uM Pb und 250 uM Pb konnte eine 2- und 2,5fache
Erhéhung der GST-Enzymaktivitat gemessen werden.

Die Effekte, die die As-Behandlung auf die GST-Enzymaktivitdt von T7ypha latifolia
verursachte, waren denen von Pb ahnlich. Die beiden niedrigeren As-Konzentrationen
(10 PM und 50 pM) wirkten hemmend auf die GST-Aktivitat in den Rohrkolbenbldttern. Dies
galt aber nicht flir die gleichen As-Konzentrationen in den Rhizomen derselben Pflanzen, die
Uber der Kontrolle lagen. Alle Enzymaktivitaten der GSTs bei As-Konzentrationen von 100 pM
und 250 uM bewiesen hohere Aktivitdten. Das Rhizom zeigte bei der Konzentration von
250 UM sogar 2,5mal héhere GST-Aktivitat als die Kontrolle.

3.1.1.14 Vergleich aller Enzymaktivitaten von Typha latifolia nach 72stiindiger Cd-, As-
und Pb-Behandlung

Die Fiille der bisher dargestellten Ergebnisse verlangt eine zusammenfassende Darstellung
der gemessenen Enzymaktivitaten. In der Tabelle 34 sind die Effekte und die Tendenzen der
Hemmung symbolisch erldutert, aber auf das Niveau der Kontrolle bezogen, weshalb
Unterschiede zwischen einzelnen Behandlungsstufen nicht beriicksichtigt sind.

Beispielsweise war die MDA-Konzentration in den Rhizomen nach allen drei Behandlungen
héher als in den Blattern. Trotz der groBen Unterschiede der SOD-Enzymaktivitat in den ein-
zelnen Behandlungsstufen war im Vergleich zur Kontrolle keine Steigerung der SOD-Aktivitat
messbar. Im Gegensatz zu MDA war bei der Katalase die Enzymaktivitat nach allen drei
Behandlungen in den Blattern erhéht, wahrend sie in den Rhizomen um den Kontrollwert
schwankte (nach der Pb-Behandlung) oder gehemmt (nach den Cd-und As-Behandlungen)

war.
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Bei den Enzymen des Ascorbat-Glutathion Zyklus war keine deutliche Differenz zwischen den
Aktivitaten in den Blattern- und den Rhizomen der einzelnen Behandlungen zu verzeichnen.
Nach der Cd-Behandlung blieben diese Enzymaktivitdten auf dem Kontrolllevel.

Bei der Behandlung mit 100 uM Cd aber waren signifikante Erhéhungen der APOX-, MDHAR-
und DHAR-Aktivitat in den Blattern messbar. Die POX zeigte hier keine Steigerung ihrer
Aktivitat, dafir war sie in den Rhizomen bei allen Cd-Konzentrationen sehr aktiv.

Nach der As-Behandlung konnten nur bei der niedrigsten und bei der hdchsten Konzentration
signifikant erhdhte Aktivitdten der Enzyme des Ascorbat-Glutathion Zyklus in den Blattern
gemessen werden. Die Aktivitaten den Rhizomen waren dagegen gehemmt. Das am meisten
induzierte Enzym nach der Pb-Behandlung war die MDHAR.

Die Enzyme des Glutathionperoxidase Zyklus waren gegeniiber der Kontrolle in den Blattern
nach allen Cd- und As-Behandlungen und bei der héchsten Pb-Konzentration erhdéht. Die
GPOX-Aktivitat der Rhizome hingegen schwankte nach der Cd- und Pb-Behandlung um die
Werte der Kontrolle und war nach der As-Behandlung stets gehemmt.

Die GR lag nach der Cd-Behandlung im Bereich der Kontrolle, nahm aber nach der As- und
Pb-Behandlung steil ab. Das GSH/GSSG-Verhaltnis war nur bei den héchsten Cd-Konzentra-
tionen in den Blattern und in den Rhizomen signifikant héher als die Kontrolle.

In Bezug auf die GST-Aktivitaten ist zu erwahnen, dass As und Pb zu einer Induktion der
DCNB-GSTs in Blattern und Rhizomen fiihrten. Fluorodifen-GST hingegen wurde in den
Rhizomen nach allen drei Behandlungen induziert. Die Aktivitdten der GSTs fir die restlichen

Modellsubstrate lagen vorwiegend unterhalb denen der Kontrolle.
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Tabelle 34 Vergleich aller Enzymaktivitdten in 7. /atifolia nach 72stiindiger Behandlung mit Cd, As und Pb. Die Tabelle reprasentiert die Aktivitdten der einzelnen
Enzyme verglichen zur Kontrolle. Die Kontrolle entspricht 100% und ist nicht in der Tabelle aufgetragen. Symbolerlduterungen: ¥ Enzymaktivitat unter 75% im

Vergleich zur Kontrolle, ¢ 75-150% zur Kontrolle, * 150-200% zur Kontrolle, A 200-400% zur Kontrolle, A 400-600% zur Kontrolle, ApA 600-1000% zur

Kontrolle. Mit ,k.A" ist fehlende Aktivitat und mit ,n.g" nicht gemessen gekennzeichnet worden. B = Blatt, R = Rhizom
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3.1.2 Behandlung der 7ypha latifolia-Pflanzen mit Cadmium iiber 72 Tage

3.1.2.1 Bestimmung der Metallgehalte in Typha /atifolia, behandelt mit Cd iiber 72 Tage

Die 7. /atifolia-Pflanzen wurden in diesem Versuch mit vier unterschiedlichen Cadmiumkon-
zentrationen behandelt. Ziel war es, die Effekte auf den antioxidatien Stoffwechsel und die
physiologischen Vorgange in den Rohrkolbenpflanzen nach dieser Langzeitbehandlung zu
evaluieren. Von besonderem Interesse war der vermutete Einfluss des Cadmiums auf das
Entgiftungspotential fiir organische Schadstoffe und Herbizide. Die in der Studie verwen-
deten Cd-Konzentrationen waren: 0 uM (Kontrolle) und 10 pM, 50 uM, 100 uM und 250 pM.
Die in die Pflanzen aufgenommenen Cd-Mengen waren exponentiell mit den in der Nahr-
I6sung dosierten Cd-Konzentrationen korrelierbar (Abbildung 40 und Abbildung 41).
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Abbildung 40 Korrelation zwischen den Cd-Konzentrationen im Inkubationsmedium und den von den
T. latifolia-Blattern und Rhizomen aufgenommenen Cd-Konzentrationen nach 72tdgiger Behandlung.
Die Werte sind aus den Mittelwerten dreier behandelter Pflanzen gebildet worden. Die Cd-Konzen-
trationen in den Blattern und in den Rhizomen sind in mg/Kg TG angegeben.

Wie aus der Abbildung 40 zu entnehmen ist, gab es auch zwischen der in den Rhizome auf-
genommenen Cd-Menge und der Konzentration in den Blattern eine expotentielle Korrelation.
Allerdings ist die Menge an Cd, die in die Blatter transportiert wurde, erheblich geringer als
die von den Rhizomen aufgenommene.
In der Abbildung 41 ist die Korrelation zwischen der Metallaufnahme zweier unabhdngig
durchgeflihrter Experimente aus den Jahren 2006 und 2007 dargestellt. Wie aus der Graphik
zu entnehmen ist, haben die beiden unabhdngigen Behandlungen von 7ypha latifolia mit Cd
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Uber 72 Tage zu den gleichen Effekten geflihrt. Deswegen konnten die Ergebnisse der
beiden Versuche miteinander verglichen werden. Ergebnisse zu morphologischen Parametern

und zur Photosyntheseleistung sind nur im zweiten Experiment erworben worden.
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Abbildung 41 Korrelation zwischen der vorgelegten Cd-Konzentration im Medium und der von den 7.

latifolia-Rhizomen aufgenommenen Cd-Konzentration nach 72tagiger Behandlung. LZCV 1 steht fiir die

erste Behandlung von 7. /atifolia und LZCV 2 fir die Wiederholung dieser Versuche. Die Werte sind

aus den Mittelwerten von je drei behandelten Pflanzen gebildet worden. Die Cd-Konzentrationen in
den Rhizomen sind in mg/Kg TG angegeben.

Die Tabelle 35 listet die Werte, die nach der 72tagigen Cd-Behandlung in den 7. /atifolia-
Rhizomen und Blattern erreicht wurden, auf. Es ist anzumerken, dass bereits in der
Kontrolle, die keine externe Cd-Zugabe bekommen hatte, Spuren von Cd festgestellt wurden.
Dies beruht offenbar auf einer Kontamination der verwendeten Gerate oder auf dem Eintrag
von Schwermetallen mit dem verwendeten Bodensubstrat (Lecaton). Bei der prozentualen
Verteilung der Cd-Konzentration in den Blattern von Rohrkolben konnte festgestellt werden,
dass diese von den niedrigeren zu den hdheren Inkubations-Konzentrationen abnahm
(Tabelle 35). Der gleiche Effekt schlug sich auch in den Blatt/Rhizom-Verhaltnissen nieder.

Die ICP-Messungen belegten, dass in den Rhizomproben von 7ypha latifolia nach dem 72.
Behandlungstag die Cd-Konzentrationen von 10puM (63,8 mg/Kg TG) auf 50 uM
(258,7 mg/Kg TG) linear zunahmen. Bei 100 uM (354 mg/Kg TG) Cd kam es zu einer
reduzierten Aufnahme, bei 250 uM Cd zu einer erheblichen Steigerung: 1265,5 mg/Kg TG.
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Tabelle 35 Aufgenommene Cadmiummenge in den Rhizomen und den Blattern von 7. /atifolia nach
Inkubation mit 10 yM, 50 yM, 100 uM und 250 uM Cd Uber 72 Tage. Die Kontrolle wurde nicht mit
Cadmium behandelt. Mittelwert + Standardabweichung reprasentieren drei parallel behandelte

Proben.

Zugegebene Konzentration | Konzentration Gesamt- Blatt/Rhizom- Prozent Cd-
Cadmium- in den in den Blattern | konzentration Verhaltnis Konzentration
Konzentration Rhizomen mg/Kg TG in der Pflanze in den Blattern
im Versuch mg/Kg TG mg/Kg TG
Kontrolle 6,5+2,5 0,8+0,3 7,3 0,1 11,01
10 uM Cd 63,8+35,6 4,7+1,2 68,5 0,1 6
50 uM Cd 258,7+127,6 10,9+2,3 269,6 0,04 4,04
100 uM Cd 354+84,8 17,245,3 371,2 0,05 4,6
250 uM Cd 1265,5+417,5 35,2+8,5 1297,7 0,03 2,7

3.1.2.2 Pigmentanalyse in Typha latifolia, behandelt mit Cd iiber 72 Tage

Nach einer Behandlung von Pflanzen mit Schwermetallen ist haufig Vergilbung und eine
Veranderung in den Konzentrationen den einzelnen Pigmente beobachtet worden. Das hangt
in jedem Fall davon ab, wie gut die jeweilige Pflanze die geféhrlichen Stoffe entgiften und
neutralisieren kann. Um das bei 7ypha latifolia zu untersuchen, wurden die Konzentrationen
der Pigmente am Ende der 72tdgigen Cd-Behandlung aufgenommen.

Aus der Tabelle 36 ist zu entnehmen, dass die Chlorophyll a- und Chlorophyll b-Konzentra-
tionen im Rohrkolben mit der zunehmenden Cd-Konzentration stark abnahmen. In der
Kontrolle wurde flir Chlorophyll a ein Wert von 21,05 pg/g FG gemessen; bei der geringsten
Cd-Konzentration war dagegen ein Wert bei 10 uM von nur 12,5 pg/g FG Chlorophyll a im
Pflanzenextrakt festgestellt worden. Das ist eine Abnahme um fast 40%, die im
Kurzzeitexperiment (72 h) nicht zu sehen war.

Interessant ist, dass bei der Konzentration von 100 uM Cd die gleiche Chlorophyll a-Konzen-
tration wie nach der 10 pM-Behandlung vorlag. Bei der 250 pM-Konzentration nahm wie
erwartet das Chlorophyll a weiter ab, aber nicht mehr so viel. Hier waren immer noch
10,5 ug/g FG zu finden, was genau der Halfte des Chlorophyligehalts in der Kontrolle
entsprach.

Die Effekte, die bereits beim Chlorophyll a beschrieben wurden, konnten auch bei Chloro-
phyllb und folglich auch bezlglich der Gesamt-Chlorophyll-Konzentration festgestellt
werden. Die Carotinoidkonzentrationen in den mit Cd behandelten Rohrkolben nahmen bis zu
100 uM  kaum ab. Bei der

2,79 ug Carotin/g FG zu finden, was nur 33% der Gehalte der Kontrolle entsprach.

hochsten Cd-Konzentration waren aber nur noch
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Die hochsten Verhaltnisse zwischen dem Gesamt-Chlorophyll und den Carotinoiden konnten
bei der Cd-Konzentration von 250 uM (5,952) gemessen werden und die niedrigsten bei der
Konzentration von 10 pM mit 2,859.

Tabelle 36 Pigmentanalyse der Blatter von 7. /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung. Jeder Wert
reprasentiert drei unabhangige Messungen einer Probe mit drei Replikaten. Die Standardabwei-
chungen wurden aus den Replikaten ausgerechnet. Chlorophyll a+b reprasentiert den Gesamtchloro-
phyllgehalt, das a/b-Verhaltnis stellt die Beziehung Chlorophylla zu Chlorophyll b dar und das
a+b/x+c-Verhdltnis, dieses zwischen dem Gesamtchlorophyll und den Carotinoiden. Alle
Konzentrationen sind in pg/g FG angegeben.

Pigmentanalyse von Typha /latifolia nach 72tégiger Behandlung mit Cd
Behandlung | Chlorophyll | Chlorophyll | Chlorophyll | Carotinoide a/b a+b/x+c
a b a+b (Cx+c)

Kontrolle 21,0+4,9 13,9+3,5 34,9+8,4 8,4+0,9 1,5 4,2

10 uM Cd 12,5+3,1 7,7£1,1 20,4+4,1 7,1£1,5 1,6 2,9
50 uM Cd 14,3+3,5 9,1+2,9 23,5+6,3 6,3+1,6 1,6 3,7
100 pM Cd 12,2+1,9 7,4+0,9 19,742,7 5,5+1,1 1,7 3,6
250 uM Cd 10,5+0,5 6,1+£0,4 16,6%0,9 2,8+0,2 1,7 59

3.1.2.3 Untersuchung der Photosynthese, der Transpiration und der stomatdren
Leitfahigkeit in Typha /atifolia nach 72tagiger Behandlung mit Cd

Die drei Parameter wurden zu zwei Zeitpunkten gemessen. Die ersten Messungen wurden
am Tag 36 nach dem Start des Versuchs durchgefiihrt. Die Messungen wurden am Tag 72,
dem letzten Tag der Behandlung, wiederholt. Es wurde vermutet, dass die beiden Zeitpunkte
Hinweise Uber den Verlauf und die vermuteten Hemmungen der Photosynthese unter

Cadmiumeinfluss geben kénnten.

3.1.2.3.1 Netto Photosynthese

Am Tag 36 nach dem Start des Versuchs konnte nach der Kotrolle eine konsistente Abnahme
der Photosynthese in den Blattern bis zur der hochsten Cd-Konzentration beobachtet werden
(Abbildung 42A). Die mit 10 uM und 50 pM Cd behandelten Pflanzen zeigten nur etwa 85%
der PS-Rate der Kontrolle. In Anwesenheit von 100 uM Cd wurde noch 68% der

Photosynthese-Rate der Kontrolle gemessen, bei 250 uM Cd waren es weniger als 50%.
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Am letzten Tag des Experiments wurde die Messung der Photosynthese-Rate wiederholt. Zu
diesem Zeitpunkt konnten in den mit 10 uM Cd behandelten Pflanzen nur 30% der
Photosynthese in der Kontrolle gemessen werden (Abbildung 42A). Bei den restlichen drei
Behandlungen wurde auch eine stete Abnahme der Photosynthese in der Kontrolle
beobachtet (Tabelle 37), aber die Werte waren bis zu 15% hdher als die bei 10 uM Cd
gemessenen. Die Photosynthese-Rate von T7ypha /atifolia nach 72tagiger Behandlung mit
50 yM Cd betrug 74% in der Kontrolle. Bei der 100 uM Cd-Behandlung konnten 1,2
HMmol/m2s (47% der Kontrolle) und bei der 250 uM Cd 1,3 pmol/m2s (48% der Kontrolle)

gemessen werden.

3.1.2.3.2 Transpiration und stomatare Leitfahigkeit

Die Ergebnisse der Transpirations-Messungen sind mit denen der Photosynthese
vergleichbar. Nach 36 Tagen Cd-Behandlung konnten in den mit 10 uM Cd behandelten
Pflanzen Transpirationsraten von 82% der Kontrolle gemessen werden (Abbildung 42B). Das
entspricht 0,86 in mmol/m2s (Tabelle 37). Die Abnahme der Transpiration verlauft kontinu-
ierlich weiter zu den héheren Cd-Konzentrationen. In den Pflanzen, die mit 50 uM Cd behan-
delt wurden, konnte nur knapp 50% (0,76 mmol/m2s) der Transpiration der Kontrolle
gemessen werden (Abbildung 42B).

Ahnlich wie fiir die Photosynthese wurde eine starke Abnahme der Transpirations-Werte bei
den mit 10 uM Cd behandelten Pflanzen festgestellt (Abbildung 42B). Hier konnte nur 37%
der Transpiration der Kontrolle gemessen werden. Im Vergleich zu der gleichen Messung
nach 36 Tagen war eine Reduktion der Transpiration von 45% festzustellen. Bei den
restlichen drei Behandlungen waren die Differenzen zwischen den Messungen der beiden
Zeitpunkte nicht so groB. Bei der Behandlung mit 50 uM Cd (iber 72 Tage konnte eine
35%ige Reduktion der Transpiration konstatiert werden. Das sind aber nur 8% weniger als
bei der ersten Messung am Tag 36. Die Transpiration bei 100 uM Cd betrug 0,21 mmol/m?2s
(48% der Kontrolle) und bei der 250 uM Cd-Konzentration konnten 0,20 mmol/m2s (47%
der Kontrolle) Transpiration gemessen werden (Abbildung 42B, Tabelle 37).

Weil die stomatdre Leitfahigkeit und die Transpiration in direkter Verbindung zueinander
stehen, ist es zu erwarten, dass sie dhnliches Verhalten nach der Cd-Behandlung zeigen
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Abbildung 42 Netto Photosynthese (A
nach 72tagiger Behandlung mit 10 uM

A

wiirden. Daher ist es klar, dass sich bei den Konzentrationen von 50 uM Cd und 250 pM Cd

die Effekte bei 36 und 72 Tagen spiegelverkehrt zu den Ergebnissen der Transpiration
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verhalten (Abbildung 42C) werden. Bei den Konzentrationen von 10 uM Cd und 100 uM Cd
bleiben die Reaktionen unverandert.

Die nach 36 Tagen bestimmten Werte fir die stomatdre Leitfahigkeit lagen bei 80% (68,71
mmol/m2s) bei der 10 pM Cd-Behandlung, 70% der Kontrolle (59,41 mmol/m2s) bei
50 uM Cd, 55% (45,89 mmol/m2s) bei 100 uM Cd und 46% der Kontrolle (38,52 mmol/mz2s)
bei der 250 uM Cd-Behandlung (Abbildung 42 C, Tabelle 37).

Tabelle 37 Photosynthese, Transpiration und stomatére Leitfahigkeit in 7. /atifolia nach 72tagiger
Behandlung mit 10 uM, 50 pM, 100 uM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthalt kein Cadmium. Die
Daten wurden von n = 14 (Kontrolle), n = 10 (10 pM, 50 uM und 100 uM Cd) und n = 16
(250 uM Cd) erworben. Die Mittelwerte + die Standardabweichungen wurden von der entsprechenden
Anzahl an behandelten Pflanzen berechnet.

Kontrolle 10 uM Cd 50 uM Cd 100 uM Cd 250 uM Cd
36 Tage Behandlung
Photosynthese 4,34%+1,79 3,79+2,09 3,67%1,45 2,88+2,04 2,11+1,34
(pmol/m2s)
Transpiration 1,04+0,49 0,86%0,56 0,76%0,30 0,64+0,43 0,52+0,30
(mmol/m32s)
stomatare 85,38+58,39 68,71+48,04 59,41+29,34 45,89+27,45 38,52+23
Leitfahigkeit
(mmol/m?2s)
72 Tage Behandlung
Photosynthese 2,73+1,96 0,80+0,19 2,01+1,20 1,27+0,62 1,29+0,94
(gmol/m2s)
Transpiration 0,47+0,29 0,17+0,11 0,31+0,13 0,22+0,12 0,22+0,16
(mmol/m?2s)
stomatdre 16,33+£12,22 5,92+3,87 13,78+9,55 7,75%4,66 7,64+6,81
Leitfahigkeit
(mmol/m2s)

Wie schon erwahnt, sind einige der Werte nach der 72tdgigen Behandlung héher als nach 36
Tagen. Bei der 10 uM Cd-Behandlung konnten 37% (6 mmol/m2s) der stomatdren
Leitfahigkeit der Kontrolle gemessen werden. Bei den mit 50 uM Cd behandelten Pflanzen
konnte aber nach 72 Tagen eine Zunahme der stomatdren Leitfahigkeit von fast 15% im
Vergleich zu den Werten, die nach 36 Tagen bestimmt wurden, gemessen werden
(14 mmol/m2s). Die Behandlung mit 100 pM Cd hatte die gleichen Effekte wie bei der
Konzentration von 10 pM Cd ausgeldst (Abbildung 42C) und der Wert der stomatdren
Leitfahigkeit nach 72 Tagen war hoher als der, der nach 36 Tagen bestimmt werden konnte
(8 mmol/m2s). Bezuglich der Konzentration von 250 uM Cd muss betont werden, dass die
stomatdre Leitfahigkeit nach 36 Tagen erheblich niedrigerer war als nach dem 72. Tag
(8 mmol/m2s) (Abbildung 42C, Tabelle 37).
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3.1.2.4 Anderungen des Frisch- und Trockengewichts in Typha latifolia nach 72tigiger Cd-
Behandlung

In der Tabelle 38 ist deutlich erkennbar, dass die Rhizome von 7. /atifolia iber héhere FG
und TG verfligen als die Blatter der gleichen Pflanzen nach der Behandlung. Wahrend bei der
Kontrolle, die nicht mit Cd behandelt worden war, das FG der Typha /atifolia-Blatter einer
Pflanze mehr als 78,27 g betrug, wogen die Rhizome der gleichen Probe 130,28 g. Etwa
80% aller 7ypha latifolia-Pflanzen, die in diesem Versuch verwendet worden waren, hatten
vergilbte und trockene Blattmasse aufzuweisen. Diese seneszenten Blatter wurden gezielt bis
zum Ende des Versuchs nicht von den Pflanzen getrennt, da sie als Merkmal flir die
Auswirkungen des Cadmiums auf die Seneszenz der Pflanze angesehen wurden. Diese

trockenen Blatter stellten nur 5,75 g des gesamten FGs in den Kontrollen (214,3 g).

Tabelle 38 FG, TG, Gesamt-Pflanzengewicht und Verhaltnisse der einzelnen Gewichtsbestimmungen
von 7. /atifolia nach 72tagiger Behandlung mit Cd. Die Daten wurden von n = 14 (Kontrolle), n = 10
(10 uM, 50 uM und 100 pM Cd) und n = 16 (250 uM Cd) erworben. Mittelwerte + Standardab-
weichungen wurden aus der entsprechenden Zahl an behandelten Typha /atifolia-Pflanzen berechnet.

Kontrolle 10 yM Cd 50 pM Cd 100 pM Cd 250 uM Cd
Frischgewicht (FG)
griine Blatter | 78,27+18,40 | 47,20+14,03 | 46,22+19,44 | 34,60+10,47 31,56+8,43
seneszente Bl 5,75+2,86 7,69+3,03 5,85+1,80 5,78+2,45 6,11+2,40
Rhizome 130,28+52,85 | 141,84+50,18 | 111,43+41,92 | 123,46+38,55 | 130,18+44,69
Trockengewicht (TG)
griine Blatter 8,99+2,25 5,58+2,06 5,11+2,08 3,74+1,24 3,65+1,27
seneszente Bl 2,60+1,27 2,94+1,14 2,40+0,72 2,61+1,29 2,74+1,10
Rhizome 23,40+13,25 26,14+12,72 18,53+7,80 23,80+9,74 26,43+12,76
Gesamtgewicht
FG Pflanze 214,3+£62,55 | 196,73+68,94 | 163,49+55,28 | 163,84+61,34 | 167,87+65,53
TG Pflanze 34,99+10,69 | 34,66+12,70 26,04+8,64 30,21+£11,90 | 32,81%+13,42
Verhaltnis

FG/TG grlne 8,70 8,45 9,05 9,25 8,66
Blatter
FG/TG 2,24 2,61 2,43 2,16 2,23
senesz.Blatter
FG/TG 5,56 5,42 6,01 5,18 4,92
Rhizome
Gesamt 6,12 5,68 6,28 2,42 511
FG/TG
Blatt/Rhizom 0,49 0,33 0,41 0,27 0,24
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Insgesamt war eine Tendenz der Abnahme des TGs zwischen der Kontrolle und einzelnen
Cd-Behandlungen zu erkennen. Das FG der Typha I/atifolia-Blatter nach 10 pM Cd-
Behandlung lag bei 47,20 g, bei 50 uM 46,22 g, bei 100 uM 34,60 g und bei 250 uM 31,56 g.
Es nahm also klar mit steigenden Cd-Konzentrationen ab.

Sehr interessant ist die Tatsache, dass die hdchste Frischgewichtsmasse der seneszenten
Blatter nicht bei der hdchsten Cd-Konzentration von 250 uM Cd (6,11 g) festgestellt worden
war, sondern nach der 100 uM Cd-Behandlung (7,69 g). Dafiir wurde in den Rhizomen das
niedrigste FG in den mit 50 uM behandelten Pflanzen festgestellt (111,43 g).

Die Tendenz zur Gewichtsabnahme von den hdheren zu den niedrigeren Cd-Konzentrationen
ist auch bei den TG der einzelnen untersuchten Proben verfolgbar. Dieser Effekt ist aber
nicht mehr in den seneszenten Blattern oder in den Rhizomen der behandelten Pflanzen zu
erkennen. Uberraschend konnten bei den Konzentrationen von 10 uM (26,14 g) und 250 uM
(26,43 g) die hochsten TG bestimmt werden.

Bei den Berechnungen der Verhaltnisse von FG zu TG bei den einzelnen T7ypha latifolia-
Behandlungen wurde deutlich, dass die hdchsten Werte immer bei der Konzentration von
50 pM Cd vorlagen. Eine Ausnahme machte nur das FG/TG-Verhaltnis bezliglich der senes-

zenten Blattmasse. In diesem Fall lag der héchste Wert bei der Behandlung bei 10 pM Cd.

100%

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% H
20% H
10% -
0%

OuM Cd 10uM Cd 50uM Cd 100pM Cd 250uM Cd
O TG seneszente Blatter
B TG griine Blatter
B TG Rhizome Behandlungen

Trockengewicht (%)

Abbildung 43 Prozentuale Verteilung des TGs griiner und seneszenter Blatter von 7. /atifolia sowie
auch von 7. /atifolia-Rhizomen nach 72tagiger Behandlung mit 10 pM, 50 uM, 100 pM und 250 uM Cd.
Die Kontrolle enthalt kein Cd.
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Beim Vergleich der Blatt/Rhizom-TG-Verhadltnisse nach den einzelnen Behandlungen ist
eindeutig, dass das TG der Blattmasse mit der Erhéhung der Cd-Konzentration abnimmt.
Daflir erhoht sich die prozentuale Gewichts-Zunahme der Rhizome in der gleichen Reihen-

folge (Tabelle 38, Abbildung 43).

Bei der Behandlung mit 50 uM Cd konnte eine leichte Zunahme der Blattmasse um ca. 5%
im Vergleich zu der Konzentration von 10 uM Cd festgestellt werden (Abbildung 43). Mit dem
weiteren Anstieg der Cd-Konzentration nahm wieder die Blattmasse im Vergleich zur
Rhizommasse ab. Der prozentuale Anteil der seneszenten Bldtter an der Gesamtbiomasse
von Typha latifolia blieb fast konstant iber den ganzen Konzentrationsverlauf. Der Unter-

schied zwischen den Kontrollen und den Behandlungen ist mit 2% minimal (Abbildung 43).

3.1.2.5 Anzahl der Blatter bei Typha /atifolia nach 72tagiger Behandlung mit Cd
Uber den ganzen Verlauf des Langzeitversuchs wurden Beobachtungen (iber die Verdn-
derung der Blattzahl gemacht. Wie in der Abbildung 44 deutlich wird, nahm nur die Blattzahl

in der Kontrolle kontinuierlich vom ersten bis zum letzten Tag der Behandlung zu.

& Kontrolle
65,00 1 = 10uM Cd
60,00 { A50uMCd
100uM Cd
X 250uM Cd

Blattzahl

30,00 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tag seit dem Start der Behandlung

Abbildung 44 Verdnderung der Blattzahl von 7. /atifolia nach 72tdgiger Behandlung mit 10 pM,
50 uM, 100 uM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthalt kein Cadmium. Die Daten wurden von n = 14
(Kontrolle), n = 10 (10 uM, 50 pM und 100 uM Cd) und n = 16 (250 uM Cd) erworben. Die
Mittelwerte + die Standardabweichungen wurden von der entsprechenden Zahl an behandelten 7.
/atifolia-Pflanzen berechnet.
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Es war eine leichte Abnahme der Anzahl von Blattern in den Kontrollen bis zum flinfzigsten
Tag festzustellen, aber danach wurde dieser Riickgang aufgeholt. Wahrend die Kontrollpflan-
zen von Typha latifolia bei dem Beginn des Versuchs im Mittel 46 Blatter hatten, waren bei
der Ernte am Tag 72 durchschnittlich 63 Blatter vorhanden (Tabelle 39).

Bis zum Tag 40 beeinflusste Cd die Blattzahl nicht. Alle behandelten Pflanzen zeigten stabile
Blattneubildung bis zum erwahnten Tag. Am Tag 40 nach dem Start des Versuchs konnten in
allen drei Behandlungen im Durchschnitt zwischen 50 und 53 Blatter ausgezahlt werden. Der
Tag 50 schien ein Schwellenpunkt bei der Entwicklung von jungen Blattern zu sein. Ab dem
erwahnten Tag 50 bis zu dem Tag der Ernte (Tag 72) hatten die 7. /atifolia-Pflanzen, die mit
10 uM Cd, behandelt wurden, eine konstante Anzahl von etwa 53 Blattern pro Pflanze. Zum
gleichen Zeitpunkt konnte bei der Konzentration von 50 uM Cd eine deutlich geringere
Blattzahl beobachtet werden. Ab Tag 60 kam es zu einem leichten Anstieg der Blattzahl. Am

Tag der Ernte (Tag 72) waren aber nur noch 46 Blatter vorhanden.

Tabelle 39 Mittelwert + Standardabweichung der Blattzahl von 7. /atifolia nach 72tagiger Behandlung
mit 10 uM, 50 uM, 100 uM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthalt kein Cadmium. Mit 0d ist die
Blatterzahl beim Start des Versuchs gekennzeichnet worden. Die Blatterzahl wurde jeden 10-ten Tag
kontrolliert. Es wurde ein gepaarter Student-T-Test mit zwei Freiheitsgraden durchgefiihrt. Die
signifikanten (p<0,01) Anderungen zur Kontrolle am 72. d wurden in der Tabelle griin dargestellt.

Kontrolle 10 M Cd 50 uM Cd 100 uM Cd 250 uM Cd
0d 45,64%7,9 39,4+11,6 34,6£6,9 37,2£5,9 38,6+
nach 10 d 42,14+10,8 43,6+11,6 38,4172 40,9+6,5 43,94+9,4
nach 20 d 45,64%7,9 46,8+11 40,2+9,8 46,316,3 43,63%7,7
nach 30 d 51,5+12,3 47,3£8,9 452+7,6 49,1+5,6 44,25+6,4
nach 40 d 60,14%13,2 52,4%9,2 50,5+7,6 51,5+4,8 43,38%5,3
nach 50 d 57,43+10,1 52,2+9,4 47,9%8,9 48,4%4,5 40,81%6,2
nach 60 d 60,5+9,3 52,39 50+10,9 47,5%5,2 41,5%5,5
nach 72 d 61,86+12,6 52,4+10,7 46,1£9,9 43,8+8,7 36,44+5,2

Der Verlauf der Blattentwicklung bei der Konzentration von 100 uM Cd ist &hnlich wie bei der

Konzentration von 50 uM Cd mit einer durchschnittlichen Zahl von 48 Blattern pro Pflanze.
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Die hohen Cd-Konzentrationen fiihrten aber dazu, dass die Pflanzen am Tag 72 nur (ber 43
Blatter pro Pflanze verfiigen.

Die Behandlung mit 250 uM Cd verursachte ganz andere Effekte auf das Blattwachstum. Bis
zum 10. Tag nach dem Start des Versuchs konnte eine leichte Zunahme der Blattzahl
bestimmt werden (45 Blatter pro behandelter Pflanze im Durchschnitt). Diese Zahl blieb ftir
die nachsten 20 Tage konstant. Nach dem 40. Tag der Behandlung bis zum Abschluss
konnte eine 20% geringere Blattzahl nachgewiesen werden. Nach 50 und 60 Tagen war
diese Verringerung der Blattzahl mit 45% noch gravierender (Tabelle 39). Am Ende des
Versuchs konnten nur noch 69% der Blattzahl in der Kontrolle gefunden werden (61,86
Blatter der Kontrolle gegen 36,44 Blatter der Behandlung mit 250 uM Cd).

Die Verdnderung der Blattzahl ist in allen Behandlungen am 72. Tag des Versuchs zu p<0,01

signifikant gegeniber der Kontrolle und zwischen den einzelnen Behandlungen (Tabelle 39).

3.1.2.6 Untersuchung der Veranderung der Blattflache in Typha /atifolia nach 72tagiger
Behandlung mit Cd

Um weitere Information Uber den Einfluss von Cd auf die physiologischen Merkmale der
behandelten 7. /atifolia-Pflanzen zu bekommen, wurde auch die Verdnderung der Blattflache
am 72. Tag der Behandlung bestimmt. Wie in Abbildung 45B zu beobachten ist, konnten
keine Unterschiede zwischen einzelnen Behandlungen festgestellt werden. Die geringe Ab-
nahme der Blattflache behandelter Pflanzen gegeniiber der Kontrolle war nicht signifikant.
Die Abbildung 45 wurde in zwei Varianten als A und B dargestellt, weil nur in dieser Form ein
sehr interessanter Effekt sichtbar gemacht werden kann. Wie in der Abbildung 45A zu
beobachten ist, sind die Unterschiede zwischen den Blattflachen den untersuchten Pflanzen
einer Behandlung nicht besonders groB. Die Konzentrationen von 10uM, 50 uM und
100 pM Cd hatten die gleichen Auswirkungen auf die Blattflache. Bei der Konzentration von
250 UM Cd aber traten sehr starke Unterschiede zwischen den Flachen die einzelnen Blatter
auf. Das ist die Ursache flir die groBe Standardabweichung.

Wenn aber die einzelnen Messungen ndher betrachtet werden, wird sichtbar, dass es
offenbar zwei Gruppen von Blattern gibt (Abbildung 45B). In die erste Gruppe fallen 70%
aller 7ypha latifolia-Blatter aus der Behandlungsreihe mit 250 uM Cd. In der zweiten Gruppe
befinden sich die restlichen 30% der Blatter dieser Behandlung. Die Mehrheit der Blatter
dieser Behandlung zeigt die gleichen Blattflachen wie bei den Konzentrationen von 10 uM,
50 uM und 100 uM Cd. Die Blattflache der Kontrollblatter betragt 244 cm2/g TG. Die Blatter
der Behandlungen von 10 uM, 50 uM und 100 pM Cd verfiigen Uber 203 cm?/g TG,
208 cm2/g TG und 213 cm2?/g TG (Tabelle 40). Nur ein geringer Anteil der Rohrkolbenblatter
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Abbildung 45 Veranderung der Blattflache in cm?2/TG von 7. /atifolia nach 72tdgiger Behandlung mit
10 uM, 50 uM, 100 pM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthdlt kein Cadmium. Die Darstellung der
Blattfldche zeigt bei der Konzentration von 250 uM Cd zwei Balken, weil bei dieser Konzentration zwei
stark voneinander abweichende Gruppen von Blattern festgestellt wurden. 70% aller vermessenen
Blatter bei 250 uM Cd (in der Graphik punktiert) weisen eine Abnahme der Blattflache im Vergleich zu
den niedrigeren Cd-Konzentrationen der Behandlung auf. 30% der Blatter (in der Graphik im Raster)
zeigen keine Verringerung der Blattflache nach Cd-Behandlung.
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nach der Behandlung mit 250 pM Cd schien keinem Einfluss von Cd zu unterliegen. Diese
Blatter waren so lang wie die der Kontrollpflanzen und verfligten Uber die dreifache
Blattflache. Die Blattflache der Mehrheit der Blatter nach der Behandlung mit 250 uM Cd
betrug 186,27 cm2/g TG (Tabelle 40). Die restlichen 30% der Blatter dieser Behandlung
zeigten keine Verringerung des Expansionswachstums und darum auch eine grdBere
Blattflache: 598,54 cm2/g TG (Tabelle 40). Das Verhdltnis der Blattflache/FG nach der
Behandlung mit 250 uM Cd war 107,70 cm2/g FG fiir 30% der Blatter; 32,44 cm2/g FG
(Tabelle 40) fiir die restlichen 70% der behandelten Blatter. Weil bei den Blattflachen der
Pflanzen nach der Behandlung mit 10 uM, 50 uM und 100 uM Cd keine signifikanten
Unterschiede auftraten (siehe die Standardabweichungen in der Tabelle 40), war es nicht
notwendig, deren Blattflachen in zwei Gruppen zu unterteilen. Dies ist mit den Werten der
FG und TG der behandelten 7ypha /atifolia-Pflanzen (Tabelle 40) korrelierbar.

Tabelle 40 Mittelwerte + Standardabweichungen der Blattflache von 7. /atifolia nach 72tagiger
Behandlung mit 10 pM, 50 uM, 100 uM und 250 pM Cd. Die Kontrolle enthélt kein Cadmium. Bei den
Konzentrationen bis 100 uM Cd wurden andere Blattflachenverhdltnisse festgestellt. Es war nicht
notwendig eine zweite Gruppe zu bilden. Die Daten wurden von n = 14 (Kontrolle), n = 10 (10 uM,
50 uM und 100 pM Cd) und n = 16 (250 uM Cd) erworben. Die Mittelwerte und die Standard-
abweichungen wurden von der entsprechenden Zahl an behandelten Pflanzen berechnet.

Blattfléche Kontrolle 10 uM Cd 50 uM Cd 100 uM Cd 250 uM Cd
(alle Blatter) (alle Blatter) (alle Blatter) (alle Blatter) | (30%/70% der
Blatter)
cm?/g FG 34,86+5,38 32,19+4,36 34,11+4,68 32,87+6,06 107,71+£67,82/
32,44+36,22
cm2/g TG 243,71+50,84 | 203,42+39,01 | 207,73+46,61 | 212,53+65,56 | 598,54+231,94/
186,27+64,57

3.1.2.7 MDA-Konzentration in Typha latifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

Wie in der Abbildung 46 zu erkennen ist, gibt es in den behandelten Rhizomen keine Effekte,
die auf eine extreme Malondialdehydbildung hinweisen wiirden. Bei der Cadmiumkonzen-
tration von 100 uM konnte sogar eine niedrigere MDA-Konzentration bestimmt werden als
bei der Kontrolle. Bei einem Vergleich der behandelten Blattproben von T7ypha /atifolia ist
deutlich erkennbar, dass alle Behandlungen zu einer Abnahme der Konzentration im
Vergleich zur Kontrolle gefuihrt haben. Sogar die hohe Cadmiumkonzentration von 250 uM

konnte keine extreme Malondialdehydbildung bewirken.
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Abbildung 46 MDA-Konzentration der Rhizome und der Blatter von 7. /atifolia nach 72tagiger
Behandlung mit 10 yM, 50 pM, 100 pM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthdlt kein Cadmium. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert = die Standardabweichung von drei parallel behandelten Proben.
Die MDA-Konzentration bei 250 uM Cd in den Blattern konnte wegen Pflanzenmaterialmangel nicht
gemessen werden.

3.1.2.8 SOD-Aktivitat in Typha /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

Die Superoxiddismutase (SOD) ist ein Enzym, das die Zellen vor reaktiven Sauerstoffspezies
schiitzt. Die fur die Pflanzen giftigen Sauerstoffradikale werden mittels SOD in Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid umgewandelt.

Die in der Abbildung 47 dargestellten Ergebnisse zeigen nicht die Superoxide in den
Pflanzenextrakten, sondern die prozentuale Hemmung der Adenochrombildung als MaB fir
die Superoxiddismutase-Aktivitdt. Diese Hemmung ist der SOD-Aktivitat proportional. Wie
spater bei der Katalase beschrieben wird, nehmen mit steigenden Cadmiumkonzentrationen
auch die SOD-Aktivitaten in den Rhizomen leicht ab. Die Veranderungen schwanken um die
Kontrollwerte. In diesem Fall waren die starkeren Effekte auch erst bei den mittleren und
héheren Behandlungskonzentrationen festzustellen. Die gréBte Hemmung der Adenochrom-
bildung konnte in den Blatterextrakten bei der Konzentration von 100 uM gemessen werden.
Danach war eine leichte Abnahme dieser Hemmung bis zu 250 uM Cd-Konzentration
festzustellen. Die Aktivitaten sind aber ohnehin hoher als die in der Kontrolle. Die Werte von

50 und 100 uM Konzentration des Cadmiums sind signifikant héher als die der Kontrolle. Die
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gréBeren Unterschiede in der Hemmung waren bei den Blattern und den Rhizomen bei

Metallkonzentrationen ab 100 uM abwarts zu sehen.
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Abbildung 47 Hemmung der Adenochrombildung von 7. /atifolia nach 72tagiger Behandlung mit
10 uM, 50 uM, 100 pM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthdlt kein Cadmium. Jeder Balken
reprasentiert den Mittelwert £ die Standardabweichung von drei parallel behandelten Proben.

3.1.2.9 CAT-Aktivitat in Typha latifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

Die Katalase (CAT) ist ein Zeichen dafiir, wie viel oxidativen Stress die behandelte Pflanze
hatte. Sie hilft bei der Umwandlung des pflanzengiftigen Wasserstoffperoxids zu Wasser und
Sauerstoff. Je hoher die Enzymaktivitat der Katalase ist, desto héher kann die Belastung der
Pflanze mit Wasserstoffperoxid angenommen werden.

Wie in der Abbildung 48 zu sehen ist, waren die Typha latifolia-Rhizome insgesamt weniger
vom Wasserstoffperoxid beeinflusst als die mit der gleichen Konzentration behandelten
Blatter. Der einzig induzierende Effekt auf die Katalase in den untersuchten Rhizomen wurde
bei der Konzentration von 10 uM gemessen. Mit der Steigerung der Cadmiumkonzentration
wurde eine Hemmung der Katalase-Enzymaktivitaten sichtbar.

Bezogen auf die Blattenzymaktivitaten soll vermerkt werden, dass die hochsten Katalase-
Aktivitaten bei den héheren Metallkonzentrationen festgestellt wurden. Insgesamt waren die
Enzymaktivitdten in den Blattern bei den hdchsten Cadmiumkonzentrationen bis zu 8mal
héher als die spezifischen Katalase-Aktivitaten bei den entsprechend niedrigeren Metallkon-

zentrationen.

94



Kapitel 3 Ergebnisse — Typha latifolia 72 Tage

1800

B Rhizom
1600 { m Blatt

1400 -

1200 +

1000 -

800 -

600 -

CAT-Enzymaktivitat (ukat/mg Protein)

400 -

"k B

Kontrolle 10pM Cd 50uM Cd 100uM Cd 250uM Cd

Behandlung

Abbildung 48 Spezifische CAT-Aktivitdt der Rhizome und Bldtter von 7. /atifolia nach 72tdgiger
Behandlung mit 10 yM, 50 pM, 100 M und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthdlt kein Cadmium. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung von drei parallel behandelten Proben.

3.1.2.10 POX-Aktivitat in Typha /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

In der Abbildung 49 sind die spezifischen Enzymaktivitaten der Rhizome und Blatter fir

Guajacol-Peroxidasen (POX) dargestellt.
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Abbildung 49 Spezifische POX-Aktivitdt in Rhizomen und Blattern von 7. /atifolia nach 72tagiger

Behandlung mit 10 yM, 50 pM, 100 pM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthdlt kein Cadmium. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert £ die Standardabweichung von drei parallel behandelten Proben.
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Es ist deutlich erkennbar, dass die Werte in den Rhizom- und Blatterproben um die
Aktivitaten der Kontrollen schwankten, aber vorwiegend darunter lagen. Wie bei den
Rhizomen, so wurden auch bei den Blattern die niedrigsten Enzymaktivitaten der POX bei der
Cadmiumkonzentration von 50 pM bestimmt. Die hdchsten Aktivitdten wurden in
Rhizomproben bei 100 uM Cd und bei den Blattern bei 250 uM Cd in der Nahrldsung

gemessen.

3.1.2.11 APOX-Aktivitdt in Typha latifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

Die spezifische Ascorbatperoxidase-Aktivitdt (APOX) ist in der Abbildung 50 dargestellt. Hier
wurde generell eine zunemmende Hemmung der Aktivitadt beobachtet, wenn diese auch bei
den niedrigeren Metallkonzentrationen nicht immer signifikant war. In Blattern wurde nach

der Behandlung mit 100 uM Cd eine starke Steigerung der Enzymaktivitdt beobachtet.
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Abbildung 50 Spezifische APOX-Aktivitat der Rhizome und der Blatter von 7. /atifolia nach 72tagiger
Behandlung mit 10 yM, 50 pM, 100 M und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthdlt kein Cadmium. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert £ die Standardabweichung von drei parallel behandelten Proben.

Verglichen mit der gesamten Peroxidaseaktivitat war hier eine klare Abnahme, vor allem der
Rhizomaktivitdten, bei allen Behandlungen festzustellen. Im Durchschnitt lagen die ermittel-
ten Ascorbat-Peroxidase-Aktivitditen um 20% niedriger als die der gesamten Peroxidase-
Aktivitat (POX). Anscheinend ist bei Gabe von 100 pM Cadmium die Blattmasse geniigend

mit Metall angereichert, um eine Stressreaktion der Entgiftungskaskade starten zu kdnnen.
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Moglicherweise ist bei 250 UM Cd die Entgiftungsgrenze Uberschritten. Die gleichen Schluss-

folgerungen kénnen beziiglich der Rhizomwerte gemacht werden.

3.1.2.12 MDHAR-Aktivitdt in 7ypha /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

Die spezifische Monodehydroascorbatreduktase-Aktivitdt (MDHAR) ist in Abbildung 51 darge-
stellt. Die MDHAR-Aktivitat unterschied sich wesentlich von der im folgenden Abschnitt ge-
zeigten DHAR-Aktivitat. Zum einen waren die Aktivitaten wesentlich niedriger als die der
DHAR, zum anderen war die Blattaktivitat der Kontrolle niedriger als die der Rhizome.

Bei diesen Enzymaktivitats-Messungen in den Blattern konnten keine signifikanten Unter-
schiede ermittelt werden. Bei den Enzymextrakten der Rhizome ist hingegen eine starke
Abnahme der Enzymaktivitat bis zu 100 uM Cd zu erwahnen. Bei 250 uM Cd war wieder eine

Erhéhung auf 50% des Kontrollwerts zu verzeichnen.
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Abbildung 51 Spezifische MDHAR-Aktivitdt der Rhizome und der Blatter von 7. /atifolia nach
72tagiger Behandlung mit 10 uM, 50 uM, 100 uM und 250 puM Cd. Die Kontrolle enthélt kein Cadmium.
Jeder Balken reprdsentiert den Mittelwert £ die Standardabweichung von drei parallel behandelten
Proben.

Die MDHAR und die DHAR sind in den Chloroplasten und im Cytosol, den Mitochondrien und
im Appoplasten vertreten (Mittler, 2002). Wahrend die MDHAR zur Nachlieferung von
Ascorbat benutzt wird, besteht die Rolle der DHAR hingegen darin, Ascorbat und GSSG
nachzubilden. Damit ist die DHAR am Glutathionverbrauch beteiligt.
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3.1.2.13 DHAR-Aktivitdt in Typha /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

Bei der Dehydroascorbatreduktase-Aktivitat (DHAR) in den Rhizomen und den Blattern von
Typha latifolia waren klare Tendenzen erkennbar (Abbildung 52). Wahrend in den Rhizomen
eine tendenzielle Erhdhung der Enzymaktivitdt zu beobachten war, war in den Blattern
zugleich eine starke und hoch signifikante Abnahme dieser Aktivitat zu verzeichnen. Das ist

gerade entgegengesetzt wie bei der beschriebenen MDHAR-Aktivitat.
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Abbildung 52 Spezifische DHAR-Aktivitat der Rhizome und der Blatter von 7. /atifolia nach 72tagiger
Behandlung mit 10 yM, 50 uM, 100 uM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthalt kein Cadmium. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung von drei parallel behandelten Proben.

Die hdchste Dehydroascorbatreduktase-Aktivitat in den Rhizomen wurde bei der 100 uM Cd-
Konzentration gemessen und lag bei 1,4 pkat/mg Protein. Dies ist signifikant gegenliber der
Kontrolle. Die Enzymaktivitaten bei 10, 50 und 250 yM waren ungefahr gleich hoch.

In den Enzymextrakten der Blattproben war die DHAR-AKktivitdt bei allen Behandlungsstufen
signifikant gegeniber der Kontrolle niedriger. Anscheinend ist bereits die niedrigste Metall-

konzentration ausreichend, um die Dehydroascorbatreduktaseaktivitat zu hemmen.

3.1.2.14 GPOX-Aktivitat in Typha /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

Die Glutathionperoxidasen (GPOX) sind die nachsten Enzyme der Peroxidasenfamilie, die flr
die Entgiftung der gefdhrlichen Substanzen in den Pflanzen verantwortlich sind. Diese
Enzymgruppe hatte die héchsten Aktivitdten in 7. /atifolia-Pflanzen. Sie sind zum Teil doppelt
so hoch (Abbildung 53) wie die Aktivitaten der POX und der APOX. Bei den Enzymaktivitaten
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in den Rhizomproben ist eine wesentliche Steigerung bis zur Cd-Konzentration von 50 pM zu
erwahnen. Hier befindet sich auch das Aktivitdtsmaximum der Rhizome:
1,45 pkat/mg Protein. Die Enzymaktivitaten bei 50 und 250 uM Cd sind noch immer
signifikant héher als in der Kontrolle.
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Abbildung 53 Spezifische GPOX-Aktivitdt der Rhizome und der Blatter von 7. /atifolia nach 72tagiger
Behandlung mit 10 yM, 50 uM, 100 uM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthalt kein Cadmium. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung von drei parallel behandelten Proben.

Die GPOX-Aktivitaten der Blattproben sind im hdheren Cadmiumkonzentrationsbereich
signifikant hoher als die Kontrollaktivitdten. Die drei Werte schwankten an der Grenze
zwischen 1,1 und 1,6 pkat/mg Protein. Bei der Enzymaktivitat der Blatter bei 250 uM Cd war
der Unterschied bezliglich der entsprechenden Inkubation am deutlichsten.

3.1.2.15 GR-Aktivitdt in Typha latifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung

Zwischen den einzelnen Behandlungen in 7. /atifolia sind klare Unterschiede der
Glutathionreduktaseaktivitdten (GR) zu verfolgen (Abbildung 54). Cadmium verursachte aber
verschiedene Effekte in den Rhizomen und in den Blattern von Rohrkolben in Abhangigkeit
von der aufgenommenen Metallmenge. Bei den Rhizomextrakten waren die Enzymaktivitdten
bis 100 uM Cd annahrend gleich, danach nahm die GR-Aktivitat deutlich ab.
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Abbildung 54 Spezifische GR-Aktivitdt der Rhizome und der Blatter von 7. /atifolia nach 72tagiger
Behandlung mit 10 yM, 50 uM, 100 uM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthalt kein Cadmium. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung von drei parallel behandelten Proben.

Was die Blatter betrifft, so waren die Effekte umgekehrt. Dort wurde eine Erhéhung der
Enzymaktivitat bis zur Cadmiumkonzentration von 100 uM erreicht und danach diese Aktivitat
bis 250 uM Cd abgebaut. Die Aktivitdten aller 7ypha /atifolia-Behandlungen in den Blattern

waren signifikant héher als in den Kontrollen.

3.1.2.16 Untersuchung der Glutathiongehalte in 7ypha /atifolia nach 72tagiger Cd-
Behandlung

Neben den antioxidativen Enzymen ist der Glutathionshaushalt sehr wichtig flir die Pflanzen.
Er ist fUr die standige Nachlieferung von reduziertem Glutathion verantwortlich und schitzt
somit ebenfalls von oxidativem Stress.

Wie in der Tabelle 41 ersichtlich, verfligte die Blatt-Kontrolle Giber den hichsten GSH-Wert
(830,59 nmol/g FG) aller Proben, wahrend die mit Cadmium behandelten Blatter niedrigere
GSH-Konzentrationen hatten. Die T7ypha /atifolia-Blattproben der 10 uM Cd-Behandlung
verfligten Uber 77,98 nmol/g FG GSH, was nur 9% der Kontrolle entspricht (Abbildung 55).
Dieser niedrige Wert von 9% blieb auch bei den Blatt-Proben der 50 pM-Behandlung
erhalten (82,80 nmol/g FG). Bei den 100 pM Cd behandelten Blattern war die Abnahme des
GSH-Gehaltes mit 20,16 nmol/g FG auf nur 2,5% des Kontroll-Gehalts am starksten

(Abbildung 55). Es ist sehr interessant, dass die Blatter nach der 100 uM Cd sich ein wenig
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erholt zu haben schienen und GSH-Konzentrationen von 58 nmol/g FG (7%) aufwiesen
(Tabelle 41).

Tabelle 41 Glutathiongehalte in nmol/g FG in 7. /atifolia nach 72tagiger Behandlung mit 10 pM,
50 uM, 100 yM und 250 uM Cd. Die Kontrolle enthdlt kein Cadmium. Der Mittelwert + die
Standardabweichung reprasentiert drei parallel behandelte Proben.

(nmol/g FG) Kontrolle 10 uM Cd 50 uM Cd 100 uM Cd 250 pM Cd
Rhizomproben
GSH 282,18+131,41 | 501,6+127,38 | 270,13+87,19 | 48,04+24,23 | 149,39+47,2
GSSG 33,33+15,95 39,91+12,93 | 25,59+12,55 17,37+2,84 22,26+6,49
GSH/GSSG 8,47 12,60 10,56 2,77 6,71
Blattproben

GSH 830,59+224,56 | 77,98+15,92 | 82,80+38,01 | 20,16+13,43 | 57,99+20,14
GSSG 28,34+4,45 29,25+9,28 5,54+2,33 7,78+2,11 18,31+6,08
GSH/GSSG 29,31 2,67 14,94 2,59 3,17

Die Ergebnisse zum GSH-Haushalt der Rhizome sind im Prinzip denen der Blatter éhnlich. Der
groBte Unterschied, der hier auftrat, war die hdhere GSH-Konzentration (Tabelle 41,
Abbildung 55). Wahrend die GSH-Konzentration in der Kontrolle 282 nmol/g FG betrug,
konnte nach 10 uM Cd-Behandlung 501 nmol/g FG (178% der Kontrolle) bestimmt werden.
Bei der Konzentration von 50 uM Cd wurden in den Rhizomen von 7. /atifolia die Gehalte der
Kontrolle erreicht (96% der Kontrolle). Die nachste Behandlung mit 100 uM Cd reduzierte
den GSH-Gehalt bis auf 17% der Kontrolle (48 mmol/g FG). Wie auch bei den Blattern nach
der Behandlung mit 250 uM, wurde bei dieser Konzentration in den Rhizomen eine Erhéhung
der GSH-Gehalte im Vergleich mit den vorherigen Behandlungen festgestellt. Hier wurden
58 nmol/g FG (53% der Kontrolle) gemessen (Tabelle 41, Abbildung 55).

Die Tendenz, die bei den GSH-Gehalten beobachtet werden konnte, bleibt auch fiir GSSG
erhalten. Die Konzentrationen in den behandelten Rhizomen waren generell hdher als in den
Blattern (Tabelle 41, Abbildung 55). Im Unterschied zu GSH konnte bei GSSG die hdchste
Konzentration nicht in der Kontrolle, sondern nach der Behandlung mit 10 uM Cd festgestellt
werden. Die GSSG-Konzentration der Rhizom-Kontrolle betrug 33 nmol/g FG. Nach
10 pM Cd-Einfluss konnten 39 nmol/g FG (120% der Kontrolle) gemessen werden. Bei den
Behandlungen mit 50 uM und 10 pM Cd folgte eine Abnahme der GSSG-Konzentration zu
77% und 52% zur Kontrolle. 250 uM Cd fihrte zu Erhéhung des GSSG-Gehalts in den 7ypha
latifolia-Rhizomen auf 22 nmol/g FG (67% zur Kontrolle).
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Abbildung 55 GSH-Konzentration in 7. /atifolia als % der Kontrolle nach 72tagiger Behandlung mit
10 uM, 50 uM, 100 pM und 250 pM Cd. Die Kontrolle enthalt kein Cadmium.
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Abbildung 56 GSSG-Konzentration in 7. /atifolia als % der Kontrolle nach 72tdgiger Behandlung mit
10 uM, 50 uM, 100 pM und 250 pM Cd. Die Kontrolle enthalt kein Cadmium.

Die GSSG-Konzentrationen in Typha latifolia-Blattern waren aber generell niedriger als die
GSSG-Gehalte in den Rhizomen der gleichen Pflanzen. Wahrend bei den Rhizomen eine
Abnahme von GSSG von 10 uM Cd zu 100 pM Cd beobachtet werden konnte, ist bei den
Blattern eine Abnahme von 10 uM nach 50 uM festzustellen. Bei 10 uM Cd wurden in den
Rohrkolben-Blattern 29 nmol/g FG GSSG gemessen, was 103% der Kontrolle ausmacht. Die
Konzentration von 50 uM Cd reduzierte den GSSG-Gehalt auf 5,5 nmol/g FG (nur 20% der
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Kontrolle). Ab der nachfolgenden Behandlungsstufe mit 100 uM Cd konnte eine leichte Zu-
nahme der GSSG-Konzentration auf 27% der Kontrolle nachgewiesen werden (Abbildung
56). Bei der hochsten Cd-Konzentration in 7. /atifolia kam es mit 65% zu einer neuerlichen
Erhéhung des GSSG-Gehaltes. Damit waren die GSSG-Konzentrationen in den Rhizomen und

den Blattern etwa gleich hoch.

Beim Vergleich der GSH/GSSG-Ratio in den Rhizomen und den Blattern von 7ypha /latifolia
nach der 72tagigen Cd-Behandlung fallt auf, dass die Blatter héhere GSH/GSSG-Verhaltnisse
in der Kontrolle (29 zu 8 nmol/g FG) und der 50 uM Cd-Behandlung (15 zu 10 nmol/g FG)
hatten (Tabelle 41). Im Rest der Behandlungen verfligten die Rhizome (iber die hdheren
GSH/GSSG-Verhaltnisse. Bei den Behandlungen mit 10 uM Cd und 250 yM Cd konnten 470%
und 211% hdéhere GSH/GSSG-Verhdltnisse in den Rhizomen gemessen werden.

Der Glutathionhaushalt unterlag also starken Veranderungen, die sich vor allem im Ver-
brauch und der Neusynthese von GSH ausdriickten. Die GSSG-Gehalte wurden weniger be-

einflusst und lagen eher unter dem Kontrollwert.

3.1.2.17 Bestimmung der Aktivititen der Glutathion S-Transferase

Bei dieser Versuchsreihe, die eine Fortflihrung der bereits im Kapitel 3.1.1 aufgenommenen
Studie ist, wurde die Entgiftungskapazitdt junger 7. /atifolia-Pflanzen fir organische
Xenobiotika untersucht, die 72 Tage lang Uber das Nahrmedium mit Cadmium belastet
worden waren. Auch hier wurden die bereits genannten Substrate verwendet.

Flr die Konjugation des Substrats Chlordinitrobenzol (CDNB) wurden in den Rhizomen von
Typha latifolia-Enzymaktivitdten zwischen 0,3 und 0,65 pkat/mg Protein bestimmt, die sich
im Vergleich zu den Aktivitaten in den Blattern als sehr niedrig erwiesen. In den Blatterteilen
der gleichen Pflanzen konnten Enzymaktivitaten von 1,8 bis 3,0 pkat/mg Protein gemessen
werden (Tabelle 42).

In den Rhizomen von Typha latifolia, die Uber 72 Tage mit Cadmium behandelt wurden, war
eine starke Abnahme der Aktivitat fir das Substrat CDNB mit der Zunahme der Schwer-
metallkonzentration zu vermerken (Tabelle 42). Bei der hdchsten Cadmiumkonzentration
wurde mit 3,0 pkat/mg Protein in den Blattern die hdchste Enzymaktivitat flir CDNB
gemessen worden. Dieser Wert ist signifikant hdher als in der Kontrolle nach dem Student T-
Test (p= 0,03). Bei den Cadmiumkonzentrationen von 10 und 50 uM war in den Blattern
keine Veranderung festzustellen, bei 100 uM jedoch eine Zunahme der Enzymaktivitat zu

erkennen.
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Was die Rhizombehandlungen bei der gleichen Metallkonzentration betrifft, soll angemerkt
werden, dass die Typha /atifolia-Pflanzen bis zu einer Steigerung der Cadmium-Konzentration
bis 100 uM nicht anders reagierten als in der Kontrolle. Erst bei 250 M Cadmium war ein
starkerer Riickgang der Enzymaktivitdt zu erkennen, so dass diese Pflanzen nur 40% der
Aktivitat in der Kontrolle aufwiesen.

Ganz andere Effekte konnten bei der GST-Enzymaktivitdt gegenliber dem Modellsubstrat
Dichlornitrobenzol (DCNB) im gleichen Proteinextrakt beobachtet werden. Die Blatter der mit
vier verschiedenen Cadmiumkonzentrationen behandelten 7ypha /atifolia-Pflanzen zeigten
keine Enzymaktivitdt fir den Umsatz dieses Substrats. Diese war nur in den Rhizomen
nachzuweisen (Tabelle 42). Mit der Erh6hung der Cadmiummenge in der Nahrlésung wurde
auch eine Tendenz zu steigender Aktivitat deutlich. Bei 10 und 50 uM Cd waren signifikante
Unterschiede zu der Kontrolle erkennbar. Ab dem Cadmiumwert von 100 uM in der Ldsung
wurde die Abnahme der Aktivitat deutlicher und bei 250 uM erreichte sie ihr Minimum,
welches aber immer noch hoher als die Aktivitat in der Kontrolle war.

Unter den Substraten, die fiir die GST-Aktivitat bestimmt wurden, befindet sich auch ein
Herbizid (Fluorodifen). Das war das einzige Substrat, fiir welches die GST-Enzymaktivitat in
den Enzymextrakten dieser Behandlungsreihe stets gehemmt war (Tabelle 42). In den
Blattern wurde zwar Aktivitdt nachgewiesen, aber deutlich unter der Aktivitat der Kontrollen.
Die Schwankungen zwischen den Enzymaktivitdten der verschiedenen Behandlungen waren
nicht wesentlich. Verglichen mit der Kontrolle lag der niedrigste Wert bei einer Konzentration
von 50 pM. Dieser wies eine zur Halfte niedrigere Enzymaktivitdt mit 2,5 pkat/mg Protein
auf. Genau gesehen sind die Konjugationsraten fiir Fluorodifen zwar niedriger als diese in
der Kontrolle, aber trotzdem immer noch wesentlich hoher als die Aktivitaten der restlichen
Substrate. Diese Ergebnisse kdnnten relevant sein fir den Einsatz von T7ypha bei multipler

Belastung von Gewassern, zum Beispiel mit Schwermetallen und Pestiziden.
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Tabelle 42 Spezifische GST-Aktivitat in den 7. /atifolia-Proben, behandelt mit Cd iber 72 Tage. Die Enzymaktivitaten wurden fiir die fiinf Substrate CDNB, NBoC,
NBC, DCNB und Fluorodifen bestimmt. Jede Behandlung hat drei Wiederholungen. Jede einzelne Probe wurde im Triplikat gemessen. Die Standardabweichungen
wurden von insgesamt neun Messungen bestimmt. Die Aktivitaten wurden in pkat/mg Protein dargestellt. Mit ,k.A" ist keine Aktivitat gekennzeichnet.

Behandlungen von Spezifische Aktivitat der GSTs fir flinf verschiedene Substrate

Typha latifolia Cd (mg/Kg TG) CDNB NBC NBoC DCNB Fluorodifen

GST-Aktivitaten der Rhizomproben
Kontrolle 6,5 0,548+0,13 0,159+0,01 k.A 0,150+0,02 k.A
10pM Cd 63,8 0,548+0,08 0,142+0,02 k.A 0,526+0,10 k.A
50 uM Cd 258,6 0,370+0,12 0,124+0,02 k.A 0,584+0,06 k.A
100 pM Cd 354 0,630+0,13 0,926+0,31 k.A 0,436+0,11 k.A
250 uM Cd 1262,5 0,215+0,04 0,249+0,03 k.A 0,301+0,04 k.A
GST-Aktivitaten der Blattproben

Kontrolle 0,8 1,868+0,25 0,206=+0,07 0,573+0,05 k.A 5,566+1,12
10 uM Cd 4,7 1,879+0,33 0,146+0,04 1,389+0,29 k.A 3,812+,02
50 uM Cd 10,9 1,811+0,49 0,224+0,05 0,545+0,21 k.A 2,567+0,29
100 pM Cd 17,2 2,772+0,40 0,327+0,02 0,407+0,04 k.A 3,035+0,79
250 yM Cd 35,2 2,980+0,39 0,636+0,06 k.A k.A 3,686+0,32
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Es soll erwahnt werden, dass von allen in der Arbeit verwendeten Modellsubstraten zur
Bestimmung der GST-Enzymaktivitdten die Konjugation des Nitrobenzylchlorid (NBC) am
starksten durch Cd-Behandlungen beeinflusst wurde (Tabelle 42). Wie bei den Rhizomen, so
ist auch bei den Blattern mit der Zunahme der Cadmiumkonzentrationen eine Erhéhung der
Enzymaktivitaten deutlich erkennbar. Bei den Rhizomen waren die starksten Effekte bei der
Konzentration von 100 uM zu sehen. Hier lag der Wert mit 0,9 pkat/mg Protein fast 5Smal
héher als in der Kontrolle mit ihrem Wert von 0,18 pkat/mg Protein.

Bei den Messungen der Enzymextrakte der Blatter fiir NBC-GSTs konnten zwei signifikante
Veranderungen der Aktivitdt bestimmt werden: die Cadmiumkonzentrationen von 100 und
250 uM. Die GST-Aktivitat bei der héchsten Metallkonzentration war doppelt so hoch wie die
der Kontrolle, aber auch gleichzeitig niedriger als nach der Behandlung mit 100 uM in
Rhizomen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen flir die GST mit dem Modelsubstrat DCNB, bei dem eine
Konjugation dieses Substrats mit reduziertem Glutathion nur in den Rhizomen bestimmbar
war, war mit dem Substrat Nitrobenzoychlorid (NBoC) eine GST-Enzymaktivitat nur in den
Blattern messbar. Mit der Zunahme der Cadmiumkonzentration in der Nahrlésung wurde
schon bei 10 uM eine wesentliche Erhdéhung der GST-Aktivitdt gemessen (Tabelle 42). Die
Ergebnisse bei dieser Konzentration waren signifikant hoéher als die in der Kontrolle: sie
hatten eine 1,5mal hdhere Aktivitat als die Kontrolle. Bei den nachsthéheren Konzentrationen
von Cadmium wurde ein Rlickgang der Enzymaktivitdt deutlich. Bei der Behandlung von
Typha latifolia mit 250 yM Cadmium (ber 72 Tage blieb die Aktivitat der GSTs in den

Blattern komplett gehemmt.

3.1.2.18 FPLC (Mono Q) Reinigung der Typha latifolia GSTs

Nach der Durchfiihrung der Affinitatschromatographie wurden die T7ypha /latifolia-GSTs
mittels Anionenaustauschchromatographie weiter gereinigt. Unabhdngig von der Behandlung
und der Dauer der Inkubation ergab sich eine Aufteilung der GST-Aktivitat in vier Cluster mit
hochsten Aktivitdten im Bereich der Fraktionen 6-11 (R1 bzw. B1) und 21-30 (R2 bzw. B2)
sowie zwei kleineren Aktivitdtszonen zwischen den Fraktionen 31-42 (R3 bzw. B3) und 52-56
(R4 bzw. B4) (Abbildung 57). Wahrend diese Cluster also recht stabil zu sein scheinen und
mit geringen Unterschieden eine dhnlich spezifische Aktivitat fiir das Substrat CDNB zeigen,
kann durch weitere Auftrennung der Cluster in GST-Untereinheiten eine deutliche und

konzentrationsabhdngige Veranderung der GST erzielt werden.
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Abbildung 57 Mono Q-Lauf von 7. /atifolia-Rhizom-GSTs nach 72tdgiger Cd-Behandlung. Als Substrat
fir die Bestimmung wurde CDNB benutzt.

3.1.2.19 HPLC-Bestimmung der GST-Fraktionen von 7ypha /atifolia nach 72tagiger Cd-
Behandlung

Nach der Durchfilhrung der Enzymreinigung mittels Affinitdtschromatographie und FPLC
konnten einzelne GST-Fraktionen eingeengt werden. Weil eine quantitative Bestimmung
nicht mdglich war, wurde eine qualitative Zuordnung der einzelnen GSTs mittels HPLC
durchgefiihrt (Abbildung 58).

Die nach der Affinitdtschromatographie und nach der FPLC ausgewahlten GST-Fraktionen
wurden weiter mittels HPLC in ihre Untereinheiten getrennt. So wurden GST-Isoformen
identifizierbar, die nur fir die Kontrolle oder fiir einzelne Behandlungen spezifisch waren
(Tabelle 43 und Tabelle 44). Es sind folgende wesentliche Unterschiede zwischen den
behandelten Blattern und Rhizomen von 7ypha /atifolia zu vermerken:

1. 7. latifolia-Rhizome haben mindestens eine Isoform mehr als die gleichbehandelten
Blatter.

2. in den Rhizomen von 7. /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung von 10 pM bis
100 pM konnten deutlich mehr GST-Isoformen nachgewiesen werden, die in den
Fraktionen 3,7 und 9 akkumulieren.

3. die 72tagige Behandlung mit 250 uM Cd flihrte zu einer Reduktion der vorhandenen
Isoformen in den Rhizomen, die nach den Behandlungen mit 10, 50 und 100 uM Cd
vorhanden waren. Dafiir konnten nach der 250 uM Behandlung neue und nur fir

diese Behandlung spezifische GST-Isoformen bestimmt werden (Tabelle 43).
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4. nach 10 pM Cd-Behandlung der Blatter (Tabelle 44) von 7. /atifolia konnten
behandlungs-spezifische GST-Isoformen nachgewiesen werden, die nur bei dieser Cd-
Konzentration zu finden sind; zum Beispiel bei der Fraktion 3 nach 10 uM Cd, Fraktion
12 bei der 10 und 50 pM Cd oder Fraktion 10 bei 100 uM Cd.

) 25 B0 s ) !

MMMMMMM

Abbildung 58 HPLC-Untersuchung der GST-Untereinheiten einer einzelnen 7. /atifolia-GST-Fraktion
aus einem FPLC-Lauf (Abb. 57)

5. in den Rhizomen treten ofter als in den Blattern GST-Isoformen auf, die in den
Kontrollen vorhanden, aber nach der Behandlung nicht mehr nachzuweisen sind.

6. in den Blattern konnten wesentlich weniger GST-Isoformen nachgewiesen werden,
die eine erheblich niedrigere Peakfldche als die Kontrolle zeigten.

7. in Rhizomen werden also unter Schwermetallstress GSTs herunterreguliert; in den
Blattern kommt es zu verstarkter Induktion, obwohl sie mit einer geringeren

Konzentration an Cadmium konfrontiert sind.
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Tabelle 43 Darstellung der GST-Fraktionen nach einer HPLC-Bestimmung von 7. /fatifolia-Rhizomen nach 72tagiger Cd-Behandlung. Die Enzyme wurden nach
der Extraktion mittels Affinitdtschromatographie und FPLC (Mono Q-Saule) gereinigt und nachfolgend lyophilisiert. Die HPLC-Trennung wurde mittels C-18-
Kieselgel-Saule durchgefiihrt. Die an den HPLC bestimmten Peak-Flachen der Behandlungen wurden in Relation zu den Peak-Fldchen der Kontrolle gesetzt und
prozentual berechnet. Mit R1 bis R4 sind die mit der FPLC aufgereinigten Fraktionen der Rhizome nummeriert. Fiir die Darstellung wurden folgende Symbole
verwendet: ¥ unter 75% der Kontrolle, @ 75-150% der Kontrolle, * 150-200% der Kontrolle, A 200-400% der Kontrolle, A 400-600% der Kontrolle, A
600-800% der Kontrolle, A 800-1000% der Kontrolle, + Gber 1000% der Kontrolle, © die GSTs sind nach den Behandlungen vorhanden, fehlen aber in
der Kontrolle, @ die GSTs wurden in der Kontrolle gemessen, fehlen aber nach den Behandlungen.

Fraktion R1 | R2 R3 R4 R1 | R2 R3 R4 Rl1 | R2 | R3[| R4 Rl1 | R2 | R3| R4
1 + * + . + . A ) + [ e | ¥ + | e [ ¥ \”
2 A . . v * . v . PO Y N 7 e | V| ¥ .
3 r | MA + . A [ MDA MM e + (M| e | Y o | V¥ .
4 . . . . . \” \” . * * V| = v [ V¥ .
5 o v o o o * * * o * o| o ol Vv ]|o o
6 . o o . + 5 o v o + 3 o o * | o 3 o| Vv |V +
7 z |V | ™ o ¢z [ ¥ M o e | [V M [e]| e[ [ V|0 )
8 |2 [ 4| * v |8 [o | o V(a2 S [ * | & | e | A |2 [V ]e ¥ &
9 M| o MM+ M| A M + () () r |+ N e |V +

10 o o ° v ) * v ° My ) v ° o v | ¥ °
11 . L 2 L 2 L 2 L 4 L 2 L 4 L 4 + L 4 L R 4 . vV | e L 4
12 ) \” \” \” v \ \ + * KR A e [V ]
13 . L 2 L 2 L 2 L 4 L 2 L 4 L 4 + Y YR * vV [ V| e L 2
14 A v v v v [\ [\ YY) + ¢ o | e ) x | W 7
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Tabelle 44 Darstellung der GST-Fraktionen nach einer HPLC-Bestimmung von 7. /atifolia-Blattern nach 72tdgiger Cd-Behandlung. Die Enzyme wurden nach der
Extraktion mittels Affinitdtschromatographie und FPLC (Mono Q-Saule) gereinigt und nachfolgend lyophilisiert. Die HPLC-Trennung wurde mittels C-18-Kieselgel-
Sdule durchgefiihrt. Die an den HPLC bestimmten Peak-Fldchen der Behandlungen wurden in Relation zu den Peak-Flachen der Kontrolle gesetzt und prozentual
berechnet. Mit B1 bis B4 sind die mit der FPLC aufgereinigten Fraktionen der Blatter nummeriert. Fiir die Darstellung wurden folgende Symbole verwendet: W
unter 75% der Kontrolle, e 75-150% der Kontrolle, * 150-200% der Kontrolle, A 200-400% der Kontrolle, A\ 400-600% der Kontrolle, AA 600-800% der
Kontrolle, AMMANN 800-1000% der Kontrolle, + iber 1000% der Kontrolle, © die GSTs sind nach den Behandlungen vorhanden, fehlen aber in der Kontrolle,
die GSTs wurden in der Kontrolle gemessen, fehlen aber nach den Behandlungen, # hier fehlende GSTs, die auch in der Kontrolle nicht vorhanden sind und nur
im einzelne Behandlungen gemessen wurden, ,n.g" — nicht gemessen.

Fraktion Bl | B2 B3 B4 B1 B2 B3 B4 Bl | B2 | B3 B4 B1 B2 B3 B4
1 e [ M | ng 7 s Ar | MM . s {2 Y ) * . 7 + s
2 7 ° n.g ° ° ° ° T 7 7 7 * ° 7 AMAARN N
3 o o n.g o » » » » » » » » » » » »
4 v o n.g + o o + AMA ViV ]+ | ma o A + A
5 ° ° n.g + ° ° \/ MA 7 v v + ° v AMMAA +
6 |[S [e| A [ng [MA|S | M| ¢ ¢ (S [V + [+ + |8 [« @ v -

= = = =
7 ;— ° ° n.g A c::»- v ° N N o ° * ° + o V[ MM ° T
— LN 8 LN
8 ° M | ng * ° ° ° ° ) v v * ~ ° AMA L) N
9 v v n.g * L 4 L 2 L 2 L 2 * | o L 2 L 4 4 4 4 L 4
10 » » n.g » » » » » o o o o » » » »
11 * o n.g o o o ) o * | & o * . v M *
12 o o n.g o o o o o » » » » » » » »
13 v * n.g v L 4 L 4 L 4 L 4 L IR 2 L 4 L 4 L 4 L 4 4 L 4
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3.1.2.20 Vergleich der Aktivititen aller antioxidativen Enzyme und der GSTs in Bldttern
und Rhizomen von Typha latifolia nach 72tigiger Cd-Behandlung

Die bisher dargestellten Ergebnisse sind so vielfdltig, dass es ratsam erscheint, die
Veranderungen der einzelnen Enzymaktivitditen und Metaboliten in einer zusammen-
fassenden Tabelle (Tabelle 45) darzustellen, in der keine absoluten Zahlen, sondern nur
noch Tendenzen bezliglich der jeweilligen unbehandelten Kontrollen wiedergeben werden.
Die Effekte des Cadmiums auf die einzelnen Enzyme und Metaboliten werden weiterhin

dahingehend unterteilt, ob die Aktivitdten in Blattern oder Rhizomen gemessen wurden.

Tabelle 45 Vergleich aller Enzymaktivitaten in 7. /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung. Die Tabelle
reprasentiert die Aktivitdten der einzelnen Enzyme, verglichen mit der Kontrolle. Die Kontrolle ist
gleich 100% gesetzt und in der Tabelle nicht aufgetragen. Symbolerlduterungen: ¥ Enzymaktivitat
unter 75% im Vergleich zur Kontrolle, e 75-150% zur Kontrolle, * 150-200% zur Kontrolle, A\
signifikant hoher als die Kontrolle, k.A = keine Aktivitdt in Kontrolle und Behandlung. B = Blatter, R =
Rhizome

Behandlungen 10pMCd 50 uM Cd 100 pM Cd 250 pM Cd

B R B R B R B R

Konzentration des Malondialdehyds

MDA ° ° ° ° ° ° v °

Enzymaktivitdten anderen Enzymen

SOD . . M . M . M .
CAT v . . 7 M L7 M \Z
Enzymaktivitaten des Ascorbat-Glutathion Zyklus
POX v . v v v . . .
APOX . v v v ) v v v
MDHAR o v . v . v . v
DHAR v * v . v 'Y v o
Enzymaktivitdaten des Glutathionperoxidase Zyklus
GPOX . . M Ok ) M * M M
GR M . M . M . M \Z
GSH/GSSG v . v . v v v o
Enzymaktivitaten der GSTs
CDNB . o o v . . ) N
DCNB k.A M k.A MM k.A M k.A Ol
NBC v v o v M M M *
NBoC M k.A o k.A v k.A k.A k.A
Fluorodifen v k.A 17 k.A v k.A 17 k.A
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In der Tabelle 45 sieht man, dass die Cd-Behandlung die Konzentration des Malondialdehyds
als Stressmarker nach 72tagiger Behandlung kaum beeinflusst. Vielmehr bleiben die MDA-
Werte in allen Proben stets im Bereich der Kontrollen (75-150%).

Die antioxidativen Enzyme SOD und Katalase zeigen signifikante Erhéhungen ihrer Aktivi-
taten in den Blattern ab einer Konzentration von 50 pM. Die der Vollstandigkeit halber
mitbestimmte Peroxidase-Aktivitat, die H,O, als Cosubstrat bei der Hydroxylierung von
organischen Substraten verwendet, reagiert nicht auf den Schwermetallstress.

Die Enzymaktivitdten der Enzyme des Ascorbat-Glutathion Zyklus sind zumeist gehemmt. Nur
nach der Behandlung mit 100 uM Cd kommt es zur Erhéhung von APOX und DHAR.

Dasselbe kann allerdings nicht lber die Enzymaktivitdten im Glutathionperoxidase Zyklus
gesagt werden. Hier fiihrten alle Cd-Konzentrationen ab 50 uM aufwarts zur signifikanten
Steigerung der GPOX-Aktivitat. Bei 250 uM Cd war die Glutathionreduktase-Aktivitat
Uberraschend gehemmt. Die gegeniiber den unbehandelten Pflanzen niedrigeren GSH/GSSG-
Verhdltnisse in nahezu allen behandelten Proben deuten an, dass die Glutathiongehalte nach
der Behandlung angestiegen sind.

Nur mittelbar wird die Aktivitat der GST, die organische Schadstoffe mit Glutathion konjugie-
ren, beeinflusst. In der Tabelle 45 sieht man aber deutlich, dass die Cd-Behandlung die Kon-
jugationsreaktion fir CDNB, das klassische Standardsubstrat der GST, kaum beeinflusst. Die
einzige Steigerung der Aktivitat der CDNB-GSTs zur Kontrolle wurde bei einer Konzentration
von 250 uM Cd in den Blattern beobachtet. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Bestimmung der
CDNB-Konjugation als GST-Standardtest nicht geeignet ist, um Auskunft Uber die Reaktion
der Pflanzen auf organische Schadstoffe unter zusatzlichem Schwermetallstress zu geben.
Daflr war die Konjugation von DCNB in den Rhizomen bei allen Behandlungen signifikant
gegeniiber der Kontrolle erhéht, allerdings ohne dass eine GST-Aktivitat fiir dieses Substrat
in den Blattextrakten gemessen werden konnte. Die DCNB-Aktivitdten stimmen jedoch nicht
vollstdndig mit den Isoenzym-Mustern Uberein.

Beim Substrat NBC waren signifikante Effekte auf die Konjugation nur bei den hdchsten Cd-
Konzentrationen sowohl in den Blattern als auch in den Rhizomen gemessen worden. Die
GST-Aktivitat fur die Konjugation von NBoC nahm nach jeder Behandlung ab. NBC und NBoC
folgen in ihren Aktivitdten den durch die Isoenzym-Trennung nahegelegten Mustern.
Besonders interessant ist die Konjugation von Fluorodifen. Sie war nur in den Blattern vor-
handen und dort stets gegenliber den Kontrollen inhibiert, was eine genaue Umkehrung der
Aktivitdt der Konjugation von DCNB bedeutet. Insgesamt war bei den niedrigeren Cd-
Konzentrationen haufiger eine Hemmung der Reaktion zu beobachten, wahrend bei den
hoheren Konzentrationen die Induktion der Konjugation Giberwog.
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3.2 Ergebnisse der Enzymmessungen in Sonnenblumen

Eine wichtige Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist die generelle Kldrung von Zusammen-
hangen zwischen der Aufnahme von Schwermetallen in Pflanzen, den darauf mdglicherweise
folgenden Stressreaktionen und zum anderen der Entgiftungskapazitat fir gleichzeitig

vorhandene organische Schadstoffe.

Die PHYTOTECH (Schweiz) hatte Sonnenblumenkeimlinge der Sorten ,IBL 04" und ,Salut"
nach chemischer Mutagenese auf Biomasseproduktion und Schwermetallextraktion selektiert
und in einen Feldversuch gebracht. Nach weiterer Selektion waren die jeweiligen M3-Genera-
tionen als stabile Mutanten identifiziert und auf metallbelastete Flachen ausgepflanzt worden
(siehe 2.1.2). Sie standen nach der Ernte flir unsere Versuche zur Verfligung. Ziel der hier
durchgefiihrten Messungen war es somit, die Entgiftungskapazitat der einzelnen Mutanten
fur verschiedene Chlorbenzol-Substrate (CDNB, NBC, NBoC, DCNB) und ein ausgewahltes

Herbizid (Fluorodifen) durch Glutathion-Konjugation zu prifen.

3.2.1 Pigmentanalyse

Neben den antioxidativen Enzymen und der Lipidperoxidation wurden auch die Effekte der
Schwermetalle auf den Pigmenthaushalt der Sonnenblumen untersucht. Bei einem grdBeren
Pigmentabbau kdnnten Stérungen bei der Photosynthese auftreten, was fatale Auswirkungen
auf die Pflanzen haben kdnnte.

In allen Sonnenblumenmutanten der IBL 04 lagen die Chlorophyll a-Werte zwischen 5 und
14 pg/g FG (Tabelle 46). In der Kontrolle IBL 04 wurden 12,746 ug/g FG gemessen. Der
niedrigste Wert lag in der Sonnenblumenmutante 17/14-185-04 bei 5,621 ug/g FG und am
meisten Chlorophyll a enthielt die Sonnenblumenmutante 8/2-110-04 mit 14,402 ug/g FG.
Insgesamt nur vier Pflanzen der IBL 04 Sonnenblumenmutanten zeigten hohere Chloro-
phyll a-Gehalte als die Kontrolle, und das waren: 12/50-190-04, 20/3-185-04, 12/3-185-04
und 12/50-190-04. Ihre Chlorophyligehalte lagen alle im Schwankungsbereich der Kontrolle.
Eine ganze Reihe von Pflanzen hatte charakteristisch niedrigere Chlorophyll a-Werte um 8-
9 ug/g FG. In diesen Pflanzen ist auch Chlorophyll b niedriger, daher ergibt sich beim a/b-
Verhaltnis kein stabiles Bild: Die Chlorophylle reagieren gemeinsam.

Was das Chlorophyll b betrifft, konnte gezeigt werden, dass 80% der Sonnenblumen-
mutanten zwischen 2,5 und 4 ug/g FG enthielten. Im Unterschied zu den IBL 04-Mutanten
gab es bei den Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut (Tabelle 46) nur eine Mutante,
deren Chlorophyll a-Gehalt héher als der in der Kontrolle war: 9/64-19-S mit 13,164 ug/g FG.
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Die gleiche Schlussfolgerung kann auch bezlglich des Gehalts an Chlorophyll b und
Carotinoiden gemacht werden. Die hochste Gesamtchlorophyllmenge bei den Sonnen-
blumenmutanten der beiden Gruppen lag bei 19,008 ug/g FG in 8/2-110-04 (IBL 04) und die
niedrigste mit 7,616 pg/g FG in der IBL 04-Sonnenblumenmutante 17/14-185-04.

Bei der Bestimmung des a+b/x+c-Verhadltnises fallt auf, dass die Sonnenblumenmutanten
mit dem hdchsten Gesamtchlorophyllgehalt nicht tber das hdchste Verhaltnis verfiigten. Im
Fall der IBL 04 lag das hdchste a+b/x+c-Verhaltnis bei der Sonnenblumenmutante 12/3-185-
04: 5,476. Die Sonnenblumenmutante 10/55-19-S verfligte Uber das hdchste a+b/x+c-

Verhaltnis.
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Tabelle 46 Pigmentanalyse der M3-Sonnenblumenmutanten der IBL 04 und der Hybride Salut. Jeder Wert reprdsentiert drei unabhangige Messungen einer
Probe mit drei Replikaten. Die Standardabweichungen wurden aus den Replikaten berechnet. Chlorophyll a+b reprasentiert Gesamtchlorophyll, das a/b-
Verhaltnis stellt die Beziehung Chlorophyll a zu Chlorophyll b dar und das a+b/x+c-Verhaltnis, dieses zwischen dem Gesamtchlorophyll und den Carotinoiden. Die

Aktivitéten sind im pg/g FG bestimmt worden.

Pigmentanalyse in M3-Sonnenblumenmutanten

Chlorophyll a Chlorophyll b Chlorophyll a+b Carotinoide (Cx+c) a/b a+b/x+c
Sonnenblumenmutanten der IBL 04
Kontrolle IBL 04 25,49+0,24 8,72+0,10 34,21+0,35 7,40+0,02 2,92 4,62
17/14-185-04 11,24+0,01 3,99+0,03 15,23+0,02 4,29+0,01 2,82 3,54
14/3-185-04 17,52+0,01 5,71+0,02 23,24+0,02 5,94+0,01 3,07 3,91
20/3-185-04 27,55+0,02 9,28+0,02 36,83+0,04 7,40+0,01 2,97 4,97
1/3-185-04 21,98+0,01 9,16+0,02 31,14+0,01 5,90+0,01 2,39 5,28
12/3-185-04 26,81+0,02 9,87+0,01 36,69+0,02 6,70+0,01 2,71 5,48
11/11-185-04 19,60+0,02 6,13+0,02 25,73+0,02 5,28+0,01 3,19 4,87
18/11-185-04 19,06+0,01 6,07+0,01 25,13+0,01 5,92+0,01 3,14 4,24
4/11-185-04 16,05+0,01 4,83+0,01 20,89+0,01 6,22+0,01 3,32 3,35
8/11-185-04 22,93+0,01 6,91+0,08 29,85+0,03 7,03+0,01 3,32 4,24
2/2-185-04 20,60+0,02 6,50+0,02 27,10+0,03 5,87+0,01 3,17 4,68
13/2-185-04 23,52+0,03 7,39+0,01 30,92+0,03 7,27+0,01 3,18 4,25
14/8-185-04 16,59+0,01 5,08+0,01 21,67+0,02 6,28+0,01 3,23 3,45
26/8-185-04 18,29+0,02 5,54+0,02 23,838+0,02 5,75+0,01 3,30 4,14
2/35-190-04 15,52+0,01 5,16+0,01 20,69+0,01 4,96+0,01 3,01 4,16
7/35-190-04 16,99+0,02 5,81+0,02 22,80+0,02 6,16+0,02 2,92 3,69
3/50-190-04 25,94+0,02 7,8740,01 33,81+0,01 9,22+0,02 3,29 3,66
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12/50-190-04 28,10+0,01 9,41+0,02 37,51+0,02 7,47£0,01 2,98 5,02
7/67-190-04 19,82+0,01 6,45+0,01 26,27+0,01 5,57+0,01 3,07 4,72
10/67-190-04 18,40+0,01 5,53+0,02 23,94+0,02 5,80+0,01 3,32 4,13

8/2-110-04 28,80+0,04 9,21+0,01 38,01+0,05 8,12+0,01 3,13 4,68
16/2-110-04 17,55+0,01 5,95+0,01 23,50+0,01 6,19+0,01 2,95 3,79

Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut

Kontrolle Salut 18,43+0,65 5,94%0,26 24,37+0,92 5,49+0,4 3,09 4,44
9/64-19-S 26,23+0,03 8,11+0,04 34,35+0,05 8,48+0,02 3,23 4,05
13/64-19-S 16,51+0,01 5,10+0,01 21,62+0,02 5,28+0,01 3,24 4,09
11/81-19-S 16,49+0,01 5,24+0,01 21,73+0,02 4,76+0,01 3,15 4,57
6/55-19-S 15,66+0,01 5,07+0,01 20,74+0,01 5,02+0,01 3,09 4,13
10/55-19-S 21,21+0,01 7,13+0,01 28,35+0,01 5,93+0,01 2,97 4,78
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3.2.2 MDA-Konzentration der Sonnenblumenmutanten

Malondialdehyd (MDA) ist ein Endprodukt der Lipidperoxidation. Seine Entstehung ist ein
Zeichen dafir, dass die Schutzmechanismen der Pflanzen Uberwunden wurden und dass
freie Radikale mit den ungesattigten Fettsduren der Zellmembranen reagieren konnten. Bei
den Mutanten der Behandlungslinie IBL 04 war keine ausgepragte Malondialdehyd-Bildung
festzustellen (Abbildung 59). Die Sonnenblumenmutante, bei der die héchste Konzentration
bestimmt werden konnte, war 17/3-185-04 mit 93 pmol/g FG. Die Konzentration in den
Kontrollen lag knapp Uber 70 pymol/g FG. Die niedrigste MDA-Konzentration wurde bei
42 umol/g FG festgestellt. Eine Korrelationsanalyse der MDA-Konzentrationen mit den
extrahierten Schwermetallmengen in den Pflanzen ergab relativ geringe BestimmtheitsmaBe
fiir die Aufnahme von Cd (r*=0,32), Pb (r’=0,35) und Zn (r>=0,52). Interessanterweise folgt
dabei die Bildung von MDA unter dem Einfluss von Cd und Pb der gleichen Steigung.
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Abbildung 59 MDA-Konzentration in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (links) und der
Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert £+ die Standardabweichung zwischen
drei Replikaten jeder Probe.

Im Vergleich der MDA-Konzentration der Mutanten von Salut (Abbildung 59) zu denen der
IBL 04 sind keine bedeutsamen Unterschiede sichtbar. Die MDA-Konzentrationen aller
Sonnenblumenmutanten waren um die Werte der Kontrolle verteilt. Die Kontrolle hatte eine
Konzentration von 58 pmol/g FG und die héchste MDA-Konzentration lag bei 65 pmol/g FG.

Die niedrigste Konzentration wurde bei 38 pmol/g FG gemessen.
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3.2.3 SOD-Aktivitiat der Sonnenblumenmutanten

Wie bereits oben erwdhnt, dient die Superoxiddismutase (SOD) in erster Linie der Abwehr
(Mittler, 2002), weil sie die gefahrlichen O Radikale in H,O, umwandelt. Damit liefert die
SOD der Katalase und dem Glutathionperoxidase-Zyklus sowie dem Ascorbat-Glutathion
Zyklus das Substrat. Die Katalase setzt bei diesem Prozess O, frei, die GPOX entsprechend
oxidiertes Glutathion (im Glutathionperoxidase-Zyklus) und die APOX das MDHA (im
Ascorbat-Glutathion Zyklus, Mittler, 2002).

Die SOD-Aktivitaten der Sonnenblumenmutanten IBL 04 sind in der Abbildung 60 dargestellt.
Im Unterschied zu den anderen Aktivitdten ist hier die Aktivitat als prozentuale Hemmung
der Adenochrombildung dargestellt (Kroniger, 1994). Eine héhere Hemmung entspricht
daher einer hdheren Enzymaktivitat.

Drei Viertel aller Sonnenblumenmutanten der IBL 04 zeigten hdohere SOD-Aktivitaten als in
der Kontrolle. Die Halfte davon besaB die doppelte Aktivitat in der Kontrolle. Die héchste
Aktivitat der Superoxiddismutase lag bei 59% Hemmung der Adenochrombildung und die
niedrigste bei 9,5%. Der Aktivitdtswert der Kontrolle lag bei 26%.
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Abbildung 60 Hemmung der Adenochrombildung (in %) in Blattern der Sonnenblumenmutanten der
IBL 04 (links) und der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert = die
Standardabweichung zwischen drei Replikaten jeder Probe.

Wahrend bei der IBL 04 die Kontrolle bei 26% lag, wies die Kontrolle von Salut 42% auf. Die
Aktivitat (ausgedriickt als Hemmung der Adenochrombildung) der restlichen Mutanten lag
zwischen 18% und 40%. Nur zwei Mutanten von Salut zeigten eine héhere SOD-Aktivitat als

in der Kontrolle. Damit ergibt sich ein grundsatzlich anderes Bild als beim IBL 04.
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3.2.4 CAT-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten

Die Katalase ist ein Enzym, das das pflanzengiftige Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauer-
stoff abbauen kann. In den untersuchten Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (Abbildung 61)
war die Katalase in ihrer prozentualen Verteilung der Aktivitdt nur mit der MDHAR zu
vergleichen, die zu dem Ascorbat-Glutathion Zyklus gehdért. Die niedrigste in IBL 04 ge-
messene Aktivitat lag bei 10 pkat/mg Protein (1/3-185-04), wahrend die hdchste Aktivitat bei
der Sonnenblumenmutante 2/35-190-04 gemessen wurde: 470 pkat/mg Protein. Zwei der
Sonnenblumenmutanten, auBer der schon erwahnten 2/35-190-04, zeigten eine Enzym-
aktivitdt hoher als 200 pkat/mg Protein: 14/3-185-04 und 10/67-190-04. Weitere zehn
Sonnenblumenmutanten hatten eine Katalase-Aktivitat héher als 100 pkat/mg Protein. Hier
ist zu erwahnen, dass die Aktivitat in der Kontrolle bei 30 pkat/mg Protein lag, vierzehn mal

niedriger als die Aktivitdt der Sonnenblumenmutanten 2/35-190-04.
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Abbildung 61 Spezifische Katalase-Aktivitdt in Bldttern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04
(links) und der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert £ die Standard-
abweichung zwischen drei Replikaten jeder Probe.

Bezugnehmend auf die Katalase-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut
(Abbildung 61) kénnen ahnliche Feststellungen gemacht werden wie flr die IBL 04.

In diesem Fall lag die hochste Katalase-Aktivitdt knapp tber 500 pkat/mg Protein (2/81-19-
S). Die niedrigste Enzymaktivitat der Katalase konnte bei 30 pkat/mg Protein in der Mutante
11/81-19-S gemessen werden. Mit Werten um die 100 pkat/mg Protein gab es zwei weitere

Sonnenblumenmutanten, deren Aktivitaten niedriger als die der Kontrolle waren: 9/64-19-S
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und 13/64-19-S. Die Salut-Sonnenblumenmutanten, deren Katalase-Enzymaktivitat unterhalb
der der Kontrolle lag, zeigten eine hohe GPOX- aber keine APOX-Enzymaktivitat.

3.2.5 POX-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten

Peroxidasen sind Enzyme mit Ham im aktiven Zentrum, die Wasserstoffperoxid als Elektro-
nenakzeptor benutzen, um Substrate, wie zum Beispiel Guajacol, zu oxidieren. Sie sind
haufig in die allgemeine Abwehr der Pflanzen gegen Xenobiotika und oxidativen Stress
involviert. In allen Sonnenblumenmutanten der IBL 04 konnte Peroxidaseaktivitat (POX)
nachgewiesen werden (Abbildung 62). Diese spezifische Aktivitat lag wesentlich niedriger als
die GR-Aktivitat bei den gleichen Pflanzen (Abbildung 62). Einige der Mutanten, die Uber
Glutathionreduktase-Aktivitat verfiigen, hatten nur geringe POX-Enzymaktivitat und
umgekehrt. Die niedrigste gemessene POX-Aktivitat lag bei 0,03 pkat/mg Protein und die
beiden hdchsten bei 0,5 pkat/mg Protein. Der fiir die Kontrolle bestimmte Wert war
0,17 pkat/mg Protein.
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Abbildung 62 Spezifische POX-Aktivitat in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (links)
und der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung
zwischen drei Replikaten jeder Probe.

Anders als beim IBL 04 besaB3 die Kontrolle die hochste Peroxidase-Aktivitat unter den
Mutanten der Hybride Salut (Abbildung 62). Ihr Wert von 0,2 pkat/mg Protein war ver-
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gleichbar mit der Kontrolle der IBL 04. Die Kontrolle verfligte Gber eine fast 10mal so hohe
Aktivitat wie die niedrigste POX-Aktivitdt der Hybride Salut. Alle spezifischen Enzym-
aktivitaten sind gegentiber der Kontrolle gehemmt, nur zwei der Sonnenblumenmutanten,
namlich 6/55-19-S und 10/55-19-S, lagen in einem mit der Kontrolle vergleichbaren Bereich.
Nur die Mutante 10/55-19-S verfligte Uber sehr hohe Glutathionreduktase-Aktivitat.
Insgesamt sind die Enzymaktivitdten der Salutmutanten bis zu 2mal niedriger als die der
Mutanten der IBL 04.

3.2.6 APOX-Aktivitiat der Sonnenblumenmutanten

Die Ascorbatperoxidase (APOX) ist als wesentliches Enzym des Halliwell-Asada Zyklus in den
Pflanzen daflir verantwortlich, dass giftiges Wasserstoffperoxid in Wasser umgewandelt wird.
Als Cosubstrat dient Ascorbinsaure (Mittler, 2002).

Diese Funktion des Enzyms zeigt, wie wichtig es flir das pflanzliche Entgiftungssystem ist.
Die Enzymaktivitat der Ascorbatperoxidase in den Sonnenblumenmutanten der IBL 04
(Abbildung 63) schwankte zwischen 2,5 und 0,1 pkat/mg Protein. Die Aktivitat der Kontrolle
lag bei 1,5 pkat/mg Protein. Die Sonnenblumenmutanten mit der hdéchsten spezifischen

Aktivitat hatten damit eine hochstens 85% hohere Aktivitat als in der Kontrolle.
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Abbildung 63 Spezifische APOX-Aktivitat in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (links)
und der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung
zwischen drei Replikaten jeder Probe.
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Die Sonnenblumenmutante mit hoéchster APOX (17/14-185-04) hatte auch eine hohe
Glutathionreduktase-Aktivitat sowie eine hohe Katalase-Aktivitat, aber keine besonders hohe
Enzymaktivitat bezliglich der restlichen Enzyme. AuBer der erwahnten Sonnenblumen-
mutante hatten nur noch drei Sonnenblumenmutanten hdéhere APOX-Aktivitaten als in der
Kontrolle: 7/35-190-04, 14/3-185-04 und 8/11-185-04. Alle anderen Vertreter der IBL 04
verfligten Uber Aktivitat im Bereich der Kontrolle. Die niedrigste Ascorbatperoxidase-Aktivitat
in dieser Gruppe lag bei 0,2 pkat/mg Protein (12/50-190-04). Diese Pflanze hatte aber eine
sehr hohe Katalase-Aktivitat und konnte das Wasserstoffperoxid wahrscheinlich aus-
schlieBlich durch diesen alternativen Enzymweg entgiften. Bei der Messung der APOX-
Enzymaktivitat in den Mutanten der Hybride Salut (Abbildung 63) konnten keine hdheren
Aktivitaten als in der Kontrolle gemessen werden. Alle sechs Pflanzen zeigten eine niedrigere
Aktivitat als die Kontrolle, deren Enzymaktivitat bei 2,5 pkat/mg Protein lag. Die beiden
nachstliegenden Aktivitaten in den Mutanten 9/64-19-S und 6/55-19-S waren fast zu Halfte
niedriger als die in der Kontrolle. Die restlichen Sonnenblumenmutanten besaBen APOX-

Enzymaktivitaten im Bereich von 1/5 der Kontrolle.

3.2.7 MDHAR-Aktivitidt der Sonnenblumenmutanten

Die Monodehydroascorbatreduktase (MDHAR) ist ein wichtiges Enzym des Ascorbat-

Glutathion Zyklus, das fir die sténdige Nachlieferung von reduziertem Ascorbat
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Abbildung 64 Spezifische MDHAR-Aktivitat der in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04
(links) und der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert * die
Standardabweichung zwischen drei Replikaten jeder Probe.
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verantwortlich ist, indem das Monodehydroascorbat unter NADPH-Verbrauch wieder in
Ascorbat Uberfiihrt wird. MDHAR ist ein stark ausgepragtes Enzym des Ascorbat-Glutathion
Zyklus bei der Entwicklungsreihe IBL 04.

Vierzehn der dreiundzwanzig Mutanten zeigten sehr hohe MDHAR-AKktivitat im Vergleich zur
Kontrolle. Zwei davon, die Mutanten 14/3-185-04 und 18/11-185-04, hatten 2,5mal hdhere
Enzymaktivitaten als die Kontrolle.

Die MDHAR-Aktivitaten der Mutanten der Hybride Salut (Abbildung 64) sind mit denen der
IBL 04 vergleichbar. Ahnlich wie die DHAR-Aktivitdten gab es bei den MDHAR-Aktivitdten nur
eine einzige Sonnenblumenmutante, die niedrigere Enzymaktivitaten als die in der Kontrolle
hatte: (9/64-19-S). Die gleiche Sonnenblumenmutante verfiigte nicht (ber eine messbare
APOX-Aktivitdt und ihre Katalase-Aktivitdt war ebenso nicht stark ausgepragt. Daflir lagen
ihre GPOX- und GR-Enzymaktivitaten sehr hoch. Die niedrigste MDHAR-AKktivitat bei dieser
Mutante lag bei 0,1 pkat/mg Protein (9/64-19-S) und die hochste Aktivitdt um die
3,1 pkat/mg Protein (11/81-19-S). Die Sonnenblumenmutante mit der hochsten Enzym-
aktivitat verfligte auch Uber die hdchsten Aktivitdten bei der GPOX und der DHAR. Daftr

zeigte sie nur extrem niedrige POX-, APOX- und Katalase-Aktivitaten.

3.2.8 DHAR-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten

Die Dehydroascorbatreduktase (DHAR) ist ein Teil des Ascorbat-Glutathion Zyklus, in dem
aus Dehydroascorbat (spontan gebildet aus dem Monodehydroascorbat), Ascorbat und
oxidiertes Glutathion freigesetzt werden. Die DHAR hat generell hdhere Aktivitaten als die
MDHAR in denselben Proben.

Bei den Mutanten der IBL 04 konnten keine hohen Aktivitaten fiir dieses Enzym bestimmt
werden (Abbildung 65). Nur die Sonnenblumenmutanten 6/14-185-04, 1/3-185-04 und
10/67-190-04 hatten héhere Enzymaktivitaten als in der Kontrolle. Die vorwiegende Mehrheit
der restlichen Sonnenblumenmutanten zeigte DHAR-Aktivitdten im Bereich der Kontrolle.
Sechs der Sonnenblumenmutanten, namlich 17/14-185-04, 8/2-110-04, 16/2-110-04, 12/3-
185-04, 8/11-185-04 und 14/8-185-04, zeigten wesentlich niedrigere Aktivitdten als in der
Kontrolle. Die Proben 17/14-185-04 und 8/11-185-04 hatten dabei eine ausgepragte
Katalase-Aktivitat, wahrend in den anderen Sonnenblumenmutanten weder eine APOX- noch
eine Katalase-Aktivitdt messbar waren. Die niedrigste DHAR-Aktivitdt bei den IBL 04-
Mutanten lag bei 0,4 pkat/mg Protein und die héchste bei 2,9 pkat/mg Protein.

Die Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut wiesen ausgepragte Unterschiede in den

Aktivitaten flr die Dehydroascorbatreduktase auf (Abbildung 65). Eine einzige Mutante hatte
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niedrigere DHAR-Enzymaktivitaten als in der Kontrolle: (6/55-19-S). Ihre Aktivitat betrug nur
0,4 pkat/mg Protein, wahrend die hdchste Aktivitat bei 3,7 pkat/mg Protein lag (9/64-19-S).
Die hochste in den Salutmutanten gemessene Aktivitdt war minimal héher als die der
Mutanten von IBL 04. Die Mutanten der Hybride Salut, die eine hohe DHAR-Aktivitat
aufweisen, hatten zugleich geringe APOX-Enzymaktivitat.
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Abbildung 65 Spezifische DHAR-Aktivitat in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (links)
und der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung
zwischen drei Replikaten jeder Probe.

3.2.9 GPOX-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten

Die Glutathionperoxidase (GPOX) ist ein cytosolisches Enzym, das die glutathionabhdngige
Reduktion von organischen Peroxiden und Wasserstoffperoxid katalysiert (Aoyama et al.,
2006). Ihre Enzymaktivitat fir die Sonnenblumenmutanten der IBL 04 ist in der Abbildung 66
dargestellt. Thre Aufgabe ist, @hnlich wie die der Katalase und der Ascorbatperoxidase,
Peroxide zu reduzieren und Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff abzubauen.

Anscheinend verwendeten mehrere der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 die Entgiftungs-
mdglichkeiten der GPOX fur Wasserstoffperoxid. Die eindruckvollste war die Mutante 10/67-
90-04, die Uber eine 2,5mal hohere Aktivitat verfliigte. Die gleiche Probe zeigte zwar eine
geringe APOX-Aktivitat, aber wie nachfolgend zu sehen ist, hatte sie auch eine sehr hohe

Katalase-Enzymaktivitat. Bei der Sonnenblumenmutante 10/67-90-04 konnten zudem
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verhaltnismaBig hohe Glutathionreduktase-Aktivitaten im Vergleich zur Kontrolle und den
anderen Sonnenblumenmutanten festgestellt werden.

Bei der GPOX-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut, die in der Abbildung
66 dargestellt ist, hatte nur eine einzelne Sonnenblumenmutante (2/81-19-S) eine niedrigere
Enzymaktivitat als die Kontrolle. Dabei handelt es sich um die Sonnenblumenmutante, die die
hdchsten GST-Aktivitaten zeigte, aber bei den restlichen Entgiftungsenzymen zeigte sie nur

bei der Katalase eine messbare Aktivitat.
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Abbildung 66 Spezifische GPOX-Aktivitat in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (links)
und der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung
zwischen drei Replikaten jeder Probe.

Die héchste Enzymaktivitdt der restlichen Sonnenblumenmutanten wurde bei der Hybride
9/64-19-S gemessen. Die anderen Proben, bei denen eine héhere GPOX-Aktivitdt als in der
Kontrolle gemessen wurde, waren: 13/64-19-S, 11/89-19-S und 6/55-19-S. Alle
ausgewahlten Proben zeigten eine geringere APOX-Enzymaktivitat als in der Kontrolle; die

Katalase- und Superoxiddismutase-Aktivitét waren ungleichmaBig verteilt.

3.2.10 GR-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten
Die Glutathionreduktase (GR) spielt eine wesentliche Rolle in den Entgiftungssystemen, weil

sie unter NADPH+H"-Verbrauch reduziertes Glutathion aus GSSG bereitstellen soll.
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Die Ergebnisse der Messungen dieses Enzyms sind in der Abbildung 67 dargestellt. Es soll
erwahnt werden, dass mit einer einzigen Ausnahme alle Proben, die erhdhte GR-Aktivitat
zeigten, auch Uber eine hohe Enzymaktivitat fir die Konjugation den Herbizids Fluorodifen
verfligten. Die Ausnahme war hier die Sonnenblumenmutante 17/14-185-04, welche hohe
GR-Aktivitat, aber gleichzeitig gehemmte Fluorodifen-Aktivitdt hatte. Die restlichen Mutanten
8/2-110-04, 12/3-185-04, 18/11-185-04, 3/50-190-04, 7/67-190-04 und 10/67-190-04
zeigten hohe Enzymaktivitat fir die GR.

Der niedrigste GR-Wert lag bei 0,5 pkat/mg Protein und der hdchste knapp Uber
4 ukat/mg Protein. Die hochste Glutathionreduktase-Aktivitat war damit 300% hdéher als die

in der Kontrolle.
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Abbildung 67 Spezifische GR-Aktivitat in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (links) und
der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert £ die Standardabweichung
zwischen drei Replikaten jeder Probe.

Im Vergleich zu den Sonnenblumenmutanten der IBL 04 verfiigten die Mutanten Salut Gber
niedrigere GR-Aktivitdten (Abbildung 67). Uberraschend lagen die héchsten GR-Aktivitdten
bei den Mutanten, die die niedrigsten Aktivitaten bei den Modellsubstraten zeigten. Die
Sonnenblumenmutanten 9/64-19-S und 10/55-19-S weisen beide einen sehr schlechten
Umsatz fir das Substrat DCNB auf. Die Pflanze 2/81-19-S, die hier mit die geringste GR-
Aktivitat hatte (0,5 pkat/mg Protein), zeigte interessanterweise eine stark erhéhte GST- und
MDHAR-Aktivitat.
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3.2.11 Glutathionhaushalt der Sonnenblumenmutanten

Neben den antioxidativ wirksamen Enzymen verfiigen Pflanzen wie alle anderen aeroben
Organismen Uber einen weiteren Mechanismus, um oxidativen Stress zu mildern. Glutathion
spielt eine sehr wichtige Rolle beim Transport und der Lagerung, der Proteinsynthese und
der Modulation von Enzymaktivitdten (May et al., 1998). Es ist bewiesen, dass das Niveau
des Glutathion mit dem oxidativen Stress korreliert. In diesem Zusammenhang wurde auch
der Glutathionhaushalt der Sonnenblumenmutanten, die unter realem Schwermetallstress
aufwuchsen, untersucht.

In der Abbildung 68 sind die GSH-Gehalte der Mutanten IBL 04 dargestellt. Alle -185-04
Mutanten verfligten Uber sehr geringe Gehalte an reduziertem Glutathion. Der niedrigste
GSH-Gehalt dieser Proben lag bei knapp 10 nmol/g FG (11/11-185-04) und der héchste GSH-
Gehalt bei 116 nmol/g FG (26/8-185-04), der auch 190% der Kontrolle ausmacht.
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Abbildung 68 GSH-Konzentration in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (links) und der
Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung zwischen
drei Replikaten jeder Probe.

Unter den -190-04-Mutanten wurden die hdchsten GSH-Gehalte aller IBL 04-Pflanzen
gemessen. Die Mutante 12/50-190-04 verfiigte Gber den 10fachen GSH-Gehalt der Kontrolle
(600 nmol/g FG). Zwei weitere Mutanten dieser Gruppe hatten eine deutlich héhere GSH-
Konzentration im Vergleich zu der Kontrolle. In der Mutante 2/35-190-04 konnten 547% der

Kontrolle gemessen werden; bei der Mutante 7/67-190-04 wurden 474% der Kontrolle
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bestimmt. In der Sonnenblumenmutante 16/2-110-04 konnten noch GSH-Gehalte von (iber

272% der Kontrolle gemessen werden.

GSSG ist die oxidierte Form des Glutathion, die zum Beispiel in der Reaktion der Glutathion-
peroxidase oder der Dehydroascorbatreduktase mit Peroxiden oder oxidativen Metaboliten
entsteht. Damit ist das GSSG/GSH-Verhdltnis ein Marker fiir oxidative Abwehrvorgange.

Die Kontrolle der IBL 04 verfiigte (iber 1,52 nmol/g FG GSSG (Abbildung 69). Im Unterschied
zu den GSH-Gehalten der Kontrolle konnten in mehreren -185-04-IBL 04-Mutanten hdhere
Konzentrationen als in der Kontrolle gemessen werden. Die Mutante 20/3-185-04 wies 245%
des GSSG-Gehaltes der Kontrolle auf. Die gleichen -190-04-Mutanten, deren GSH-Gehalte
wesentlich hoher als die der Kontrolle waren, hatten auch zwischen 103% und 422% GSSG-

Gehalte der Kontrolle.
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Abbildung 69 GSSG-Konzentration in Blattern der Sonnenblumenmutanten der IBL 04 (links) und
der Hybride Salut (rechts). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert = die Standardabweichung
zwischen drei Replikaten jeder Probe.

Der Glutathionhaushalt der Proben der Salut-Mutanten wurde ebenfalls untersucht. Was als
erstes erwahnt werden muss ist, dass diese Proben insgesamt 7mal niedrigere GSH-Gehalte
als die IBL 04-Mutanten hatten. Daftir waren aber die GSH-Gehalte der Mutanten von Salut
naher um die Kontrolle verteilt. Die Kontrolle Salut verfligte Gber 77 nmol/g FG GSH, was
sogar 10 nmol/g FG Uber der IBL 04-Kontrolle lag (Abbildung 68). Nur eine einzige Salut-
Mutante hatte einen héheren GSH-Gehalt als die Kontrolle und das war 13/64-19-S (109%
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der Kontrolle). Die Gehalte der restlichen Mutanten der Hybride Salut wiesen zwischen 40%
und 84% der Kontrolle auf.

Dieser wesentliche Unterschied in der GSH-Konzentration der Salut-Mutanten im Vergleich zu
den IBL 04-Mutanten bezieht sich nur auf die -190-04-Mutanten der IBL 04. Die Vergleich-
barkeit der GSH-Konzentration in den -185-04-IBL 04-Mutanten und den Sonnenblumen-
mutanten der Hybride Salut war ansonsten sehr hoch (Abbildung 68).

Wie bei den GSH-Gehalten in den Kontrollen von IBL 04 und denen der Hybride Salut
festgestellt wurde, verfiigte die Salut-Kontrolle (ber eine héhere GSH-Konzentration. Dies
spiegelte sich auch bei der GSSG-Messung wider. Die Salut-Kontrolle enthielt 3 nmol/g FG
GSSG gegentiber 1,52 nmol/g FG GSSG in der Kontrolle der IBL 04. Die Mutante 13/64-19-S
verfligte Uber eine 18% hodhere GSSG-Konzentration als die Kontrolle. Alle restlichen
Pflanzen, auBer der Mutante 6/55-19-S, haben ca. 20% hdéhere GSSG-Konzentrationen im
Vergleich zu ihrer GSH-Konzentrationen in der Kontrolle. Bei der Mutante 11/81-19-S konnte
keine Veranderung der gesamten Glutathiongehalte (GSH/GSSG) festgestellt werden. Ihre

GSH-Konzentration blieb unverandert.

3.2.12 Bestimmung der Enzymaktivitdten der GSTs

3.2.12.1 CDNB-GST-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten

In der Tabelle 47 ist die spezifische GST-Aktivitat in Proteinextrakten der Mutanten der
IBL 04 dargestellt. Die in den Extrakten gemessenen CDNB-GST-Aktivitaten lagen zwischen
0,08 und 0,6 pkat/mg Protein. Bei fiinf Sonnenblumenmutanten dieser Gruppe konnten sehr
stark erhdhte GST-Enzymaktivitditen gemessen werden. Die hdchste war die Aktivitat der
Sonnenblumenmutante 14/8-185-04. Drei weitere Mutanten mit hoéherer Aktivitat fur das
Substrat Chlordinitrobenzol (CDNB) als in der Kontrolle gehérten zu der Gruppe der -185-04
Sonnenblumenmutanten. Es ist zu bemerken, dass die hier erwahnten hohen Aktivitaten der
Helianthus-Blatterextrakte immer noch vergleichsmaBig niedriger waren als die GST-
Aktivitaten anderer Pflanzenarten, zum Beispiel die der Blatter von 7. /atifolia.

Bei den Mutanten, die aus der Hybride Salut entwickelt worden waren, hatten vier von sechs
Pflanzen héhere CDNB-GST-Aktivitaten als die Kontrollen. Die héchste GST-Aktivitat wurde
bei den Sonnenblumenmutanten 13/64-19-S gemessen. Deren spezifische GST-Aktivitat war
im Vergleich wesentlich hdher als die der restlichen drei Mutanten, die verglichen mit der
Kontrolle lber eine hohere CDNB-GST-Aktivitat verfligten. Dieselbe Pflanze hatte auch die
hdchste Trockenmasse von allen Sonnenblumenmutanten aus der Hybride Salut (Tabelle 47).
Trotz der insgesamt hdheren spezifischen CDNB-GST-Aktivitdt im Enzymextrakt der einzelnen

Mutanten dieser Hybride war die hdchste GST-Aktivitat hier niedriger als bei der IBL 04.
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Tabelle 47 Spezifische GST-Aktivitdt in den Sonnenblumenmutanten der IBL 04 und der Hybride Salut. Die Enzymaktivitdten wurden fiir vier Substrate (CDNB,
NBoC, NBC, DCNB) und ein Herbizid (Fluorodifen) bestimmt. Jede Probe wurde im Triplikat gemessen und die Standardabweichungen wurden von diesen drei
Messungen bestimmt. Die Aktivitaten sind in pkat/mg Protein angegeben. Mit ,n.g" ist nicht gemessen gekennzeichnet.

M3-Sonnenblumen- Spezifische Aktivitdt der GSTs fir flnf verschiedene Substrate
mutanten Cd (mg/Kg TG) CDNB NBoC NBC DCNB Fluorodifen
Sonnenblumenmutanten der Entwicklungslinie IBL 04

Kontrolle IBL 04 1,2 0,171+0,06 3,932+1,45 2,207+1,16 0,038+0,02 0,303+0,01
6/14-185-04 n.g 0,172+0,01 9,590+0,01 5,011+0,03 0,021+0,01 0,538+0,01
17/14-185-04 1,04 0,089+0,03 0,610+0,03 0,096+0,03 0,027+0,03 0,149+0,03
14/3-185-04 1,2 0,169+0,05 2,581+0,05 0,778+0,5 0,348+0,05 0,033+0,05
20/3-185-04 0,96 0,169+0,03 4,545+0,03 7,038+0,04 0,025+0,03 0,207+0,03
1/3-185-04 0,8 0,501+0,02 9,388+0,16 1,973+0,02 0,040+0,02 0,743+0,02
12/3-185-04 1,04 0,099+0,02 1,791+0,02 0,239+0,02 0,016+0,02 0,450+0,02
11/11-185-04 0,8 0,173+0,01 4,570+0,01 0,872+0,01 0,006+0,001 0,250+0,01
18/11-185-04 0,96 0,112+0,03 2,588+0,03 0,216+0,03 0,021+0,03 0,907+0,04
4/11-185-04 0,8 0,099+0,03 2,618+0,03 3,073+0,03 0,0169+0,03 0,712+0,03
8/11-185-04 n.g 0,108+0,01 1,949+0,13 2,274+0,13 0,015+0,01 0,943+0,13
2/2-185-04 0,96 0,202+0,01 1,632+0,01 0,210+0,01 0,025+0,01 0,061+0,01
13/2-185-04 0,88 0,364+0,02 2,291+0,02 0,226+0,02 0,280+0,02 1,399+0,02
14/8-185-04 0,8 0,572+0,04 4,619+0,03 0,692+0,03 0,020+0,01 0,347+0,03
26/8-185-04 0,88 0,360+0,02 3,315+0,01 3,262+0,017 0,023+0,01 1,024+0,02
2/35-190-04 1,28 0,172+0,01 14,075+0,02 2,420+0,01 0,029+0,01 0,505+0,01
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7/35-190-04 0,88 0,104+0,03 1,514+0,03 0,784+0,04 0,011+0,03 0,674+0,03
3/50-190-04 1,12 0,126+0,04 6,630+0,04 0,336+0,04 0,016+0,014 0,208+0,04
12/50-190-04 1,04 0,128+0,07 2,580+0,07 2,058+0,07 0,201+0,07 1,111+0,07
7/67-190-04 1,04 0,057+0,01 1,137+0,01 1,006+0,01 0,031+0,01 1,294+0,01
10/67-190-04 1,04 0,298+0,01 2,496+0,01 0,166+0,01 0,030+0,01 2,822+0,01
8/2-110-04 0,96 0,098+0,05 0,709+0,05 0,168+0,05 0,012+0,005 1,607+0,05
16/2-110-04 1,12 0,122+0,01 1,484+0,01 0,290+0,01 0,030+0,01 1,184+0,01
Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut
Kontrolle Salut 1,12 0,159+0,02 5,338+1,10 1,126+0,31 0,005£0,002 0,958+0,30
9/64-19-S 1,2 0,140+0,02 1,409+0,02 0,236+0,02 0,042+0,01 0,243+0,02
13/64-19-S 1,12 0,513+0,03 5,177+0,03 2,72740,03 0,020+0,01 0,766+0,03
2/81-19-S n.g 0,289+0,03 23,315+0,09 4,042+0,04 0,034+0,02 0,188+0,03
11/81-19-S 1,12 0,275+0,05 2,298+0,05 0,334+0,05 0,033+0,05 0,663+0,05
6/55-19-S 1,04 0,385+0,01 7,780+0,01 1,287+0,01 0,007+0,001 0,431+0,01
10/55-19-S 1,04 0,094+0,03 1,451+0,03 0,174+0,03 0,022+0,01 0,667+0,03
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3.2.12.2 NBoC-GST-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten

Zur weiteren Charakterisierung der Entgiftungskapazitat wurden in der Folge Chlorbenzole
eingesetzt, die nur selten zur GST-Aktivitatsbestimmung benutzt werden, denn es hatte sich
im Rahmen der vorliegenden Arbeit herausgestellt, dass diese differenzierte Betrachtungs-
weise wertvolle Hinweise auf die Entgiftungskapazitat der untersuchten Pflanzen unter
multipler Belastung geben konnte.

Nur vier Vertreter der Mutantenlinie IBL 04 hatten héhere NBoC-GST-Enzymaktivitaten als
die Kontrolle (8-10/IBL 04). Der Verlauf kann in der Tabelle 47 und auf der Abbildung 70
gesehen werden. Die vier erwahnten Proben 6/14-185-04, 2/35-190-04, 1/3-185-04 und
3/50-190-04 verfugten aber jeweils tber 50 bis zu 250% hdéhere GST-Aktivitdten. Insgesamt
zeigten alle untersuchten Sonnenblumenmutanten dieser Linie wesentliche Steigerungen der
Nitrobenzoylchlorid (NBoC) GST-Aktivitat, da sie fast 12mal héher als die Chlordinitrobenzol-

Aktivitaten waren.
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Abbildung 70 GST-Aktivitat fir alle Modellsubstrate in Blattern der Mutanten der IBL 04 (links) und
der Hybride Salut (rechts) gestapelt. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert zwischen drei
Replikaten jeder Probe.

In der Abbildung 70 sind die spezifischen GST-Aktivitaten der Sonnenblumenmutanten der
Hybride Salut dargestellt. Die niedrigste GST-Aktivitét lag ungefahr bei 2 pkat/mg Protein
und die hochste bei 24 pkat/mg Protein (2/81-19-S). Die letztgenannte Mutante hatte damit
die héchste GST-Aktivitat von allen untersuchten Pflanzen. Die Sonnenblumenmutante 2/81-

19-S hatte im Vergleich zu der Kontrolle Salut eine um 400% hdhere spezifische Aktivitat.
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Hier kann wie bei der Sonnenblumenmutantenlinie IBL 04 die Aussage getroffen werden,
dass das Modellsubstrat NBoC die hochste GST-Aktivitat aller Chlorbenzolsubstrate fiir die
Enzymextrakte des Pflanzenmaterials der Hybride Salut hatte.

3.2.12.3 NBC-GST-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten

Wie man in der Tabelle 47 erkennt, gab es nur zwei Proben unter den Mutanten der IBL 04,
die eine ausgepragt hdhere GST-Aktivitat flir NBC als die Kontrolle hatten: 6/14-185-04 mit
entsprechend 5 pkat/mg Protein und 20/3-185-04 mit 7 pkat/mg Protein spezifische
Enzymaktivitdt. Die vorwiegende Mehrheit der restlichen Mutanten hatte eine wesentlich
niedrigere NBC-GST-Aktivitat als die Kontrolle. Die niedrigste NBC-GST-Aktivitat in IBL 04
Mutanten betrug 0,3 pkat/mg Protein und die héchste GST-Aktivitdat lag bei knapp
7 pkat/mg Protein.

Bei der Beobachtung der Sonnenblumenmutanten Salut, Tabelle 47, soll erwahnt werden,
dass erneut die Pflanzen 13/64-19-S und 2/81-19-S am aktivsten waren und Uber die
hochsten spezifischen GST-Aktivitaten im Vergleich zur Kontrolle verfligten. Diese beiden
Mutanten hatten eine ausgepragt hohe Aktivitat flir den Umsatz der Substrate CDNB und
DCNB (13/64-19-S) und CDNB, DCNB und NBoC (2/81-19-S). So wurde das Modellsubstrat
NBC mit einer spezifischen Enzymaktivitdt von 2,7 beziehungsweise 4 pkat/mg Protein
umgesetzt. Die GST-Aktivitaten der erwahnten Mutanten waren fast 1,5 und 3mal héher als
die der Kontrolle. Solche Unterschiede der GST-Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle ist nur bei
den Mutanten und den erwahnten Modellsubstraten der Hybride Salut beobachtet worden.
Die restlichen Pflanzen der Hybride Salut hatten fiir die anderen Modellsubstrate gleiche oder

niedrigere Enzymaktivitat als die Kontrolle.

3.2.12.4 DCNB-GST-Aktivitdt der Sonnenblumenmutanten

Die spezifische Aktivitat der GSTs flir das Modellsubstrat Dichlornitrobenzol (DCNB) ist in der
Tabelle 47 dargestellt. Keine der Sonnenblumenmutanten der IBL 04, auBer: 12/50-190-04
zeigte eine hohere DCNB-GST-Aktivitdt als die Kontrolle selbts. Die Enzymaktivitat dieser
Mutante war 4mal hoher als in der Kontrolle (6-10/IBL 04). Fir die Konjugation des
Modellsubstrats NBoC zeigte die gleiche Sonnenblumenmutante eine 10mal héhere Aktivitat:

2,3 pkat/mg Protein.
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Im Vergleich mit den GST-Aktivitdten der IBL 04 hatten alle Salut-Mutanten hdhere
Enzymaktivitdten als die Kontrolle (Tabelle 47). Die niedrigste GST-Aktivitat, die hier
gemessen wurde, lag bei 0,005 pkat/mg Protein (Kontrolle) und die héchste Enzymaktivitat
fur die DCNB-Messungen der Hybridmutanten lag bei 0,043 pkat/mg Protein. Dieser Wert
stellte das Aktivitatsminimum flir die Salutenzymextrakte dar. Die Sonnenblumenmutante
2/81-19-S wies, verglichen mit der Kontrolle, erneut eine substratspezifische Steigerung der
Enzymaktivitat auf, wie es auch bei NBoC und NBC der Fall war. Vergleiche zwischen den
Proben der Hybride Salut und die Proben der IBL 04 zeigten, dass die letztgenannten im

Durchschnitt tGber eine héhere DCNB-Enzymaktivitdaten verfligten.

3.2.12.5 Fluorodifen-GST-Aktivitat der Sonnenblumenmutanten

Es wird vermutet, dass es GST-Isoenzymgruppen gibt, die eine Aktivitat flr die Konjugation
von xenobiotischen Diphenylethern, wie z.B. das Herbizid Fluorodifen, zeigen. Um dieses
nachzuforschen, wurden die Sonnenblumenextrakte der IBL 04-Proben mit diesem Substrat
untersucht. Im Unterschied zu CDNB (Tabelle 47) konnten nach den Messungen mit
Fluorodifen héhere GST-Aktivitdten nachgewiesen werden. Die hochste Aktivitat lag bei dem
Mutanten 10/67-190-04 mit 2,822 pkat/mg Protein. Die niedrigste GST-Enzymaktivitat wurde
mit 0,061 pkat/mg Protein in 2/2-185-04 gemessen. Die Halfte der IBL 04-Mutanten hatte
eine mehr als 200% hdhere Enzymaktivitat als die Kontrolle. Im Gegensatz dazu gab es drei

Mutanten, deren Fluorodifen-GST-Aktivitat niedriger als 90% der Kontrolle war.

Wahrend es unter den IBL 04-Mutanten mehrere Proben gab, deren GST-Enzymaktivitat
Uber 1 pkat/mg Protein lag, gab es bei den Salut-Mutanten keinen Vertreter, der diese Marke
Uberschreiten konnte. Die niedrigste GST-Fluorodifen-Aktivitat lag bei 0,188 pkat/mg Protein
(2/81-19-S). Damit war diese Aktivitdt hoher als die niedrigste GST-Enzymaktivitat, die bei
den IBL 04-Mutanten gemessen werden konnte. Die hdchste Fluorodifen-GST-Aktivitét lag in
der Kontrolle mit 0,958 pkat/mg Protein (Tabelle 47). Damit war aber diese Enzymaktivitat
2,5fach niedriger als die hdchste GST-Aktivitat der IBL 04.

3.2.12.6 Zusammenfassende Auswertung der Sonnenblumen-Versuche

Um die Zusammenhange zwischen den bei den Sonnenblumenmutanten beschriebenen

Effekten auf einzelne Enzyme des antioxidativen Zyklus korrelierbar zu machen, wurden die
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Tabellen 48 und 49 erstellt. In diesen Tabellen wurden die einzelnen Enzymaktivitaten, die
Konzentration von Malondialdehyd und die Pigmentgehalte relativ zu den Kontrollen fir
beide Sonnenblumenmutanten beschrieben.

Bei der Betrachtung der beiden Tabellen wird die Aufmerksamkeit mehr auf die Aktivitat der

einzelnen Enzyme als auf die Unterschiede zwischen den Mutanten fokussiert.

Vergleich der Antioxidantienkapazitit der Sonnenblumenmutanten der IBL 04
Bei den Untersuchungen der Entgiftungskapazitdt der einzelnen Enzyme in den Mutanten der
IBL 04 konnte festgestellt werden, dass das Maximum bezlglich der Aktivitdat bei der
Mehrheit der Mutantenpflanzen dieser Gruppe im Ascorbat-Glutathion Zyklus lag. Wenn die
in diesem Zyklus gemessenen Enzymaktivitdten vertieft betrachtet wurden, war auffallig,
dass das lokale Maximum in der Monodehydroascorbatreduktase lag (Tabelle 48), gefolgt
von der Peroxidase. Dreizehn der dreiundzwanzig untersuchten Sonnenblumenmutanten der
IBL 04 zeigten 200 bis 400% hdhere MDHAR-Enzymaktivitat als die Kontrolle und in einem
Fall konnte sogar eine 400 bis 600% hdéhere MDHAR-Aktivitat gemessen werden.
Bei der erwdhnten Peroxidase Aktivitat wurde bei acht Proben (ein Drittel aller Messungen)
150 bis zu 400% erhdhte POX-Aktivitdten gemessen.
Bei den Enzymaktivitdten der GSTs wurden zwar die hdchsten GST-Aktivitdten fir die
Konjugation von NBOC gemessen, die hdchste Induzierbarkeit wurde jedoch fiir die
Fluorodifen-konjugierende-GST bestimmt. In dreizehn der Mutanten der IBL 04 konnten
Fluorodifen-GST-Aktivitaten um 200 bis 1000% (10/67-190-04) hdher als die Fluorodifen-
GST-Aktivitat der Kontrolle gemessen werden. Die Induzierbarkeit der restlichen GST-
Aktivitaten war eher gering.
Die Enzymaktivitaten des Glutathionperoxidase-Zyklus sind niedriger als die des Ascorbat-
Glutathion Zyklus (Tabelle 48). Das Interessante hierbei ist, dass die héchsten Aktivitaten
von GPOX und von GR in den gleichen Sonnenblumenmutanten auftraten: 18/11-185-04,
3/50-190-04 und 10/67-190-04.
Die Verteilung der hdchsten Enzymaktivitaten bei der SOD und der Katalase ist von der
Anzahl der aktiven Sonnenblumenmutanten ungefahr gleich: 15 zu 14. Was aber die Hohe
der Enzymaktivitdten betragt, lag die Katalase vorne. Vierzehn von den IBL 04-Mutanten
hatten CAT-Aktivitat (iber 200% im Vergleich zu der Kontrolle und bei vier davon lag diese
Aktivitat zwischen 600 und 1500%.
Zusammenfassend kann erwahnt werden, dass die zwei Sonnenblumenmutanten der IBL 04,
6/14-185-04 und 10/67-190-04, bei sieben unterschiedlichen Enzymmessungen sehr hohe
Aktivitaten gezeigt haben und damit die aktivsten aller IBL 04-Mutanten darstellten.
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Vergleich der Antioxidantienkapazitat in den Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut
Wie in der Tabelle 49 zu sehen ist, konnten bei den Enzymen der Hybrid Salut nicht so hohe
Aktivitaten gemessen werden wie in den Mutanten der IBL 04. Die Steigerung der Aktivitaten
konnte nur die Marke von 400-600% erreichen.

Im Ascorbat-Glutathion Zyklus sind, genau wie bei den IBL 04-Mutanten, die hdchsten
Aktivitaten bei der MDHAR festgestellt worden, die im Unterschied zu den Enzymaktivitdten
der IBL 04 nicht von der POX, sondern von der DHAR gefolgt wird. Keine der Mutanten von
Salut hatte extrem hohe Peroxidasenaktivitat gezeigt.

Die Katalase ist ein anderes Enzym, bei dem in drei Salut-Mutanten-Aktivitaten tber 200%
im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden konnten.

Keine der Pflanzen der Hybride Salut zeigte eine relevante Erhéhung der Konzentration von
Malondialdehyd (Tabelle 49).

Uberraschend hatten die Salut-Mutanten keine GST-Enzymaktivitit fir das Herbizid
Fluorodifen, daflir konnten 400 bis 600% erhéhte GST-Aktivitaten fiir die Konjugation des
Modellsubstrats DCNB festgestellt werden. Hier liegt also offenbar ein anderes GST-
Isoenzymmuster vor als bei IBL 04.

Als aktivste aller Salutmutanten zeigte sich die Sonnenblumenmutante 2/81-19-S, bei der
auch die hdchste GST-Enzymaktivitdt gemessen werden konnte. Die Salut-Mutante, bei der
die niedrigste Enzymaktivitaten gezeigt wurden, war: 6/55-19-S.
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Tabelle 48 Vergleich aller Antioxidantien-Enzymaktivitdten der Sonnenblumenmutanten der IBL 04. Die Tabelle reprasentiert die Aktivitdten der einzelnen
Enzyme, verglichen mit der Kontrolle. Die Kontrolle ist gleich 100% gesetzt und in der Tabelle nicht aufgetragen. Symbolerlduterungen: ¥ Enzymaktivitat unter
75 % im Vergleich mit der Kontrolle, e 75-150% zur Kontrolle, * 150-200% zur Kontrolle, A 200-400% zur Kontrolle, g\ 400-600% zur Kontrolle, A 600-
1000% zu Kontrolle, A 1000-1500% zur Kontrolle. Mit ,,n.g" ist nicht gemessen gekennzeichnet worden.

BLO+Mutanten | & 15 | s s |5 |3 |3 |8 |z |5 |s |s |z |5 |5 |s |z |3 |5 |8 |5 |s
06 |2 |2 |2 |2 |5 |2 2|2 |2 |2 (3|3 |[2/3|/2|s|2|3/|2|S
: + : : o o 3, i o ) o by )y )y Iy Iy iy &S iy N o )y
S8 |5 |s (2|8 |5 (s |8 |E || |5 |5 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |5 | ¢
Cd (mg/Kg TG) ng | 104 1,2 |09 | 08 | 104 | 0,8 | 0,96 | 0,8 ng |09 08| 08 (088|128 088 1,12| 1,04 | 1,04 1,04 | 0,96 | 1,12
Konzentration des Malondialdehyds
MDA ° ° ° ° ° ° \/ ° ° ° [\ ° 7 ° ° ° v 7 O ° ° °
Enzymaktivitaten der anderen Enzyme
SOD v v ) * ° ° * ° ° ° ° * * ° 7 ° ° N N ° ° v
CAT T HNEEENENERE RN AR AR E N e T HEYENENENE R °
A AN A A ) AN A A A
A A A A
A A
Enzymaktivitaten des Ascorbat-Glutathion Zyklus
POX (20K 2N 20K TR EE 2P . * * . * YR R * L Y N . .
APOX ' * * ° 7 7 ° 7 7 ° 7 7 v v ° v v v v °
MDHAR A ° r A ° ° * AN AN AN A ° A ° ° Al AN AN A ° °
A
DHAR * v ° ° * \/ ° ° ° \/ ° ° 7 ° ° O ° ° ° * O v
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Fortsetzung Tabelle 48

Enzymaktivitaten des Glutathionperoxidase Zyklus

GPOX * 7 7 ° ° * N ° ° ° 7 ° v ﬁ ] 7 °
GR v ° 7 v 7 * 7 ° ° ° v . ° h N ° °
GSH/GSSG v A AN EIERAE o J o [ A o | A NI A e * A
r» A A A
Enzymaktivitaten der GSTs
CDNB ° 7 ° p 7 ° v 7 v ° ¢ ° 7 7 7 * 7 v
DCNB v | ¥ IR R 2N 2 2N 7 o | V¥ N e e | V¥V | o
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A
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Tabelle 49 Vergleich aller Antioxidantien-Enzymaktivitaten der Sonnenblumenmutanten der Hybride Salut. Die Tabelle reprasentiert die Aktivitdten der einzelnen
Enzyme, verglichen mit der Kontrolle. Die Kontrolle ist gleich 100% gesetzt, und in der Tabelle nicht aufgetragen. Symbolerlauterungen: ¥ Enzymaktivitat unter
75% im Vergleich zur Kontrolle, e 75-150% zur Kontrolle, * 150-200% zur Kontrolle, fn 200-400% zur Kontrolle, A 400-600% zur Kontrolle. Mit ,,n.g" ist nicht
gemessen gekennzeichnet worden.

Salut Mutanten 9/64-19-S 13/64-19-S 2/81-19-S 11/81-19-S 6/55-19-S 10/55-19-S
Konzentration des Malondialdehyds
MDA v . n.g . . .
Enzymaktivitaten der anderen Enzyme
SoD . . v . . v
CAT . v A v t A
Enzymaktivitdten des Ascorbat-Glutathion Zyklus
POX v v v v . .
APOX 17 v v v v v
MDHAR . * * A . A
DHAR ) £ . ) v .
Enzymaktivitaten des Glutathinperoxidase Zyklus
GPOX ° ° ° ° ° °
GR * . v . v )
GSH/GSSG v ° ° ° * v
Enzymaktivitaten der GSTs
CDNB . A * * T v
DCNB * * M M . .
NBC v * Y v . v
NBoC v . n.g . . .
Fluorodifen v o v v v v
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3.3 Ergebnisse der Enzymmessungen in Tabak

Im Labor der PHYTOTECH (Schweiz) waren die Metallaufnahmekapazitat und das Metall-
extraktionsvermdgen ausgewahlter Tabakklone untersucht worden. Bis dahin lagen keine
Untersuchungen dieser Tabakvarianten beziiglich ihrer mdéglichen GST-Enzymaktivitat flr
organische Kontaminanten vor. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit die spezifischen
Enzymaktivitaten der GSTs bestimmt. Daneben wurden auch die Aktivitdaten mehrerer En-
zyme, die am Antioxidationszyklus beteiligt sind sowie Veranderungen im Pigmenthaushalt
unter Schwermetall-Einfluss beschrieben. Im Feldversuch hatten alle Tabakvarianten, auBer
einer einzigen (1/NBCu 10-4 F1 WT), eine 1-; 1,5- und 2fache Menge an Ammoniumsulfat
(AS) und Ammoniumnitrat (AN) als Dinger erhalten, um die Metallaufnahmekapazitat zu
erhdéhen. Unsere Hypothese war, dass diese zusétzliche Behandlung auch Auswirkungen auf

die Antioxidationsenzyme und die Entgiftung organischer Schadstoffe haben kénnte.

3.3.1 Pigmentanalyse der Tabakklone

Die Daten Uber die aus diesen Tabakpflanzen isolierten Chlorophyll- und Carotinoid-
konzentrationen sind in der Tabelle 50 dargestellt. Hier ist besonders interessant, dass die
hoéchste und die niedrigste Chlorophyll a-Konzentration in den von FoP stammenden Tabak-
klonen und ihrer Mutterpflanze gemessen wurde: 21,043+0,08 ug/g FG (2/NFCu 7-19 F1
2AN) und 8,859+0,06 pg/g FG (FoP 1AN+1AS). Die andere Mutterpflanze (BAG), die mit der
anderen Dlingungskombination gedlingt worden war, zeigte interessanterweise den gleichen
Chlorophyll a-Gehalt wie FoP, namlich 8,886+0,03 pg/ FG (3/BAG 1,5AN+1,5AS).

In den von BAG stammenden Tabakklonen konnte der gréBte Gehalt an Chlorophyll a in der
Probe 1/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS bestimmt werden, die Gber 18,898+0,17 ug/g FG verflgte.
Anscheinend hatte die Diingung einen besonderen Einfluss auf die Chlorophyll-Konzentration
der Tabakklone mit FoP-Ursprung, aber nicht auf die der Mutterpflanze BAG. Dies spiegelt
sich auch bei der Chlorophyll b-Bestimmung und in der Gesamtchlorophyll-Konzentration
wider. Wahrend die Unterschiede zwischen der niedrigsten und der héchsten Chlorophyllkon-
zentration den Faktor 3 ausmachten, konnten bei den Carotinoiden nur geringe Konzen-
trationsunterschiede festgestellt werden. Trotz der gréBeren Schwankungen im Bereich der
Pigmente konnten keine groBen Unterschiede im Verhdltnis der Pigmente untereinander
festgestellt werden. Die Werte flir das a/b-Verhaltnis aller Tabakklone lagen zwischen 2,7
und 3,07. Die a+b/x+c-Verhdltnisse betrugen 3,8 und 4,4 fur alle Tabakklone. Der
unbehandelte Tabakklon hatte in jeder Hinsicht Pigmentkonzentrationen im mittleren

Bereich.
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Tabelle 50 Pigmentanalyse der Tabakklone, die mit unterschiedlichen Diingungen behandelt wurden. Jeder Wert reprasentiert drei unabhdngige Messungen
einer Probe mit drei Replikaten + die Standardabweichungen. Chlorophyll a+b reprasentiert Gesamtchlorophyll, das a/b-Verhadltnis stellt die Beziehung
Chlorophyll a zu Chlorophyll b dar; das a+b/x+c stellt das Verhaltnis zwischen dem Gesamtchlorophyll und den Carotinoiden dar. Die Konzentrationen wurden in

Mg/g FG dargestellt. Mit ,,n.g" ist nicht gemessen gekennzeichnet worden.

Pigmentanalyse der Tabakklone behandelt mit verschiedenen Diingungen

Chlorophyll a Chlorophyll b Chlorophyll a+b Carotinoide (Cx+c) a/b a+b/x+c

BAG Tabakmutanten
1/BAG 2AS 15,402+0,94 5,561+0,17 20,964+1,11 4,851+0,20 2,77 4,32
3/BAG 1.5AN+1.5AS 8,886+0,03 3,026+0,03 11,913+0,05 2,839+0,02 2,94 4,19
NBCu 10-8 F1 2AN n.g n.g n.g n.g n.g n.g
1/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS 18,898+0,17 6,349+0,07 25,247+0,24 6,053+0,05 2,98 4,17
3/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS 14,702+0,03 4,794+0,02 19,496+0,04 4,743+0,03 3,07 4,11
4/NBCu 10-4 F1 2AN 12,001+0,04 4,121+0,02 16,123+0,05 3,772+0,02 2,91 4,27
1/NBCu 10-4 F1 1AN+1AS 12,992+0,04 4,350+0,02 17,342+0,04 4,337+0,01 2,99 3,99
1/NBCu 10-4 F1 WT 12,389+0,26 4,851+0,07 17,241+0,33 4,458+0,07 2,55 3,87

FoP Tabakmutanten
FoP 1AN+1AS 8,859+0,06 3,188+0,01 12,048+0,06 2,782+0,03 2,78 4,33
3/NFCu 7-15 F1 2AS 17,021+0,06 5,982+0,02 23,003+0,07 5,848+0,03 2,85 3,93
3/NFCu 7-15 F1 1,5AN+1,5AS 12,050+0,06 3,919+0,02 15,969+0,06 3,612+0,02 3,07 4,42
2/NFCu 7-15 F1 1AN+1AS 17,594+0,07 5,724+0,02 23,318+0,07 5,529+0,03 3,07 4,22
2/NFCu 7-19 F1 2AN 21,043+0,08 7,510+0,07 28,558+0,14 6,360+0,04 2,80 4,49
2/NFCu 7-19 F1 1,5AN+1,5AS 14,322+0,05 4,900+0,02 19,223+0,06 4,662+0,02 2,92 4,12
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3.3.2 MDA-Konzentration der Tabakklone

Malondialdehyd (MDA) ist das Endprodukt der Lipidperoxidation. Wenn es gebildet wird,
haben freie Radikale mit den ungesattigten Fettsauren der Membranlipide reagiert.

Die niedrigste MDA-Konzentration (Abbildung 71) ist in dem /in vitro Tabakklon 2/NFCu 7-19
F1 2AN bestimmt worden (11 pymol/g FG), der (ber eine sehr niedrige Biomasse (216 g/TG)
und Cd-Extraktionskapazitat (0,26 mg/Pflanze) verfligt. Es ist sehr interessant, dass die
hoéchste MDA-Konzentration in dem unbehandelten /n vitro Tabakklon NBCu 10-4 F1 WT
gemessen werden konnte (61 umol/g FG), der in der Biomasse (217 g/TG) und Cd-
Extraktionskapazitat (0,23 mg/Pflanze) dem Klon mit der niedrigsten MDA-Konzentration am
ahnlichsten ist. AuBer bei dem Tabakklon NBCu 10-4 F1 2AN (50 pymol/g FG) mit Biomasse
von 726 g/TG und Cd-Extraktionskoeffizient von 0,98 mg/Pflanze, liegen die Konzentrationen

aller restlichen Proben unter 42 pmol/g FG.
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Abbildung 71 MDA-Konzentration in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen Diingungen
behandelt wurden. Die Abkirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat) sind flr die
Dingervarietdten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe gekennzeichnet. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei Replikate jeder Probe.

3.3.3 SOD-Aktivitit der Tabakklone

Die Superoxiddismutase (SOD)-Aktivitdt ist in der Reihe von Tabakklonen NBCu 10-8 F1
(13/NBCu 10-8 F1 2AN, 1/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS, 3/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS) auffallig hoch
(Abbildung 72). Deren Aktivitéaten sind bis zu dreimal hoher als die Aktivitat aller anderen
Tabakklone. In Mutterpflanzen von BAG (3/BAG 1,5AN+1,5AS) und FoP (FoP 1AN+1AS)
fuhrt die Behandlung mit gemischtem Diinger auch zu erhéhter SOD-Aktivitdt. Die beiden

142



Kapitel 3 Ergebnisse — Nicotiana tabacum

Tabakklone verfligen auch lber eine héhere Biomasse und Cd-Extraktionskapazitat von 1,14
bzw. 0,81 mg/Pflanze. Von den restlichen Tabakklonen mit Ursprung FoP hat der 2/NFCu 7-
19 F1 2AN die hdchste Aktivitat. Das ist andererseits der Tabakklon mit der niedrigsten Cd-
Extraktionskapazitat von 0,26 mg/Pflanze. Aber wenn wir diese Mutterpflanzen mit der BAG
Mutterpflanze (1/BAG 2AS) vergleichen, die auch die doppelte AS-Menge bekommen hat und
Uber eine 4,5fach hdhere Cd-Extraktionskapazitat verfiigt, sieht man, dass in der ersten

Probe eine 30% hohere SOD-Aktivitat gemessen worden ist: 52 zu 19%.
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Abbildung 72 Hemmung der Adenochrombildung in Bldttern der Tabakklone, die mit
unterschiedlichen Diingungen behandelt wurden. Die Abkiirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN
(Ammoniumnitrat) sind flir die Diingervarietdten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte
Probe gekennzeichnet. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert £+ die Standardabweichung fiir drei
Replikate jeder Probe.

3.3.4 CAT-Aktivitat der Tabakklone

Wie in der Abbildung 73 deutlich wird, ist die Katalase in den Tabakklonen in bis zu
dreiBigmal hdéheren Aktivitaten als GPOX zu finden. Die hdchste CAT-Enzymaktivitat liegt bei
5220 pkat/mg Protein (3/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS). Das ist der Tabakklon, der Uber die
héchste Biomasse von 798 g/TG und die dritthdchste Cd-Extraktionskapazitdat von
1,15 mg/Pflanze  verfiigt.  Die niedrigsten  Aktivitdten liegen  bei  ungefahr
110 pkat/mg Protein. Im Vergleich der MDHAR-Aktivitat der /n vitro Tabakklone von NBCu F1
und NFCu F1 fallt auf, dass die Tabakklone mit der héheren MDHAR-Aktivitat Gber geringere
CAT-Enzymaktivitat verfiigen und umgekehrt. Wahrend die doppelte AS-Diingung zu einer
sehr starken Hemmung der Katalase im NFCu F1 /7 wviro Tabakklon fihrt
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(7 pkat/mg Protein), kann mit der doppelten Menge an AN eine ganz andere Wirkung auf die
gleichen Tabakklone erzielt werden (450 pkat/mg Protein). Bezliglich Biomasse und Cd-
Extraktion verhalten sich Pflanzen, die mit der 2fachen AS- bzw. mit AN gediingt wurden,
gegenlaufig. Die doppelte Menge an AS fihrte im Unterschied zu AN zur 3fachen Steigerung
der Biomasseproduktion und Cd-Extraktion. Der unbehandelte Tabakklon NBCu 10-4 F1
dagegen zeigt die gleiche Enzymaktivitat wie der gehemmte NFCu F1 Klon.
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Abbildung 73 Spezifische Katalase-Aktivitat in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen
Diingungen behandelt wurden. Die Abklrzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat)
sind flr die Dingervarietdten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe
gekennzeichnet. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei
Replikate jeder Probe.

3.3.5 POX-Aktivitat der Tabakklone

Die Aktivitaten dieses Enzyms variieren zwischen 0,003 pkat/mg Protein und
0,49 pkat/mg Protein (Abbildung 74). Insgesamt ist in den Tabakklonen der NBCu-Reihe eine
héhere POX-Enzymaktivitdt gemessen worden als in denen der NFCu-Reihe. Die hdéchste
Peroxidaseaktivitdt Uberhaupt ist auch unter den NBCu-Tabakklonen gemessen worden
(1/NBCu 10-4 F1 1AN+1AS) und war viermal so hoch wie die niedrigste Aktivitat
(3/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS). Es ist interessant zu erwdhnen, dass diese beiden so weit
auseinander liegenden Aktivitaten bei der gleichen Diingung (1AN+1AS) festgestellt worden

sind. Dabei hat der Tabakklon mit der hoheren POX-Aktivitat nur mittelhohe Biomasse und
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Cd-Extraktion im Gegensatz zum Tabakklon mit der niedrigsten POX-Aktivitat, der Gber die
hoéchste Biomasse (809 g/TG) und Cd-Extraktion (1,29 mg/Pflanze) verfiigt. AuBer der
Mutterpflanze 1/BAG 2AS, die auch eine POX-Aktivitat unter 0,1 pkat/mg Protein hat,
verfiigen die restlichen Tabakklone Uber eine POX-Aktivitat héher als 0,2 pkat/mg Protein.
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Abbildung 74 Spezifische POX-Aktivitat in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen
Dingungen behandelt wurden. Die Abkirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat)
bezeichnen die Diingervarietdten. Mit WT wurde die unbehandelte Probe gekennzeichnet. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei Replikate jeder Probe.

Der Tabakklon (1/NBCu 10-4 F1 WT) mit Ursprung BAG, der nicht mit Dinger behandelt
wurde, zeigt POX-Aktivitaten im mittleren Bereich bei 0,29 pkat/mg Protein.

Wie aus der Abbildung 74 zu entnehmen ist, hemmt die hohe Dlingungsrate mit 2AS die
POX-Aktivitat in BAG sowie auch die 2AN Dilingung bei den NBCu 10-4 F1 Klonen. Das ist
aber mit der Biomasseproduktion und die Cd-Extraktion nicht in Verbindung zu setzen, weil
die erwahnten Parameter dieser beiden Tabakklone sehr unterschiedlich sind (iber 700 g/TG
und um 1 mg/Pflanze). Die NFCu-Tabakklone haben, ohne besonderen Einfluss der

verwendeten Dlingungskombination, POX-Enzymaktivitat weit unter 0,2 pkat/mg.

3.3.6 APOX-Aktivitat der Tabakklone
Das absolute APOX-Aktivitats-Maximum hat der Tabakklon NBCu10-4 F1. In diesem Fall aber,

im Unterschied zu der POX-Aktivitdt, erwies sich die doppelte Diingung als besserer APOX-
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Aktivator, der auch zu erhdhten TG von 726 g und verbesserten Cd-Extraktionskapazitat von
0,98 mg/Pflanze fiihrt. Die Dingung der gleichen Tabakklone mit 1AN+1AS flihrte zu 50%
niedrigerem TG und Cd-Extraktionskapazitét und zu einer Hemmung der APOX-
Enzymaktivitat. Bei dem NBCu-Tabakklonen findet man die gleichen Effekte wie bei der POX.
Die doppelte Dingung (BAG 2AS: 0,7 pkat/mg Protein) bewirkt eine geringere Aktivitat
(Abbildung 75).
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Abbildung 75 Spezifische APOX-Aktivitdat in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen
Dliingungen behandelt wurden. Die Abkilirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat)
sind flir die Diingervarietiten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe
gekennzeichnet. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei
Replikate jeder Probe.

Die starksten APOX-Effekte sind in Tabakklonen mit FoP-Ursprung gemessen worden.
Insgesamt sind die Enzymaktivitdten bis zu 4mal so hoch wie die von POX. Der Tabakklon,
der die doppelte AN-Diingung erhalten hatte, weist erneut die niedrigsten Enzymaktivitaten
auf: 2/NFCu 7-19 F1 2AN (0,2 pkat/mg Protein). Daflir scheint es, dass die doppelte Menge
an AS eine Wirkung auf die APOX-Enzymaktivitat hat: 3/NFCu 7-15F1 2AS hat
1,2 pkat/mg Protein, geringes TG und mittlere Cd-Extraktionskapazitat. Die Enzymaktivitdten
bei den Klonen von FoP ist 10 bis 15-mal hoher als die POX-Aktivitaten.
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3.3.7 MDHAR-Aktivitat der Tabakklone

Die Monodehydroscorbatreduktase (MDHAR) ist ein weiteres Enzym des Ascorbat-Glutathion
Zyklus, das daflir sorgt, dass Ascorbat im System nachgeliefert wird. Die hdchste und
bestandigste  MDHAR-Enzymaktivitat bei den NBCu Fl-Tabakklonen konnte im
unbehandelten NBCu 10-4 F1 WT (0,2 pkat/mg Protein) gemessen werden (Abbildung 76).
Alle restlichen Tabakklone von NBCu weisen MDHAR-Aktivitaten zwischen 0,05 und
0,09 pkat/mg Protein auf. Die Diingungsvorgaben scheinen keinen groBen Einfluss auf die
MDHAR-Aktivitét zu haben.

Uber die héchste MDHAR-Enzymaktivitdt unter den Tabakklonen verfiigt NFCu 7-15 F1
1AN+AS (0,35 pkat/mg Protein). Diese Pflanze hat das hdchste TG von 716 g und eine
bemerkenswerte Cd-Extraktionskapazitat von 1,08 mg/Pflanze. Bei den restlichen Tabak-
klonen der NFCu F1 Gruppe ist zwar ein Dlngungseffekt zu sehen, aber dieser ist nicht
signifikant. Es ist lediglich eine leichte Abnahme der Enzymaktivitdt mit der zunehmenden
Dingungskonzentration zu beobachten. Die starkste Hemmung ist bei 2AN und 2AS
gemessen worden: NFCu 7-15 F1 2AS und NFCu 7-19 F1 2AN. Dabei verfligt der Tabakklon
NFCu 7-15 F1 2AS Uber 622 g TG und einer Extraktionskapazitét von 0,65 mg/Pflanze im
Vergleich zu dem Tabakklon NFCu 7-19 F1 2AN, dessen TG und Cd-Extraktionskapazitat bei

einem Drittel der eben genannten liegen.
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Abbildung 76 Spezifische MDHAR-Aktivitat der in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen
Dingungen behandelt wurden. Die Abkirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat)
sind fir die Diingervarietiten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe
gekennzeichnet. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei
Replikate jeder Probe.
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3.3.8 DHAR-Aktivitat der Tabakklone

Dehydroascorbatreduktase (DHAR) ist das Enzym, das fiir die Bildung von Ascorbat aus
Dehydroascorbat und oxidiertem Glutathion aus reduziertem Glutathion zustandig ist. Wie in
der Abbildung (77) zu sehen ist, hat die DHAR bis zu 25mal héhere Enzymaktivitat als die
MDHAR. Hier hat der Tabakklon NBCu 10-4 F1 WT die niedrigste Enzymaktivitat von allen
Tabakklonen (4 pkat/mg Protein). Es soll darauf hingewiesen werden, dass der Tabakklon
NBCu 10-4 F1 WT auch Uber das zweitniedrigste TG (217 g) und geringe Cd-
Extraktionskapazitat (0,23 mg/Pflanze) verfugt. Die hochsten Enzymaktivitdten wurden mit
24 pkat/mg Protein in den /n vitro Tabakklonen: NBCu 10-8 F1 1AN+1AS (TG: 809 g, Cd-
Extraktionskapazitat: 1,29 mg/Pflanze) und NFCu 7-19 F1 2AN (TG: 216g, Cd-
Extraktionskapazitat: 0,26 mg/Pflanze) bestimmt.

Bei den von BAG stammenden Tabakmutanten ist deutlich zu erkennen, dass die doppelte
Dingermenge die Enzymaktivitat auf die Halfte reduziert. Die Tabakvariante mit Mutter-
pflanze FoP ist mit der gemischten Diingung gediingt worden, aber ihre DHAR-Aktivitat ist

auch wesentlich niedriger als die der Tabakklone von NFCu F1.
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Abbildung 77 Spezifische DHAR-Aktivitédt in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen
Diingungen behandelt wurden. Die Abkiirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat)
sind flr die Dingervarietdten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe
gekennzeichnet. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei
Replikate jeder Probe.

148



Kapitel 3 Ergebnisse — Nicotiana tabacum

3.3.9 GPOX-Aktivitit der Tabakklone
Die Glutathionperoxidase (GPOX) ist die Alternative zur DHAR bei der Entgiftung von

reaktiven Sauerstoffspezies. Die GPOX ist Teil des Glutathionperoxidase-Zyklus und ver-
wendet als Substrat das Wasserstoffperoxid. Dabei benétigt sie GSH als Elektronenakzeptor.
Wie in der Abbildung 78 gesehen werden kann, haben die Tabakmutterpflanzen BAG und
FoP sowie der /n vitro Tabakklon 1/NBCu 10-4 F1 WT die geringsten GPOX-Enzymaktivitaten.
Bei den /in vitro Tabakklonen von NFCu 7-19 F1 spielt es kaum eine Rolle, ob es eine
gemischte Dingung war oder die doppelte Menge an AN appliziert wurde, weil in beiden
Fallen die GPOX-Aktivitat gleich hoch ist: 10 pkat/mg Protein. Dies gilt aber nicht flir die /n
vitro Tabakklone von NFCu 7-15 F1, bei denen die doppelte AS-Diingermenge und die ge-
mischte Diingung 1,5AN+1,5AS (1 pkat/mg Protein) eine Hemmung der GPOX-Aktivitat zur
Folge haben, wobei die Trockenmasse fast gleich ist, aber eine gemischte Dlingung zur
doppelten Cd-Extraktionskapazitdt geftihrt hat (0,65 zu 1,08 mg/Pflanze). Die Kombination
von 1AN+1AS fihrt dagegen zur Steigerung der Aktivitat auf 6 pkat/mg Protein. Die hdchste
GPOX-Enzymaktivitat wurde im /n vitro Klon NBCu 10-8 F1 1AN+1AS (18,9 pkat/mg Protein),

gemessen, der Uber die zweithéchste TG und Cd-Extraktionskapazitat verfiigt.
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Abbildung 78 Spezifische GPOX-Aktivitat in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen
Dingungen behandelt wurden. Die Abkirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat)
sind flr die Diingervarietditen verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe
gekennzeichnet. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei
Replikate jeder Probe.
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3.3.10 GR-Aktivitat der Tabakklone

Die Aktivitat der GR im Tabak ist in der Abbildung 79 dargestellt. Die niedrigste GR-Aktivitat
liegt bei 0,5 pkat/mg Protein (NBCu 10-8 F1 1AN+1AS) und die beiden hdchsten bei
2 pkat/mg Protein (in dem /n vitro Klon NBCu 10-4 F1 1AN+1AS und der Klonmutterpflanze
FoP 1AN+1AS). Die GR-Enzymaktivitaten der /n vitro Klone von NFCu F1 scheinen nicht sehr
durch die Dingung beeinflusst zu sein, weil die unterschiedlichen Diingungskombinationen
zu keinerlei Unterschied in der GR-Aktivitat geflihrt haben. Der unbehandelte /n vitro Klon
von 1/NBCu 10-4 F1 WT weist Enzymaktivitdten in der gleichen Hohe wie die behandelten

Pflanzen auf.
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Abbildung 79 Spezifische GR-Aktivitat in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen
Dingungen behandelt wurden. Die Abkirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat)
sind fir die Diingervarietiten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe
gekennzeichnet. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei
Replikate jeder Probe.

3.3.11 Glutathiongehalte der Tabakklone

Die behandelten Tabakklone zeigen GSH-Gehalte zwischen 70 und 180 nmol/g FG
(Abbildung 80). Je nach Ammoniumdiingung kénnen kleinere Unterschiede in der GSH-
Konzentration festgestellt werden. Die hdéchste GSH-Konzentration ist bei einem FoP-
Tabakklon gemessen worden (3/NFCu 7-15 F1), der mit 1,5facher Menge an gemischtem

Dinger behandelt wurde und Uber die héchste Trockenmasse von 716 g und einer Cd-

150



Kapitel 3 Ergebnisse — Nicotiana tabacum

Extraktionskapazitat von 1,08 mg/ Pflanze verfligt. Der Tabakklon mit der zweithdchsten
GSH-Konzentration wurde auch mit Mischdinger von 1,5fachem Ammoniumsulfat und
1,5fachem Ammoniumnitrat behandelt. Es ist schwer, einen Zusammenhang zwischen der
Diingung und der GSH-Konzentration zu finden, weil der unbehandelte Tabakklon NBCu 10-4
F1 von BAG auch Uber eine GSH-Konzentration von 125 nmol/g FG verfligt, obwohl er tber
dreimal niedrigeres TG (217 g) und eine Cd-Extraktionskapazitdt von nur 0,26 mg/Pflanze
verfligt.

Es wurde kein Trend festgestellt, dass eine hdhere Diingung zu hdheren GSH-Gehalten
gefiihrt hatte und umgekehrt. Jeder Tabakklon reagiert individuell unterschiedlich auf die

Untersuchungsbedingungen.
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Abbildung 80 GSH-Konzentration in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen Diingungen
behandelt wurden. Die Abkiirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat) sind fir die
Diingervarietaten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe gekennzeichnet. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert £ die Standardabweichung fiir drei Replikate jeder Probe.

Bei der Untersuchung der GSSG-Gehalte der Tabakklone (Abbildung 81) konnten inter-
essante Effekte festgestellt werden. Der unbehandelte Tabakklon NBCu 10-4 F1 hat die
gleiche GSSG-Konzentration wie der NBCu 10-4 F1 Tabakklon, der mit der doppelten Menge
an Ammoniumnitrat behandelt wurde und Uber das dreifache an TG und Cd-Extraktions-
kapazitat aufweist. Die beiden Tabakklone von FoP NFCu 7-15 F1 1,5 AN + 1,5 AS und NFCu
7-19 F1 2 AN verhalten sich reziprok. Wahrend der Tabakklon, der mit der doppelten Menge
an Ammoniumnitrat behandelt wurde, eine niedrige GSH-Konzentration (98 nmol/g FG zu

180 nmol/g FG) in den Blattern hatte, verfigte er Uber die hdhere GSSG-Konzentration
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(0,72 nmol/g FG zu 0,42 nmol/g FG) und umgekehrt (Abbildung 80 und Abbildung 81) bei
niedrigstem TG (216 g) und geringerer Cd-Extraktionskapazitat (0,26 mg/Pflanze).
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Abbildung 81 GSSG-Konzentration in Blattern der Tabakklone, die mit unterschiedlichen Diingungen
behandelt wurden. Die Abkirzungen AS (Ammoniumsulfat) und AN (Ammoniumnitrat) sind flr die
Diingervarietaten verwendet worden. Mit WT wurde die unbehandelte Probe gekennzeichnet. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir drei Replikate jeder Probe.

3.3.12 Bestimmung der Enzymaktivitidten der GSTs

3.3.12.1 CDNB-GST-Aktivitat der Tabakklone

In der Tabelle 51 sind alle spezifischen Aktivitdten der GSTs fiir die liblichen Modelsubstrate,
die in den Tabakklonen gemessen wurden, beschrieben.

Fir die Konjugation des Substrats CDNB liegen die Enzymaktivitaten in den Extrakten nahe
beieinander. Die hochste GST-Aktivitét konnte mit 2,606 pkat/mg Protein in Tabakklon
3/NFCu 7-15 F1 1,5AN+1,5AS (mit sehr hohe TG und Cd-Extraktionskapazitat) bestimmt
werden und die niedrigste Enzymaktivitat liegt mit 0,927 pkat/mg Protein beim Tabakklon
NBCu 10-8 F1 2AN (mit sehr niedrigem TG und Cd-Extraktionskapazitdt). Die Mutterpflanzen,
die der Ausgangspunkt dieser Tabakklone waren, aber selbst erhéhte Diingungsraten be-
kommen haben, verfligen Uber die nachst héheren Enzymaktivitaten: 2,658 pkat/mg Protein
(FOP1AN+1AS) und 2,655 pkat/mg Protein (1/BAG 2AS) sowie TG und Cd-Extraktionskapa-

zitat.
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Bei den Tabakklonen ,Badischer Geudertheimer® (BAG) nahm die Enzymaktivitat flir das
Substrat CDNB mit den niedrigeren Konzentrationen an Dinger leicht ab. Bei den Tabak-
klonen der NBCu 10-8 F1-Reihe konnte das nicht beobachtet werden, denn der Klon mit der
hochsten Konzentration an Ammoniumnitrat (2AN) zeigte die niedrigste Enzymaktivitat fur
CDNB und die Varianten des gleichen Tabakklons mit der gemischten Dingung wiesen
hohere CDNB-GST-Aktivitdt auf. Bei dem Tabakklon NBCu 10-4 F1 stieg die CDNB-GST-
Aktivitat mit der Diingermenge sehr deutlich. Die doppelte Menge an Ammoniumnitrat verur-
sachte die hochsten Effekte, wahrend die Probe, die nicht behandelt wurde, die niedrigste
CDNB-GST-Enzymaktivitat flir diese Tabakvariante zeigte.

Bei den Tabakklonen der Forchheim Pereg (FoP) ist als klare Tendenz zu erkennen, dass die
CDNB-GST-Enzymaktivitat bei den beiden Varianten dieses Tabakklons von der hdheren
Dingerbehandlung zur niedrigeren abnimmt. Die Konjugation von CDNB scheint also eher

ernahrungsbedingt als schadstoffinduziert zu variieren.

3.3.12.2 NBoC-GST-Aktivitat der Tabakklone

Wie bei den Sonnenblumenmutanten (Kapitel 3.2.12.2) erweist sich NBoC auch bei den
Tabakklonen als das beste Modelsubstrat fiir die glutathionabhangige Konjugation (Tabelle
51). Die niedrigste NBoC-GST-Aktivitat wurde in dem Tabakklon FOP1AN+1AS gemessen:
1,678 pkat/mg Protein. Die hdchste Enzymaktivitdt konnte mit 45,547 pkat/mg Protein in
dem Tabakklon: 2/NFCu 7-19 F1 2AN bestimmt werden.

In der Reihe der Tabakklone mit der Mutterpflanze Bergisch Geudertheimer Klonen (BAG)
konnte festgestellt werden, dass die Verdoppelung der Menge an Ammoniumsulfat die NBoC-
GST-Enzymaktivitat stark reduziert. Gemischte Dlingung stimuliert dagegen die Aktivitat der
NBoC-GST bei den Tabakklonen 3/BAG 1,5AN+1,5AS und 1/NBCu 10-4 F1 1AN+1AS, wobei
der erste Tabakklon Uber die doppelte TG und Cd-Extraktionskapazitdt (861 g und
1,37 mg/Pflanze) verfiigt. Es muss hierbei auch erwahnt werden, dass der Tabakklon
1/NBCu 10-4 F1 WT auch ohne Diingung sehr hohe Enzymaktivitat zeigt, aber ber die nied-
rigste TG und Cd-Extraktionskapazitat verfiigt.

Bei den Tabakklonen von NFCu 7-19 F1 verursacht die doppelte Diingung die starksten
Effekte auf die Aktivitat der NBoC-GSTs, wobei diese Pflanze Uber sehr niedrige TG und Cd-
Extraktionskapazitat verfligt, wahrend und bei den NFCu 7-19 F1-Tabakklonen die gemischte
Dingung mit 1,5AN + 1,5AS fir die gleichen Effekte sorgt (Tabelle 51). Der Abstand
zwischen der hdchsten und der niedrigsten NBoC-Enzymaktivitat in den Tabakklonen mit der

Mutterpflanze FoP liegt bei 44 pkat/mg Protein.
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3.3.12.3 NBC-GST-Aktivitaten der Tabakklone

Der groBte Teil der Tabakklone mit BAG-Ursprung zeigt stabile NBC-GST-Enzymaktivitat um
6 pkat/mg Protein (Tabelle 51). Die niedrigste GST-Aktivitat fir dieses Substrat konnte im
Tabakklon NBCu 10-8 F1 2AN bestimmt werden; nur 0,784 pkat/mg Protein. Noch eine
deutliche Ausnahme in dieser Reihe ist der Tabakklon 3/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS, bei dem
1,877 pkat/mg Protein gemessen wurde. Interessant ist, dass die beiden hier erwdhnten
Tabakklone mit den niedrigsten NBC-Enzymaktivitaten auch flir das Substrat CDNB die nied-
rigsten GST-Aktivitdten zeigten. In den Messungen fiir NBoC sind sie hingegen durch-
schnittlich gut vertreten. Die beiden Tabakklone unterscheiden sich auch stark in Bezug auf
ihre TG und Cd-Extraktionskapazitat. Wahrend der Tabakklon NBCu 10-8 F1 2AN (ber
niedrigere TG und Cd-Extraktionskapazitat verfligt, konnten in dem Tabakklon 3/NBCu 10-8
F1 1AN+1AS die doppelten Einheiten an TG und Cd-Extraktionskapazitat (TG: 798 g und Cd-
Extraktionskapazitat 1,15 mg/Pflanze) bestimmt werden.

Was die Tabakklone mit der Mutterpflanze FoP flir die Konjugation des Modelsubstrats NBC
betrifft (Tabelle 51), ist erneut, wie bei CDNB und NBoC schon gezeigt, die hochste
Enzymaktivitat von 7,811 pkat/mg Protein gemessen worden (2/NFCu 7-15 F1 1AN+1AS).
Das ist auch die Pflanze mit der hdchsten Trockenmasse und dem hdchsten Cd-
Extraktionsvermdgen unter den FoP Tabakklonen. Die niedrigste NBC-GST-Enzymaktivitat
der FoP Tabakklone liegt mit 2,306 pkat/mg Protein im Tabakklon 2/NFCu 7-19 F1
1,5AN+1,5AS. Diese Tabakvariante hat auch fiir das Substrat CDNB deutlich niedrigere GST-

Enzymaktivitaten.

3.3.12.4 DCNB-GST-Aktivitat der Tabakklone

Fir das Substrat DCNB wurde, ahnlich wie bei den Sonnenblumenmutanten (Kapitel
3.2.12.4), die niedrigsten GST-Enzymaktivitaten in den Tabakklonen gemessen (Tabelle 51).
Die niedrigste DCNB-GST-Enzymaktivitdt wurde von einem BAG-stammenden-Tabakklon
gemessen: 0,054 pkat/mg Protein beim NBCu 10-8 F1 2AN, der Uber niedrigere TG und Cd-
Extraktionskapazitat verfligt. Das ist der Tabakklon, der mit der doppelten
Ammoniumnitratdiingung die hochste Enzymaktivitét flir das Herbizid Fluorodifen zeigte.
Offenbar wird die Fluorodifen-GST-Aktivitat auf Kosten der DCNB-Konjugation erhoht. Die
héchste DCNB-GST-Enzymaktivitat flr alle Tabakklone wurde im FOP1AN+1AS gemessen:
0,460 pkat/mg Protein. Der unbehandelte Tabakklon 1/NBCu 10-4 F1 WT zeigte eine
Enzymaktivitat von 0,065 pkat/mg Protein. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im

Vergleich zu den anderen Modelsubstraten DCNB die niedrigsten GST-Effekte verursacht. Das
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ist auch das Substrat, bei dem die niedrigsten Abweichungen innerhalb der Aktivitdten der

verschiedenen Diingungsreihen gemessen werden konnten.

3.3.12.5 Fluorodifen-GST-Aktivitat der Tabakklone

Im Vergleich zu den Modelsubstraten wird das Herbizid Fluorodifen mit geringeren GST-
Enzymaktivitaten umgesetzt, wie aus Tabelle 51 zu entnehmen ist. Die spezifischen Enzym-
aktivitdten sind im Durchschnitt zehn Prozent niedriger als die GST-Aktivitdten der
Modelsubstrate. Von allen Tabakklonen der Mutterpflanzen BAG und FoP, deren Fluorodifen-
GST-Enzymaktivitdt gemessen wurde, ist 0,163 pkat/mg Protein das absolute Minimum der
GST-Aktivitat. Dieser Wert wurde im Tabakklon 1/NBCu 10-4 F1 WT bestimmt, der nicht
gediingt worden war und Uber geringeres TG und wenig Cd-Extraktionskapazitat verfiigt.
Das Maximum der Enzymaktivitdt konnte mit 1,998 pkat/mg Protein bei dem Tabakklon
NBCu 10-8 F1 2AN bestimmt werden, der mit der doppelten Menge Diinger behandelt
worden war, aber Uber ahnliche TG (333 g) und Cd-Extraktionskapazitat (0,58 mg/Pflanze)
wie der unbehandelte BAG-Tabakklon verfligt. Damit wurden die niedrigste und die héchste
Enzymaktivitat in der Gruppe der BAG-Tabakklone bestimmt. Es scheint, dass die Dingung
mit Ammoniumnitrat die Aktivitat der Fluorodifen-GST erhoht.

Bei den von FoP-stammenden-Tabakklonen konnten flir Fluorodifen (Tabelle 51) auch
ahnlich hohe GST-Aktivitdten bestimmt werden. In diesem Fall fuhrt aber die doppelte
Behandlung mit Ammoniumnitrat zu der niedrigsten Fluorodifen-Enzymaktivitat
(0,124 pkat/mg Protein in dem Tabakklon 2/NFCu 7-19 F1 2AN), bei niedrigster TG und Cd-
Extraktionskapazitat. Die hdchste GST-Enzymaktivitat im FoP Tabakklon konnte mit der
gemischten Dingung erzielt werden (2/NFCu 7-19 F1 1,5AN+1,5AS). Sie ist mit
1,505 pkat/mg Protein 12mal hoher als bei der 2AN-Dingung. Offenbar héngt die
Konjugation des Herbizids zwar vom Dungerstatus der Pflanze ab, wird aber durch weitere
Faktoren beeinflusst, die herkunftsbedingt sind oder durch Stress hervorgerufen werden.
Dies ist also anders als beim gangigen Standardsubstrat CDNB.
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Tabelle 51 Spezifische Enzymaktivitdt der Tabakklone, die auf dem Versuchsfeld in der Ostschweiz gewachsen waren fiir die Modelsubstrate CDNB, NBoC, NBC,
DCNB und das Herbizid Fluorodifen. Die Tabakklone wurden auf dem Feld mit vier verschiedenen Diingungen gediingt: doppelte Menge an Ammoniumnitrat
(2AN), doppelte Menge an Ammoniumsulfat (2AS), zwei verschiedene gemischte Diingungen: 1AN+1AS und 1,5AN+1,5AS. Es gibt auch einen Klon, der nicht
gediingt wurde und mit WT (whitout treatment) bezeichnet ist. Die Enzymaktivitaten stellen drei photometrische Bestimmungen jeder Probe dar. Jede
Bestimmung hat drei Replikate. Daraus wurden die Mittelwerte + die Standardabweichungen bestimmt.

Tabakklone Spezifische Enzymaktivitdt den GSTs fiir fiinf verschiedene Substrate
Cd (mg/Kg TG) CDNB NBoC NBC DCNB Fluorodifen
BAG Tabakklone
1/BAG 2AS 1,44 2,655+0,04 2,006+0,04 5,466+0,05 0,118+0,04 0,714+0,04
3/BAG 1,5AN+1,5AS 1,6 2,099+0,03 24,395+0,08 3,230+0,02 0,354+0,02 0,239+0,02
NBCu 10-8 F1 2AN 1,76 0,927+0,07 12,304+0,08 0,784+0,07 0,054+0,01 1,998+0,07
1/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS 1,6 2,709+0,03 23,837+0,09 6,574+0,03 0,061+0,02 0,465+0,03
3/NBCu 10-8 F1 1AN+1AS 1,44 1,457+0,11 4,071+0,09 1,877+0,09 0,113+0,02 0,454+0,09
4/NBCu 10-4 F1 2AN 1,36 2,293+0,04 2,828+0,04 6,346+0,04 0,134+0,03 0,462+0,04
1/NBCu 10-4 F1 1AN+1AS 1,28 2,157+0,01 37,904+0,10 6,525+0,04 0,083+0,01 0,392+0,01
1/NBCu 10-4 F1 WT 1,04 1,416+0,03 35,543+0,24 6,753%0,04 0,065+0,02 0,110+0,02
FoP Tabakklone
FoP1AN+1AS 1,6 2,658+0,02 1,678+0,01 4,816+0,01 0,460+0,01 0,163+0,01
3/NFCu 7-15 F1 2AS 1,04 2,430+0,02 6,574+0,02 5,194+0,02 0,132+0,02 0,448+0,02
3/NFCu 7-15 F1 1,5AN+1,5AS 1,52 2,606+0,03 4,700+0,03 3,417+0,03 0,152+0,02 0,149+0,03
2/NFCu 7-15 F1 1AN+1AS 1,04 1,156+0,09 28,223+0,09 7,811+0,07 0,132+0,06 0,715+0,07
2/NFCu 7-19 F1 2AN 1,2 2,340+0,07 45,547+0,4 7,019+0,08 0,149+0,07 0,124+0,07
2/NFCu 7-19 F1 1,5AN+1,5AS 1,04 1,396+0,06 7,538+0,06 2,306+0,04 0,114+0,04 1,505+0,04
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4. Diskussion

4.1 Typha latifolia Versuche

Typha latifolia und Typha angustifolia sind weit verbreitete Wasserpflanzen aus der Gattung
der Rohrkolbengewachse in Europa (Gawronski, 2007). Die groBe geographische Verteilung,
ihre hohe Biomasseproduktivitédt und das kooperative Wachstum mit anderen Pflanzenarten,
wie zum Beispiel Phragmites australis, macht Typha interessant fir die Phytoremediation. Sie
wird auf Boden eingesetzt, die mit Schwermetallen und Agrarchemikalien, wie Stickstoff oder
Pestiziden, belastet sind (Gawronski, 2007).

Das Wachstum von T7ypha /atifolia ist auf metallkontaminierten Klarschlammen und mit Rohdl
verseuchten Béden und Gewassern untersucht worden (Manios et al., 2003; Groudeva et al.,
2001). Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Bestimmung der Metallaufnahme von 7ypha
latifolia in Feuchtgebieten oder Bergbauabwasser (Taylor et al., 1983; Shutes et al., 1993;
Lan et al., 1992), insbesondere im Hinblick auf die Gewasserqualitatsverbesserung.

Andere Autoren haben mehr die Physiologie von 7. /atifolia und das Antioxidantiensystem
(Tang et al., 2005; Sharma et al., 2005; Ye et al., 1997) oder Effekte von Schwermetallstress
auf den Gesamtprotein-Pool (Manios et al., 2003) untersucht.

In dem breiten Feld der bisherigen Experimente fehlen allerdings Untersuchungen, die die
Physiologie der Pflanze bei gemischter Kontamination mit organischen Schadstoffen und
Schwermetallen erforschen. Die vorliegende Arbeit setzt sich mit dem Thema der physiolo-
gischen und biochemischen Vorgange in 7. /atifolia nach kurzzeitiger und langzeitiger
Behandlung mit Schwermetallen auseinander. Es wurden die Antioxidantienzyklen, also der
Wasser-Wasser Zyklus, der Ascorbat-Glutahion Zyklus, der Glutathionperoxidase-Zyklus
sowie die Photosynthese, die Frisch- und die Trockengewichte untersucht. Wesentlicher
Punkt der Arbeit ist die Untersuchung der Glutathion S-Transferasen, die eine essentielle
Rolle bei der Entgiftung organischer Schadstoffe spielen.

Der Fakt, dass Typha /latifolia sehr oft auf Boden in der Nahe von Industriegebieten
verbreitet ist, die mit Schwermetallen kontaminiert sind, wie zum Beispiel Cadmium, Blei,
Zink, Kupfer und Nickel, spricht flir die hohe Resistenz dieser Pflanze gegeniber
Schwermetallen (Taylor & Crowder, 1984; Ye et al.,, 1997). Weitere Bestatigungen dieser
Beobachtungen kommen von Lan et al. (1992), die Rohrkolben-Pflanzen untersucht haben,
die im Klarwasser eines Pb/Zn-Bergbaus gewachsen sind. Es wurde gezeigt, dass Rohrkolben

die Pb- und die Zn-Konzentrationen dieses Klarwassers zu Uiber 80% reduzieren konnten
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(Lan et al.,, 1992). Die Untersuchungen der T7ypha latifolia-Rhizome zeigten dabei eine
signifikante Pb- und Zn-Aufnahme.

Die Expositionsdauer, die Konzentration und der pH-Wert der Losung und die physikochemi-
schen Aspekte des Kationentransportes beeinflussen die Metallaufnahme der Pflanze (Chawla
et al.,, 1991). Es wird berichtet, dass die Aufnahme der Metalle innerhalb der ersten 48
Stunden die hdchste ist (Chawla et al., 1991). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde
festgestellt, dass die Cd-Aufnahme bereits nach 72 Stunden 21% der im Langzeitexperiment
nach 72 Tagen erreicht hat. Nach Chawla et al. (1991) ist der Grund fiir die reduzierte

Metallaufnahme bei langfristiger Exposition in der Schwachung der Pflanze zu suchen.

Die freien Carboxylgruppen der Pektine in der Mittellamelle und der primdren Zellwand
verfligen Uber eine negative Ladung; daher ist die Bewegung der Ionen in den Zellwanden
durch elektrostatische Interaktionen charakterisiert (Marschner, 1995). Dies kann zu einer
Akkumulation der Kationen im apparent free space (AFS) flhren. Im AFS ist die Vorwartsbe-
wegung der Ionen nicht frei, sondern hangt von den Interaktionen mit den nicht diffundie-
renden Anionen der Zellwand ab. Die Menge der nicht diffundierenden Anionen wird normal-
erweise durch die Kationenaustauschkapazitdt (CEC) quantifiziert, die prinzipiell in den diko-
tylen niedriger und bei den monokotylen Pflanzen sehr hoch ist. Der CEC kann durch einen
hohen Salzanteil oder abnehmenden apoplastischen Druck reduziert werden (Marschner,
1995). Wie viel Cd die Pflanzen aufnehmen kénnen, hangt davon ab, wie hoch seine
Konzentration und Bioverfligbarkeit im Substrat ist und ob Organika und andere Elemente
vorhanden sind. Weiteren Einfluss haben die Temperatur, der pH-Wert und das
Redoxpotential (Rivetta et al., 1997). Die Cd-Aufnahme scheint im Wettbewerb mit den
Elementen K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu und Zn um die gleiche Transmembran-Carrier zu stehen
(Rivetta et al., 1997). Die Zellmembran kann die Metallaufnahme in der Zelle reduzieren oder
ganz verhindern. Die Apoplasten der Rhizomepidermis und der Kortex sind zwar durchlassig
fur Flussigkeiten, die Zellwande der endodermalen Zellschicht agieren aber als Barriere fir
die apoplastische Diffusion von Ionen und geldsten Stoffen in dem vaskuldren System
(Rivetta et al., 1997). Ionen missen also in den Rhizomsymplasten aufgenommen werden,
bevor sie in das Xylem eindringen kénnen (Tester & Leigh, 2001). AuBer der Metallaufnahme
in dem Rhizomsymplasten gibt es zwei weitere geschwindigkeitsbestimmende Prozesse, die
fur die Vorwartsbewegung der Metalle aus den Rhizomen in dem Spross verantwortlich sind:
die Bindung der Metalle in den Rhizomzellen und der symplastische Transport in die Stangel
(Clemens et al., 2002).
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Die unterschiedliche Mobilitét der Metallionen in der Pflanze fiihrt dazu, dass die Metallkon-
zentration in den Rhizomen generell hdher als im Spross ist (Ramos et al., 2002). Daher
werden die Rhizome auch zuerst an Cd-Stress leiden (Sanita di Toppi & Gabrrielli, 1999).
Diese Effekte konnten ausgelést werden, weil die Schwermetalle auf unterschiedlichen
Niveaus die Architektur und die Organisation den Blatter angreifen (Mysliwa-Kurdziel et al.,
1999):

e Metallakkumulation in den Blattern (Hauptorgan der Photosynthese)

e Einfluss auf die Funktion der Chloroplastenmembran, teilweise auf die PS II und PS I

e Interaktionen auf molekularem Niveau mit Enzymen des Kohlenstoff-Reduktions

Zyklus der Photosynthese und dem Xanthophyllzyklus.

Es ist gezeigt worden, dass Cadmium der effektivste Inhibitor der Photosynthese ist.
Cadmium beeinflusst die Nettophotosynthese bei Tomaten, Reis und Mais (Baszynski et al.,
1980; Misra et al., 1989; Prasad, 1995b). Sogar in sehr kleinen Mengen, wenn das Cadmium
die Chloroplasten erreicht, werden mehrere direkte und indirekte Effekte ausgeldst, die die
Photosynthese beeinflussen (Mysliwa-Kurdziel et al., 1999). Das wurde als ,Multiplikations-
effekt" von Krupa & Baszynski (1995), Krupa (1999) beschrieben. Die Toxizitat des
Cadmiums wird auch mit dem Cadmium-induzierten Fe-Defizit in Verbindung gesetzt
(Krupa & Siedlecka, 1995; Siedlecka & Krupa, 1999).

4.1.1 Das Kurzzeit-Experiment mit Cd, As und Pb

Nach der Behandlung mit drei Metallen (Cd, As und Pb) in vier unterschiedlichen Konzentra-
tionen (10, 50, 100 und 250 uM) wurden hoéhere Metallkonzentrationen in den Rhizomen von
Typha latifolia als in den Blattern nachgewiesen. Vassilev et al. (2004), Wu et al. (2002) und
Hegedis et al. (2001) berichteten ebenfalls Uber solche Effekte in Cd behandelter Gerste.
Benavides et al. (2005) und Dixit et al. (2001) fanden entsprechende Effekte in Erbsen,
Gallego et al. (1996) in Sonnenblumen, Mishra et al. (2006) in Bacopa monnieri.

In den Rohrkolben-Pflanzen stieg die Metallaufnahme fast linear mit der ansteigenden
Schwermetallkonzentration im Medium. Die Cd-Akkumulation in den Blattern ist wesentlich
niedriger im Vergleich zu Brassica sp., die auch in der Cd-Phytoextraktion verwendet worden
ist (Vassilev et al., 2004). Brassica juncea kann bis zum 400 mg/Kg TG Cd in der Blattmasse
akkumulieren (Haag-Kerwer et al., 1999).

Hegediis et al. (2001) wiesen bei Gerste nach viertdagiger Behandlung mit 0,3 bis 1 mM Cd
duBerlich sichtbare Symptome der Reduktion des Chlorophylls bis zu 60% nach. Uber kiirzere
Zeitrdume von 4, 7 und 9 Stunden wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
Nach 72 Stunden waren aber bereits Unterschiede zwischen den Konzentrationen zu vermer-
ken, bei denen der héchste Chlorophyligehalt gemessen werden konnte. Tatsachlich fand der

159



Kapitel 4 Diskussion

starkste Pigmentabbau nicht bei der héchsten Cd- und As-Konzentration von 250 uM, son-
dern bei 100 pM statt. Das kann auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden.
Wu et al. (2003) untersuchten Gerste, die 10 bis 100 Tage unter Cd-Einfluss von 0,1 bis
5 UM Cd gestanden hatte. Dabei variierte die Chlorophyllkonzentration iber die Zeit in Ab-
hangigkeit von der Cd-Konzentration. Die reduzierte Chlorophylimenge wurde durch die Inhi-
bition der Chlorophyllbiosynthese auf Transkriptionsniveau zu verschiedenen Zeitpunkten
erklart (Parekh et al., 1990; Horvath et al., 1996; Tziveleka et al., 1999). Neu gebildetes
Chlorophyll wird rasch photooxidativ abgebaut, wie in mit Cu behandelten Gerstenblattern
gezeigt worden ist (Caspi et al., 1999). Die Reduktion des Chlorophylls ist auch ein Zeichen
fur oxidativen Stress (Clijsters et al., 1999; Sanita di Toppi et al., 1998), der durch nicht-
redoxierende Schwermetalle induziert werden kann (Hegedis et al., 2001).
Cadmium verursacht die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in den Chloroplasten
und den Peroxisomen (Romero-Puertas et al., 2002). Diese ROS induzieren Lipidperoxidation
und flhren zur Bildung von Lipidradikalen und reaktiven Aldehyden (Mishra et al., 2006).
Daraufhin werden die Lipiddoppelschichten und Membranproteine zerstért (Logani et al.,
1980; Reinheckel et al., 1998). Als Stressmarker gilt die Malondialdehydkonzentration.
In der vorliegenden Studie konnten bedeutende Anstiege der Malondialdehydkonzentration
in den Rhizomen bereits bei niedrigen Cd-Konzentrationen festgestellt werden. Die Blatter
von T. /atifolia zeigten dagegen in keiner der Behandlungen wesentliche Anderungen der
Malondialdehydkonzentration. Die Behandlung mit 250 uM Cd fiihrte zu 200% Steigerung
der Malondialdehydkonzentration in den Blattern und bis zu 600% in den Rhizomen. Eine
solche Steigerung der Lipidperoxidation konnte auch nach der As-Behandlung mit 50 und
100 pM As gemessen werden. Dass mit der steigenden Metallkonzentration die Konzen-
tration an Malondialdehyd zunimmt, kann mit Ergebnissen von Dixit et al. (2001) in Gerste,
Mishra et al. (2006) in Bacopa monnieri, HegedUs et al. (2001) in Gerste korreliert werden.
Laut Wu et al. (2003) korrelieren die erhdéhten Konzentrationen an Malondialdehyd auch mit
der Abnahme des Chlorophylls. Das erhohte Niveau von endogenem Cd fiihrt indirekt zur
Produktion von Superoxidradikalen, die erhdhte Lipidperoxidation und oxidativen Stress in
Gerste hervorrufen (Wu et al.,, 2003). Dies scheint auch in der vorliegenden Studie
zuzutreffen.
Das Enzym Superoxiddismutase, das in den Chloroplasten lokalisiert ist, dismutiert O, zu
H,O, und Sauerstoff (Mittler, 2002). Nach der Cd-, As- und Pb-Behandlung von 7. /atifolia
wurde weder in den Blattern noch in den Rhizomen erhdhte Superoxiddismutase-Aktivitat
gemessen. Bei allen Behandlungen lag die Aktivitat der Superoxiddismutase unter 75% der
Kontrolle. Eine Abnahme der SOD-Aktivitat nach der Cd-Behandlung wurde auch in
Phaseolus vulgaris (Somashekaraiah et al., 1992), Helianthus annuus (Gallego et al., 1996)
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und Erbsen (Sandalio et al., 2001) nachgewiesen. Dixit et al. (2001) belegten dagegen eine
Steigerung der SOD-Aktivitdt in Erbsenbldttern nach der Behandlung mit Cd, jedoch waren
die SOD-Aktivitdten der Wurzeln wesentlich niedriger als die der Kontrollpflanzen. Eine
Reduktion der Superoxiddismutase bei hohen Cd-Konzentrationen kénnte mit einer Inhibition
des Enzyms durch endogene Peroxide verursacht werden, die in verschiedenen Zellkompar-
timenten und von zahlreichen enzymatischen und nichtenzymatischen Prozessen in der Zelle
produziert werden (Dixit et al., 2001; Sandalio et al., 2001; Schiitzendiibel et al., 2002).
Tatsachlich bildet die Superoxiddismutase Wasserstoffperoxid auch selbst, das zwar nicht so
reaktiv wie Singulett-Sauerstoff ist, aber auch aus dem Stoffwechsel entfernt werden muss.
Die Katalase ist eines der Enzyme, das fiir den Abbau von Wasserstoffperoxid verantwortlich
ist. Unkontrollierter Export des gefahrlichen Stoffes von den Organellen zum Cytosol kann
zur Bildung von Hydroxylradikalen bei der metallkatalysierten Haber-Weiss Reaktion flihren
(Dixit et al., 2001). Die Steigerung der Katalase-Aktivitdt nach der Schwermetallbehandlung
zeigte, dass die 7. /atifolia-Pflanzen erh6hte Mengen an H,0, abbauen kdnnen. Bei Cd, As
und Pb war diese Steigerung der Katalase-Aktivitat mit der Schwermetallkonzentration in den
Blattern korrelierbar. Die Rhizome der behandelten Pflanzen zeigten keine wesentlich er-
héhte Katalase-Aktivitat. Hegedlis et al. (2001) konnten in Gerste keine Cd-induzierte
Katalase-Aktivitat nachweisen und vermuten deswegen, dass das Cadmium zumindest die
peroxisomale Katalase nicht beeinflusst. Mishra et al. (2006) konnten dagegen eine
Abnahme der Katalase in den Blattern und in den Rhizomen nachweisen. Laut Cakmak
(2000) ist die Katalase sehr sensitiv gegentiber O, -Radikalen. Deshalb kann ihre erhdhte
Aktivitat unter Cd-Stress zur Deaktivierung des Enzyms fiihren. Im Unterschied zu Mishra et
al. (2006) konnte kein Ausgleich der geringeren Katalase-Aktivitdt der Rhizome von 7.
latifolia durch die Aktivitditen den anderen beiden Enzyme, die fir die H,0,-Abbau
verantwortlich sind, APOX und GPOX, erreicht werden.

Das erhdhte Niveau der Katalase in den Rohrkolbenblattern kann auch in Verbindung mit der
Photorespiration gesetzt werden (Nultsch, 2001). Nachdem Ribulosebisphosphat oxidativ in
3-Phosphoglycerat und Phosphoglycolat gespalten wurde, bleibt das 3-Phosphoglycerat im
Calvin-Zyklus und die Phosphoglycolsdure wird zu Glycolsdure dephosphoryliert, die in die
Peroxisomen transportiert wird. Die bei der Oxidation der Glykolsaure abgespaltenen
Elektronen werden auf elementaren Sauerstoff lbertragen. Das entstehende Wasserstoff-
peroxid wird durch Katalase gespalten (Nultsch, 2001).

Wahrend nach der Cd-Behandlung von 7. /atifolia die Katalase-Aktivitat der Rhizome
gehemmt war, trat der umgekehrte Effekt bei der Peroxidase-Aktivitat ein. In den Rhizomen
war die Peroxidase-Aktivitdt 6mal hoher als in den Blattern (ahnlich wie bei Hegeds et al.,

2001). In den As behandelten 7ypha-Pflanzen sind wesentlich hdhere Peroxidase-Aktivitaten
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(bis zu 400%) in den Blattern, die mit 10 uM As und den Blattern, die mit 250 uM As
behandelt wurden, nachgewiesen worden. In den Rhizomen wurde die hdchste POX-Aktivitat
nach der Behandlung mit 250uM As nachgewiesen. Nach der Pb-Behandlung zeigten nur die
Blatter, die mit 250 uM Pb behandelt wurden eine 200% erhdhte Peroxidase-Aktivitat.
Vangronsveld et al. (1994) und Mocquot et al. (1996) vermuten, dass Peroxidase in bestim-
mten Spezies als potentieller Biomarker fir sublethale Metalltoxizitat verwendet werden
kann.
Die hohen Peroxidase-Aktivitdten sind mit den Messungen von Blinda et al. (1996) in Ger-
stenwurzeln vergleichbar. Dort wird vermutet, dass die erhéhte Aktivitat der Peroxidase mit
der spezifischen Genexpression der Wurzeln zu tun hat (Blinda et al., 1996). Hegediis et al.
(2001) vermuten, dass Wurzeln und Blatter Uber unterschiedliche Mechanismen verfligen,
um die reaktiven Sauerstoffspezies eliminieren zu kénnen. Hegedis et al. (2001) duBern die
Meinung, dass die cytosolische Peroxidase unterschiedlich in den Blattern und in den
Wurzeln verfligbar ist, was eine Bestatigung in den hier dargestellten Ergebnissen findet.
Eine Peroxidase-Reaktion wird auch von APOX katalysiert, allerdings nicht mit einem organi-
schen Substrat, sondern mit H,0O,, das unter Verbrauch von Ascorbat dissoziiert wird. Stets
konnten in den behandelten 7. /atifolia-Pflanzen hohere APOX-Aktivitaten in den Blattern als
in den Rhizomen nachgewiesen werden. Nach der Cd-Behandlung hatten nur die mit 100 uM
behandelten Pflanzen eine wesentlich héhere APOX-Aktivitat als die Kontrolle (400%). In den
Blattern der T7ypha-Pflanzen, die mit As behandelt wurden, konnten (iberzeugend hoéhere
APOX-Aktivitaten (bis zu 1000% zur Kontrolle) gemessen werden. Die Effekte nach der Pb-
Behandlung sind denen des Cadmiums ahnlich. Diese Ergebnisse kollidieren aber mit den
Messungen von Hegedis und Mitarbeiter (2001), die eine erhéhte APOX-Aktivitat nach der
Behandlung mit Cd nachgewiesen hatten. Die Hypothese der erwdhnten Autoren ist, dass die
Wurzeln der Gerste reaktive Sauerstoffspezies eher mit der cytosolischen APOX als mit der
Peroxidase deaktivieren. Das kann auch fir die 7. /atifolia-Pflanzen belegt werden. Deren
APOX-Aktivitat war durch die Cd-Behandlungen erhdht, aber die hohen Cd-Konzentrationen
inhibierten anderseits die APOX-Aktivitat. Das kdnnte eventuell durch erhéhte H,O,-Produk-
tion oder giftige aktive Sauerstoffderivate verursacht worden sein (Hegedis et al., 2001;
Aravind et al., 2005).
Signifikante MDHAR- und der DHAR-Aktivitdt konnte nach der Cd-Behandlung nur in einer
Blattprobe, namlich nach 100 pM Cd-Behandlung, gemessen werden. Dort ist die DHAR-
Aktivitat fast 1000% hoher als in der Kontrolle und die DHAR-Aktivitét ist um 400% erhéht.
Auch nach der As-Behandlung konnten keine MDHAR- und DHAR-Aktivitdaten in den
Rhizomen nachgewiesen werden. Dafir verfligten die Blattproben von 7. /atifolia, die mit
250 pM As behandelt wurden, tber eine 600% hdhere Aktivitat als die Kontrolle. Die Aktivitat
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der gleichen Proben bezliglich DHAR liegt nur bei 150% der Kontrolle. Um eine 200 %
erhdhte DHAR-Aktivitét konnte auch in den Blattern von 7. /atifolia, die mit 10 pM As
behandelt wurden, festgestellt werden. Mit Pb behandelte 7. /atifolia-Pflanzen hatten aber
keine Aktivitat im Rhizom. Uberraschend konnte in diesen Proben auch keine DHAR-AKtivitat
nachgewiesen werden. Daflir verfligen alle Blattproben (ber eine bedeutend héhere MDHAR-
Aktivitat, die nach der 10 und 250 uM Pb Behandlung bis 400% Uiber der Kontrolle liegt und
bei der Behandlung von 50 uM Pb sogar 600% erreicht. Bei der gleichen Pb-Konzentration
konnte auch eine 400% erhdhte Aktivitat in den Rhizomen von 7. /atifolia nachgewiesen
werden. Alle anderen DHAR-Aktivitdten werden unter dem Einfluss von Pb gehemmt.

Aravind et al. (2005) zeigten, dass 10 uM Cd eine drastische Reduktion in den MDHAR- und
DHAR-Aktivitaten verursachen konnen. Sie vermuten, dass die Toxizitat, die durch Cd
ausgelost wird, die MDHAR-Aktivitat inhibiert.

W
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Abbildung 82 Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit gemessenen antioxidativen
Enzyme in Typha latifolia nach 72stiindiger Cd-Behandlung. In Rot ist eine Steigerung und in Grin
eine Abnahme den entsprechende Enzymaktivitaten zur Kontrolle dargestellt.

Das bestatigt eine ungekoppelte DHAR-Aktivitat und ermdglicht eine monovalente Oxidation

(Cuypers et al., 2000), die zu einer nichtenzymatischen Disproportionierung von MDHA und
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demzufolge zur Aktivierung von DHA fiihren kann. Die extrem hohe DHA-Akkumulation ist
ein Zeichen flr einen negativen Prozess des Zellmetabolismus (De Gara et al., 2000).
Infolgedessen kdnnten hohe MDHAR- und gehemmte DHAR-Aktivitat die Strategie flir die
Inhibition der MDHAR-Disproportionierung, aber auch flr die effektive Umwandlung von DHA
in reduziertes Ascorbat sein (Drazkiewicz et al., 2003). Dieser Mechanismus ist auch bei
Ceratophyllum demersum beschrieben (Aravind et al., 2005).

In der Abbildung 82 sind die Aktivitdten der gemessenen Enzyme aus dem Antioxidations-
zyklus schematisch dargestellt und es wird versucht, die durch Cd-Wirkung hervorgerufenen
Effekte auf die antioxidativen Enzyme zusammenzufassen. Dabei gibt es Veranderungen, die

zum Teil durch die aktuelle Literatur abgedeckt werden.

Die Cd-Behandlung von T7ypha /atifolia hat schon bei 10 uM eine Erhéhung der GPOX-
Aktivitat in den Blattern auf 600% uber der Kontrolle ausgeldst. Die librigen Cd-Konzentratio-
nen von 50, 100 und 250 uM fiihrten auch zu einer wesentlichen Steigerung der GPOX-
Aktivitat von 400%. In den mit Cd behandelten Rohrkolben-Rhizomen wurde aber nur bei
der 50 pM-Konzentration eine 150% Steigerung gemessen. Die restlichen Behandlungen
veranderten die GPOX-Aktivitat nicht. Die gleiche Tendenz flir das Vorhandensein einer sehr
geringen Aktivitat der GPOX in den Rhizomen konnte auch nach der As-Behandlung
festgestellt werden. In den Blattproben derselben Pflanzen dagegen konnte eine Steigerung
der GPOX-Aktivitat mit der Zunahme der As-Konzentration gemessen werden. Nach der Pb-
Behandlung konnte nur in der Blattprobe, die mit der hdchsten Konzentration behandelt
worden war, eine Erhéhung der GPOX gemessen werden. Die Aktivitdten der restlichen
Proben waren sehr gering. Wahrend die GPOX-Aktivitat in den Rhizomen abnahm, stieg sie
andererseits in den Blattern von 7. /atifolia nach 72 stiindiger Behandlung, ahnlich wie bei
Erbsen, die mit Cu behandelt wurden (Dixit et al., 2001).

Das Enzym GPOX katalysiert die Reduktion von H,0,, organische Hydroperoxide und Lipid-
hydroperoxide mittels GSH. Wie bei Mishra et al. (2006) wurde sowohl eine héhere GPOX-
als auch APOX-Aktivitat in den Blattern und in den Rhizomen nachgewiesen. Castillo (1986)
vermutet, dass das Enzym als Stressmarker dienen kann; denn seine Induktion ist durch
Schwermetallstress ausgeldst, der mit der aufgenommenen Metallmenge korrelieren kann.
Die einzigen erwdahnenswert hdheren Aktivitdten der Glutathionreduktase um 200% konnten
in den Rhizomen von Typha /latifolia, die mit 100 und 250 uM Cd behandelt worden waren,
festgestellt werden. Alle anderen Rhizome und Blatter zeigten nach allen Behandlungen sehr
geringe  Aktivitat fir die Glutathionreduktase. Eine ahnliche Abnahme der
Glutathionreduktase-Aktivitat wurde auch in Helianthus annuus und Cuscuta reflexa nachge-

wiesen (Gallego et al., 1996; Srivastava et al., 2004). Eine Zunahme der Glutathionreduk-
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tase-Aktivitat wurde dagegen in Phaseolus vulgaris und Alyssum festgestellt (Chaoui et al.,
1997; Schickler et al., 1999). Die Glutathionreduktase wandelt GSSG in GSH um, was essen-
ziell flir das gute Funktionieren des Ascorbat-Glutathion Zyklus sowie fiir die Phytochelatin-
synthase ist (Cobbett, 2000). Erhéhte Glutathionreduktase-Aktivitdt kann durch die Trans-
lokationsmodifikation erklart werden, die das adaquate Glutathionreduktase-Niveau erhalt,
um als Schutz gegen der Cd-Stress zu wirken (Romero-Puertas et al., 2002). Die héhere GR-
Aktivitdt in den Blattern kdnnte auf ein hoheres GSH/GSSG-Verhaltnis hinweisen, das zu
hoherem oxidativen Schaden bei den Rhizomen in den hohen Konzentrationen fiihren kann
(Mishra et al., 2006). Dies steht im Gegensatz zur langlaufigen Meinung, dass das erhdhte
GSH/GSSG-Verhaltnis zu besseren Abwehr der Pflanze fiihrt.
Als Bestandteil der Aminosauren Cystein und Methionin und schwefelenthaltender Coenzyme
und sekundarer Pflanzenprodukte (Marschner, 1995) liegen ungefahr 2% des organisch-
reduzierten Schwefels in der wasserloslichen Thiolfraktion (-SH) vor. Unter normalen
Bedingungen macht das Tripeptid Glutathion mehr als 90% dieser Fraktion aus (De
Kok & Stulen, 1993). In den Blattern ist die Glutathion-Konzentration normalerweise héher
als in den Rhizomen. Mehr als 50% davon ist in den Chloroplasten lokalisiert, wo sie
millimolarer Konzentration erreichen kann (Rennenberg & Lamourex, 1990).
In den mit Cd Uber 72 Stunden behandelten 7ypha /atifolia-Pflanzen wurden starke Effekte
auf die GSH-Konzentration festgestellt. Besonders in den Blattern wurden Erhéhungen von
350% gemessen. In den Rhizomen verdndert sich die GSH-Konzentration kaum. Bei den mit
As behandelten 7. /atifolia-Proben traten ganz andere Effekte auf. Mit zunehmender As-Kon-
zentration kam es in den Blattern zu einer sehr schnellen und drastischen Reduktion des
GSH-Gehaltes. Die Rhizome zeigten diesen Verlust nicht, auBer bei der 10 uM As-Behand-
lung. In Bezug auf die GSSG-Konzentrationen muss erwahnt werden, dass bis zu einer
Konzentration von 50 pM Cd eine starke Zunahme der GSSG-Konzentration zu beobachten
ist, die bei den héheren Cd-Konzentrationen schnell abgebaut wird. Nach der As-Behandlung
sinkt der GSSG-Gehalt in den Blattern stark ab; in den Rhizomen jedoch nach der Behand-
lung mit 250 uM As 3267% der Kontrolle gemessen. Diese Ergebnisse sind denen von
Feduic & Erdei (2002) in 7ypha latifolia und Phragmites australis sehr dhnlich.
Cao et al. (2004) berichten, dass die GSH-Konzentrationen in den Blattern von Pteris vittata
mit zunehmender As-Konzentration hoher werden. Die Autoren vermuten hier eine Beteili-
gung von GSH an der As-Detoxifizierung. Diese Ergebnisse korrelieren mit denen in Zea
mays (Galli et al., 1996), wo erhdhte GSH-Konzentrationen die Cd-und Cu-Aufnahme beein-
flussen. Hartley-Whitaker et al. (2001b) referierten, dass das GSH-Niveau signifikant mit der
As-Konzentration in Holcus /lanatus steigt. Cao et al. (2004) meinen, die verbesserte GSH-
Produktion kénne in Pteris vittata zu einer hoheren Aufnahme von Phosphor flihren, weil die
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As-Aufnahme die Phosphoraufnahme der Pflanze stimuliert. Diese As induzierte Phosphor-
Aufnahme kénnte ihrerseits wiederum die Induktion der GSH-Synthese steigern. Kong et al.
(1999) zeigten, dass der oxidative Pentose-Phosphat Zyklus mit dem GSH-Metabolismus ver-
bunden ist. Die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase ist ein wichtiges Enzym im oxidativen
Pentosephosphat-Zyklus, der das NADPH fiir die GSH-Produktion liefert (Kong et al., 1999).
Der Zusammenhang zwischen GSH und der Sequestrierung von Phytochelatinen durch
Schwermetalle ist gut bekannt (Zenk, 1996; Grill, 1985). Nach Sharma et al. (2004) kann die
Konzentrationsabnahme von GSH bei stimulierter Phytochelatinsynthese durch Schwefelauf-
nahme, die die GSH-Biosynthese unterstiitzt, kompensiert werden. Es gibt auch weitere
Studien, die Uber unterschiedliche Effekte auf die GSH-Konzentrationen berichten (Gupta et
al. (1995) in Hydrilla verticillata, Gupta et al. (1998) in Vallisneria spiralis). Mishra et al.
(2006) berichten liber eine signifikante Zunahme der GSH-Konzentration in Rhizomen und
Blattern von Bacopa monnieri, die von einer Depletion bei hohen Konzentrationen gefolgt
werden. Bei den niedrigeren Metallkonzentrationen blieb die GSH-Konzentration aber
signifikant hoch, sogar wenn die Phytochelatin-Synthase exprimiert war.
Unter Freilandbedingungen findet sich eine hohe Schwermetallbelastung haufig zusammen
mit einer organischen Kontamination. Glutathion S-Transferasen sind Enzyme, die
glutathionabhangig solche organischen Kontaminanten entgiften kénnen. Es ist mehrfach
berichtet worden, dass ihre Aktivitdat durch Schwermetalle induziert werden kann. Die
Konjugation des Substrats CDNB, das normalerweise als gutes Beispiel fiir die Indizierbarkeit
von GSTs zitiert wird (Schrdder et al., 2002), war aber weder in den Blattern noch in den
Rhizomen von T7ypha latifolia, die mit Cd, As und Pb behandelt worden waren, erhoht. Alle
mit Cd und Pb behandelten Proben zeigten sogar eine geringere GST-Aktivitat. Nur nach der
As-Behandlung mit 250 uM ist eine signifikante GST-Induktion in den behandelten Rhizomen
festgestellt worden. Die Konjugation des Modelsubstrats NBC war ebenfalls nicht bedeutend
induziert. Nach der Cd-Behandlung konnte weder in den Blattern noch in den Rhizomen eine
Induktion der GSTs fiir das Modelsubstrat DCNB gemessen werden. Nur in mit As und Pb
Uber 72 Stunden behandelten Pflanzen war die GST-Aktivitat fir DCNB erhoht. Alle Proben,
auBer die mit 100 uM As behandelten Blatter und mit 10 uM Pb behandelten Rhizome,
zeigten einen signifikanten Anstieg der GSTs beziliglich DCNB. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen flihrten die As- und die Pb-Behandlungen bei den NBoC-Messungen nur zu einer
geringeren und nicht signifikanten GST-Induktion. Dasselbe kann auch Uber die mit Cd
behandelten Blatter von T7ypha latifolia gesagt werden. In den mit 50 uM und 250 pM
behandelten Rhizomen kam es zu einer signifikanten Induktion der NBoC-GSTs. Die
Konjugation des Herbizids Fluorodifen war auf die Rhizome begrenzt. Dabei ist eine
signifikante Induktion nur bei den mit 250 uM As behandelten Rhizomen gefunden worden.
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Schroder et al. (2002) berichten, dass keine signifikante GST-Induktion messbar war, wenn
Picea abies Cd- und Pb-Stress ausgesetzt war. Isoformen einzelner Pflanzen-GSTs wurden
zwar von Cd und As induziert, aber der Signalweg wurde nicht erldutert (Schréder et al.,
2002). Die Induktion der GSTs nach Cd-Behandlung wurde auch in Erbsen (Dixit et al., 2001)
und im Weizen (Mauch et al., 1993) erwahnt. Marrs (1996) vermutet, dass die GST-Aktivitat
nicht als zusatzliche Antwort der Zelle auf oxidativen Stress ausgeschlossen werden kann.
Aravind et al. (2005) berichteten auch Uber Steigerungen der GST-Aktivitat in Ceratophyllum
demersum-Pflanzen bei niedrigeren Cd-Konzentrationen. Diese limitierte Rolle der GSTs in
den Cd behandelten Pflanzen kdnnte durch die Peroxidation von GST-Proteinen oder die
Deaktivierung von GST-Genen zustande gekommen sein (Aravind et al., 2005).

Natirlich hat dieses Fehlen einer Induktion beziehungsweise die konkrete Hemmung von

Isoenzymen Folgen fiir das Uberleben der Pflanze unter realen Schadstoffbedingungen.

4.1.2 Das Langzeitexperiment mit 72tagiger Cd-Behandlung

Die Cd-Behandlung flr 72 Tage hatte in den T7ypha latifolia-Proben zu erheblich héheren
Gewebe-Konzentrationen in den Rhizomen und Blattern gefuhrt als im Kurzzeitexperiment.
Das stimmt mit den Angaben in der Literatur Uberein (Metwally et al., 2005; Salt et al.,
1995; Feduic & Erdei, 2002) allerdings hat keine der zitierten Gruppen Experimente von
dieser Dauer gefiihrt. Die Cd-Akkumulation in den Rhizomen und in den Blattern hangt von
der Bindung an der extrazellularen Matrix (Horst, 1995), Komplexierung in der Zelle (Cobbett
et al., 1998) und von der Transporteffizient (Marchiol et al., 1996) ab. Letztere wird durch
die Transpirationsrate und die stomatdre Leitfahigkeit beeinflusst (Mobin & Khan, 2007).
Entsprechend wird auch von einem Einfluss der Cd-Behandlung auf die stomatdre
Leitfahigkeit und die Transpiration in Brassica juncea berichtet (Mobin & Khan, 2007). In den
hier untersuchten 7. /atifolia-Pflanzen konnten nach 72tagiger Cd-Behandlung auch Effekte
auf die stomatare Leitfahigkeit, die Transpiration und die Photosynthese beobachtet werden.
Interessant ist, dass die Cd-Konzentration von 10 uM zu einer starkeren Hemmung der drei
Atmungsparameter als die restlichen drei Konzentrationen von 50, 100 und 250 pM fihrte.
Mobin & Khan (2007) konnten ebenfalls Nachwirkungen auf die Nettophotosynthese unter
Cd-Stress nachweisen. Krupa & Baszynski (1995) zeigten, dass die Licht- und die Dunkel-
Reaktion der Photosynthese durch die Schwermetalle an unterschiedlichen Angriffsstellen
unterdrlickt werden kénnen. Die Abnahme der Photosynthese unter Cd-Stress flihrt zu einer
Steigerung der stomatdren Leitfahigkeit in nur einer Brassica juncea Sorte (Mobin & Khan,
2007). Siedlecka et al. (1997) berichten, dass Cd Effekte auf die Photosynthese durch

Inhibition unterschiedlicher Reaktionsstufen des Calvin-Zyklus auslésen kénnen.

167



Kapitel 4 Diskussion

Die Konzentrationen des Chlorophyll a, Chlorophyll b und der Carotinoide von 7. /atifolia nah-
men mit zunehmender Cd-Konzentration nach 72tdgiger Cd-Behandlung ab. Die Abnahme
der Verhaltnisse von Chlorophyll a und b blieben Uber die Behandlung gleich. Es muss aber
erwahnt werden, dass die Pigmentkonzentrationen insgesamt bei der Cd-Konzentration von
10 uM niedriger sind als bei 50 uM Cd. Die nachfolgende Abnahme der Pigmente blieb aber
linear. Die Ergebnisse sind mit denen von Mobin & Khan (2007) vergleichbar. Das Verhaltnis
von Gesamtchlorophyll zu Carotinoiden erhéht sich mit der zunehmenden Cd-Konzentration,
was mit der steilen Abnahme der Carotinoide bei 250 uM Cd zu erkldren ist. Kiipper et al.
(1996) fluihrten Experimente mit Unterwasserpflanzen durch und berichteten, dass das
Ersetzen von Mg2* von toxischen Metallen wie Cu, Zn oder Cd zum plé6tzlichen Einbruch der
Photosyntheseleistung fiihren kann. Laut Gadallah (1994), Drazkiewicz (1994) und Ewais
(1997) sind die Anderungen in den Konzentrationen von Chlorophyll a und b und die Ande-
rungen in ihrem Verhaltnis gleichwertig wichtige Parameter, die immer beriicksichtigt werden
missen, wenn eine Bewertung der Effekte von Umweltparametern auf Pflanzen durchgefiihrt
wird. Die Akkumulation der Schwermetalle, die fir die Reduktion der Gesamtchlorophyll-
konzentration verantwortlich ist, hat einen ahnlich negativen Effekt auf das Chlorophyll a zu
Chlorophyll b Verhaltnis (Manios et al., 2003).

Es kann zusammengefasst werden, dass die Anderungen im Chlorophyllhaushalt nach der
Cd-Behandlung streng abhangig von der Wachstumsphase der Pflanze sind, das mit
Schwermetallen behandelt ist (Mysliwa-Kurdziel et al., 1999). Cadmium lost Effekte auf die
Chlorophyllbiosynthese  eher in voll entwickelten Blattern, die vollstandigere
Innenmembranen haben als in jungen Blattern, aus (Skorzynska-Polit & Baszynski, 1995).
Das Ersetzen des Zentral-Mg-Molekiils im Chlorophyll-Molektl durch Cadmium /n vivo ist ein
wichtiger Schaden in Unterwasserpflanzen, die auf metallkontaminierten Sedimenten
wachsen (Mysliwa-Kurdziel et al., 1999). Das AusmaB der Schaden variiert mit der Licht-
intensitat. Bei niedrigerer Lichtstrahlintensitat sind alle Zentrallatome des Chlorophylls fiir
Schwermetalle empfanglich. Mit der Bildung von Schwermetall-Chlorophyll-Komplexen sind
infolgedessen einige von ihnen stabiler gegen die Lichtstrahlung als die Mg-Chlorophyll-
Komplexe geworden und die Pflanzen bleiben sogar griin, wenn sie abgestorben sind. Bei
hoher Intensitat der Lichtstrahlung hingegen zeigen fast alle Chlorophylizerfalle, dass unter
diese Bedingungen die meisten Chlorophyllmolekiile unempfanglich fiir Schwermetallionen
sind (Klpper et al., 1996).

Es ist bekannt, dass Cadmium zur Inhibition des Pflanzenwachstums flihren kann (Zhang et
al., 2005). Bei den Untersuchungen der Blattzahl von Typha /atifolia nach 72tagiger Cd-
Behandlung konnte diese Hypothese bestatigt werden. Mit zunehmender Cd-Konzentration

bildeten die Rohrkolbenpflanzen im Verlauf des Experiments weniger Blatter. Dasselbe kann
168



Kapitel 4 Diskussion

aber nicht in Bezug auf die Blattflaiche der behandelten Pflanzen gesagt werden. Das
Frischgewicht und das Trockengewicht der untersuchten 7ypha latifolia-Pflanzen sind bei der
héchsten Cd-Konzentration nicht niedriger als in der Kontrolle. Der bemerkenswerte Unter-
schied ist nur, dass mit zunehmender Cd-Konzentration das Trockengewicht der Rhizome auf
Kosten des Trockengewichts der Blatter zunimmt. Diese Ergebnisse kollidieren mit den
Erkenntnissen von Schiitzendiibel et al. (2002), die bewiesen hatten, dass eine Konzentra-
tion von 50 uM Cd zu 50% Inhibition des Sprosswachstums von Pappeln flihren kann.
Ahnliche Wachstumshemmungen des Sprosses von Aflium sativum wurden auch von Zhang
et al. (2005) bei hoheren CdCl, Konzentrationen von 2 bis 10 mM berichtet. Insgesamt kann
man also feststellen, dass 7ypha latifolia Gber eine gewisse Resistenz gegeniliber den unter-
suchten Cd-Konzentrationen verfligt, die es der Pflanze erlauben, weiterzuwachsen.
Abiotische Stressvielfalt, die Schwermetalle inklusive, kdnnen den molekularen Abbau der
pflanzlichen Zelle, direkt oder indirekt durch den oxidativen Burst von AOS auslésen
(Lin & Kao, 2000; Cuypers et al., 2002). Durch Protonierung von O, kann Wasserstoffperoxid
produziert werden, das durch den Abbau von biologischen Membranen die Fettsdauren in
toxische Lipidhydroperoxide umwandeln kann. Die Bildung von Malondialdehyd ist der
Hauptindikator fir die Existenz von Lipidperoxidation als Folge von oxidativem Stress
(Zhang et al., 2005).

In die vorliegende Arbeit konnte keinerlei Erhéhung der MDA-Konzentration in den 7ypha
latifolia-Pflanzen nach 72tdgiger Cd-Behandlung nachgewiesen werden. In allen
untersuchten Proben liegt die MDA-Konzentration im Bereich der Kontrolle. Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu einer in Allium sativum bewiesenen 3fachen Steigerung der MDA-
Konzentration nach 8tdgiger Cd-Behandlung (Zhang et al., 2005). Das gute Wachstum von
Typha latifolia unter Cd-Stress konnte jetzt vielleicht durch die niedrige MDA-Konzentration
erklart werden. Nach Zhang et al. (2005) tritt die erhdéhte MDA-Konzentrationen in den
Blattern friiher als in den Rhizomen auf. Es ist mdglich, dass die Cd-Akkumulation in den
Blattern die Bildung von H,0, auslést, das in den Blattern transportiert wird und dann
physiologische Reaktionen in den Blattern bewirkt (Zhang et al., 2005).

Mit der Erhéhung der Cd-Konzentration in den Blattern von 7ypha /atifolia konnte allerdings
eine konstant signifikante Zunahme der SOD-Aktivitdt nachgewiesen werden. Dies gilt aber
nicht fir die Rhizome der Pflanzen, deren SOD-Aktivitdt im Bereich der Aktivitat der Kontrolle
liegt. Das ware ein Beweis, dass tatsachlich eine Dismutation von O, zu Wasserstoffperoxid
stattgefunden hat. Die Ergebnisse sind denen von Schickler & Caspi (1999) und Zhang et al.
(2005) ahnlich; die zeigen, dass die SOD-Aktivitat in der Reaktion auf erhéhte Cadmium-

Konzentrationen zunimmt. Mobin & Khan (2007) berichteten Uber die gleichen Effekte in
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Brassica juncea. Eine Steigerung der SOD-Aktivitaten in den Blattern und in den Rhizomen
konnte auch von Iannelli et al. (2002) in Phragmites australis nachgewiesen werden.
Die Katalase, die das Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff abbaut, war nur in den
Typha latifolia-Blattern, die mit 100 und 250 M Cd behandelt wurden, signifikant erhéht.
Die Rhizome haben dagegen ab der Konzentration von 50 uM Cd eine geringere Katalase-
Aktivitat. In der Studie, die Zhang et al. (2005) mit A/ium sativum durchgefiihrt haben,
wurde die Aktivitat der Katalase auch bei den niedrigeren Cd-Konzentrationen unterdriickt
und nahm danach mit zunehmender Cd-Konzentration zu. Laut der gleichen Studie ist die
Katalase wegen ihrer geringen Substrat-Affinitdt weniger effektiv beim H,0,-Abbau als die
Peroxidase. Solange der Stress nicht zu gefahrlich fir die Abwehrkapazitdt der Pflanze ist,
wird also die Antwort auf den Schwermetallstress in einer Zunahme der SOD- und POX- und
einer Abnahme der Katalase-Aktivitat bestehen (Siedlecka & Krupa, 2002).
Diese Beobachtung konnte aber nicht bei der Untersuchung der POX-Aktivitat in 7. /atifolia
nach 72tagiger Behandlung bestdtigt werden. Bei Konzentrationen von 10 und 50 uM Cd
hatten die Blatter und die Rhizome eine gehemmte POX-Aktivitdt. Bei den hdchsten Cd-
Konzentrationen von 100 und 250 pM Cd konnte eine POX-Aktivitat im Bereich der Kontrolle
gemessen werden. Im Langzeitexperiment kann Cd also teilweise bei hohem Niveau die POX
in den Blattern deaktivieren. Dann wird offenbar Katalase aktiviert, um die fehlende POX zu
kompensieren (Zhang et al., 2005). Das kdnnte auch in den Blattern von 7. /atifolia nach
72tagiger Behandlung bei hohen Cd-Konzentrationen der Fall sein, in denen die POX ge-
hemmt, aber die Katalase signifikant induziert ist. Dies stimmt mit Resultaten von Zhang et
al. (2005) und Lidon & Teixeira (2000) Uberein, die beweisen, dass Katalase Uber die
Oxidation der Radikale Abwehr leistet und dass die Katalase-Aktivitat wesentlich héher als
die POX-Aktivitat ist.
Feduic & Erdei (2002), die auch die Katalase-Aktivitat in 7ypha latifolia nach 28tagiger Cd-
Behandlung untersucht haben, konnten zeigen, dass mit der zunehmenden Cd-Konzentration
die Katalase-Aktivitat der Rhizome steil abnimmt. Bei einer Konzentration von 0,1 pM Cd
steigt die Katalase-Aktivitat in den Blattern und nimmt bei den nachfolgenden Cd-Konzentra-
tionen leicht ab, aber sie liegt immer noch tber der Kontrolle.
Die Detoxifizierung von Wasserstoffperoxid kann weiter durch die Teilnahme des Ascorbat-
Glutathion Zyklus unterstiitzt werden, wenn H,0, systemisch ein Signal fiir die Induktion der
APOX sendet (Karpinski et al., 1999). Dieses Signal konnte aber keine durchgehend signifi-
kante APOX-Aktivitat in 7. /atifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung verursachen. Die einzige
Behandlung, bei der in den Blattern eine signifikant hohe APOX-Aktivitdt gemessen werden
konnte, ist die mit 100 uM Cd. Alle restlichen Proben hatten gehemmte Aktivitaten der APOX.
Mobin & Khan (2007) zeigten eine zunehmende APOX-Aktivitét bei der Steigerung der Cd-
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Konzentration in Brassica juncea und Singh et al. (2006) in Bacopa monnieri. Die Steigerung
der APOX-Aktivitat flhrt vermutlich zur Entgiftung von H,0, in Acer saccharium
(Pukacka & Ratajczak, 2006). Das Enzym nutzt das reduzierte Ascorbat als Reduktor und ist
hier der wirksamste Wasserstoffperoxid-Abbaumechanismus in den Pflanzenzellen (Shigeoka
et al., 2002).
Im Unterschied zu den restlichen zwei Umwandlern des Wasserstoffperoxids, der Katalase
und der Ascorbat-Peroxidase, deren Aktivitaten vorwiegend gering sind, konnte bei der
Glutathionperoxidase ab der Konzentration von 50 uM Cd eine signifikante Steigerung der
Aktivitat in Blattern und Rhizomen nachgewiesen werden. Bei Inkubation mit 10 uM Cd blieb
die GPOX-Aktivitat im Bereich der Kontrolle. Solche Ergebnisse wurden auch von Singh et al.
(2006) fir die Pflanze Bacopa monnieri und von Milone et al. (2003) flir Weizen publiziert.
Die Untersuchungen an GPOX wurden mit den gleichen Konzentrationen, aber fir kiirzere
Zeitraume durchgeflihrt. Auf diese Weise konnten durch die hochregulierte GPOX-Aktivitat
weitere Konzentrationen an H,0, abgebaut werden, die bei einem unkontrollierten Transport
von den Organellen ins Cytosol zu einer Bildung von Hydroxylradikalen durch die metallkata-
lysierte Haber-Weiss Reaktion fiihren koénnten (Singh et al., 2006). Die erhéhten GPOX-
Aktivitaten zeigen, dass die Glutathionperoxidase mit der APOX um den Abbau von Wasser-
stoffperoxid konkurriert (Singh et al., 2006). Feduic & Erdei (2002) konnten dagegen ganz
andere Effekte fir die GPOX-Aktivitat von 7ypha latifolia nachweisen. Sie zeigten, dass mit
einer Zunahme der Cd-Konzentration von 0,1 bis auf 100 uM Cd die Aktivitdt der GPOX in
den Blattern und in den Rhizomen kontinuierlich abnimmt. In den Phragmites australis-
Pflanzen hingegen, die dem gleichen Schwermetallstress ausgesetzt waren, konnte eine
steile Zunahme der GPOX-Aktivitdt in den Rhizomen nachgewiesen werden, wie auch eine
leicht zunehmende Aktivitat in den Blattern nach 100tdgiger Behandlung. Hohe GPOX-
Aktivitdten wurden noch bei den Rhizomen und den Blattern von Cd behandelten Phaseolus
vulgaris (Chaoui et al., 1997), Zea mays (Lagriffoul et al., 1998) und in Fichtennadeln
gezeigt (Radotic et al., 2000). Uber eine mit der As-Konzentration steigende GPOX-Aktivitét
in Pteris vitatta berichten auch Cao et al. (2004).
Die Blatter von 7. /atifolia zeigten nach 72tagiger Cd-Behandlung ahnlich wie bei der GPOX-
Aktivitat eine signifikante GR-Aktivitat in Abhangigkeit zur Cd-Konzentration. Dies gilt aber
nicht fiir die GR-Aktivitdt der gleichbehandelten Rhizome, deren Aktivitat stets im Bereich der
Kontrolle liegt. Bei der hdchsten Cd-Konzentration von 250 uM wurde eine Hemmung der
GR-Aktivitat gemessen. Feduic & Erdei (2002) berichten Uber einer Steigerung der Gluta-
thionreduktase-Aktivitat in 7. /atifolia mit der Erhéhung der Cd-Konzentration in den Blattern
und eine geringere Steigerung der GR-Aktivitat in den Rhizomen. Diese Messungen von
Feduic & Erdei (2002) wurden weiter von den gleichbehandelten Phragmites australis-
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Pflanzen unterstiitzt. Es muss dabei erwahnt werden, dass oberhalb der Konzentration von
10 uM Cd die GR-Aktivitat in P. gustralis leicht abnimmt, was mit den Erkenntnissen Ulber die
GR-Aktivitat der 7. /atifolia in der vorliegenden Arbeit korreliert. Iannelli et al. (2002)
berichteten ebenfalls Gber eine Zunahme der GR-Aktivitat in den Rhizomen von P. australis.
Die Aktivitat der Glutathionreduktase, die sich als limitierendes Enzym im Ascorbat-Glutathion
Zyklus erweist, fuhrt zu einem hohen GSH/GSSG-Verhaltnis, das flir die Regeneration des
Ascorbats und fir die Aktivierung verschiedener CO,-fixierender Enzyme notwendig ist
(Noctor & Foyer, 1998). Die GR wird aber anders reguliert als die durch H,0, aktivierte APOX
(Schiitzendiibel et al., 2001). Das korreliert sehr gut mit den hier prasentierten Ergebnissen,
wo die Cd beeinflusste Erhéhung der GR-Aktivitdt nur in den Blattern und nicht in den
Rhizomen nachzuweisen ist. Die gehemmten APOX- und GR-Aktivitaten der Rhizome und die
signifikant hohe GPOX-Aktivitdt der Rhizome zeigen, dass das Wasserstoffperoxid mehr
durch den Glutathionperoxidase-Zyklus und weniger durch den Ascorbat-Glutathion Zyklus
abgebaut wird (siehe Abbildung 83).

NAD(P)* —————— NAD(P)’
NAD(P)H MDHA - Ascorbat

H,O0
' 0, + H,0, -
—
"" . H,O0 + O,

Abbildung 83 Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit gemessenen antioxidativen
Enzyme in Typha latifolia nach 72tagiger Cd-Behandlung. In Rot ist eine Steigerung und in Griin eine
Abnahme den entsprechende Enzymaktivitaten zur Kontrolle dargestellt.
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Die 7. /atifolia-Pflanzen hatten nach 72tagiger Cd-Behandlung bei der Mehrheit der
Behandlungen eine gehemmte MDHAR- und DHAR-Aktivitat. Alle mit Cd behandelten Blatter
zeigten MDHAR-Aktivitat um die der Kontrolle und in den Rhizomen eine Hemmung. Es
konnte das Entgegengesetzte in Bezug auf die DHAR-Aktivitat nachgewiesen werden. Die
Rhizome hatten erhdhte DHAR-Aktivitat und bei der Konzentration von 100 uM Cd konnte
sogar eine signifikante Steigerung der Aktivitat der DHAR belegt werden. Mit der steigenden
Cd-Konzentration nahm die Aktivitat der DHAR in den Rohrkolben kontinuierlich ab. Diese
Ergebnisse stimmen mit denen von Aravind et al. (2005) in Ceratophyllum demersum
Uberein, wo gezeigt wurde, dass nach einer Behandlung mit 10 uM Cd die Aktivitaten von
MDHAR und DHAR stark abgenommen hatten. Aravind et al. (2005) vermuten, dass die
Toxizitat des Cadmiums die Aktivitat der MDHAR hemmt. Hohe MDHAR-Aktivitat und
gehemmte DHAR-Aktivitat kénnten eine Strategie sein, um die Disproportionierung von
MDHAR zu hemmen und um effektiver Dehydroascorbat zu Ascorbat umzuwandeln
(Drazkiewicz et al., 2003).

Glutathion in seiner reduzierten und oxidierten Form ist bereits mehrfach erwahnt worden.
Seine Rolle beim Schutz der Zellen vor den toxischen Effekten der freien Radikale ist
offenbar, das Ascorbat reduziert zu halten (Zhang et al., 1996). Mit der Zunahme der Cd-
Konzentration konnte in den 7. /atifolia-Rhizomen, die mit Cd Uber 72 Tage behandelt
wurden, eine kontinuierliche Abnahme der GSH-Konzentration beobachtet werden. Bei der
Konzentration von 10 yM Cd wurde hingegen eine steile Zunahme des GSH gemessen. Die
Blattproben derselben Pflanzen hingegen hatten nur sehr geringe GSH-Konzentrationen nach
allen vier Behandlungen. In Bezug auf die GSSG-Konzentrationen sind interessante Effekte
beziiglich der Cd-Konzentrationen in den Blattern zu erwahnen. Die GSSG-Konzentration in
den Rhizomen nimmt von der 10 uM Cd-Behandlung zu der 100 pM Cd-Behandlung
kontinuierlich ab. Dabei ist auch eine Abnahme der GSSG-Konzentration in den Blattern bis
zu der Konzentration von 50 uM Cd festzustellen. Ab 100 uM Cd nimmt die Konzentration des
GSSG wieder zu, um bei der Konzentration von 250 pM Cd ein zweites Maximum zu
erreichen. Laut Foyer & Noctor (2003) fiihrt die Abnahme im Reduktionsstatus von GSH zum
Verlust der Zell-Reduktionshomeostase. Das erhdohte GSH-Niveau wahrend des Cd-Stresses
kann offenbar zu induzierter Transkription von Genen fiihren, die fiir die GSH-Biosynthese,
wie zum Beispiel y-Glutamylcystein-Synthase, Glutation-Synthase und Glutathionreduktase
(Xiang et al.,, 1998) und die Enzyme der Phytochelatinsynthase (Inouhe, 2005)
verantwortlich sind. Feduic & Erdei (2002) berichten Uber die Zunahme der GSH-Konzen-
trationen in 7ypha nach 14tagiger Cd-Behandlung und einem GSH-Gleichstand wie bei der
Kontrolle. Cao et al. (2004) hingegen berichten Uber eine Abnahme der GSH-Konzentration

in den Rhizomen von Pteris vittata mit der zunehmenden As-Konzentration. Aravind et al.
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(2005) publizierten Ergebnisse, die Uber eine drastische Reduktion von GSH- und parallel
steigenden GSSG-Konzentrationen beschlieBen lieBen, die eine echte Indikation von oxida-
tivem Stress sind.
Wie bereits gezeigt, kbnnen auch die Glutathion S-Transferasen ein Indikator fir Cd-Stress
sein. Die Steigerung des GSH-Niveaus fuhrt auch zu ihrer Transkription (Marrs, 1996). Im
Langzeitexperiment war die CDNB-Konjugation nur in den Blattern bei der Konzentration von
250 uM Cd induziert. Bei den restlichen Behandlungen und Cd-Konzentrationen konnten
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf CDNB festgestellt werden. Sehr interessant
war die signifikant hohe Induktion der DCNB-Konjugation in den Rhizomen bei allen
Konzentrationen, weil das ein sehr spezifisches Substrat fir wenige GST-Isoformen ist. Bei
dem Modelsubstrat NBC konnte nach der Cd-Behandlung in den Bldttern und in den
Rhizomen bei den hoéchsten Cd-Konzentrationen eine GST-Konjugation nachgewiesen
werden. Die DCNB- und die NBC-Ergebnisse korrelieren mit den von Schroder et al. (2002)
publizierten Daten. Iannelli et al. (2002) berichteten auch Uber die steigende Aktivitat von
GST nach der Cd-Behandlung von P. australis. Uber eine Stimulation von GST nach der Cd-
Behandlung berichten auch Dixit et al. (2001) in Erbsen und Mauch et al. (1993) im Weizen.
Marrs (1996) schlieBt die Mdglichkeit nicht aus, die GST-Aktivitdt sei mit anderen
antioxidativen Reaktionen verbunden.
Nach der Ammoniumsulfatfallung wird oft als nachster Schritt der GST-Isoenzyme-Reinigung,
eine Affinitatschromatographie, durchgefiihrt, die eine Trennung der GST von den restlichen
Proteinen bewirkt. Nicht alle GST-Isoenzyme binden an das jeweilige Affinitatschromato-
graphiematerial (Gotzberger, 1994). Das war der Grund, die Enzymextrakte mittels einer
Mono Q-Saule weiter zu reinigen. Auf diesem Wege konnte die gezielte Steigerung der
spezifischen Aktivitat erreicht und die GSTs in Fraktionen mit dhnlicher Aktivitat getrennt
werden.
Schroder (1996) zeigte, dass die GST nach HPLC-Trennung besser aufgelést und klarer
dargestellt werden als auf SDS-Gelen. In Arabidopsis thaliana wurden bisher 52 Pflanzen-
GSTs bestimmt (Edwards & Dixon, 2005). Bis jetzt waren circa 20 unterschiedliche GST-
Proteine in Phragmites getrennt worden (Nuber & Schrdder, persdnliche Mitteilung). Mit der
hier verwendeten etablierten Methode wurden Uber 30 HPLC-Peaks als putative GST-
Isoformen in den Kontrollpflanzen isoliert. Als Grundlage dieser Trennung ist neben dem
Molekulargewicht auch die unterschiedliche Lipophilie der Proteine verwendet worden. Die
Verwendung dieser HPLC Methode zur GST-Charakterisierung belegte auch, dass in Blattern
und Rhizomen von Typha unterschiedliche GSTs exprimiert werden. Aus den Retentions-
zeiten folgt, dass es sich zum Teil um Untereinheiten handelt, die einander sehr unahnlich
sind. Zahlreiche Untereinheiten gehen aufgrund der Behandlung verloren. Dafiir konnten in
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behandelten Pflanzen etwa 10 neue Untereinheiten der GST in den Rhizomen und 6 neue
Untereinheiten-Peaks in den Blattern identifiziert werden. Wéahrend in den 7ypha latifolia-
Rhizomen nach 72tagiger Cd-Behandlung Isoenzyme nach der Behandlungen mit allen 4 Cd-
Konzentrationen (10, 50, 100 und 250 pM) nachgewiesen werden konnten, sind diese neuen
Isoformen in den Blattern auf die Konzentrationen von 10 bis 100 uM Cd begrenzt. Hier sind
molekularbiologische Studien erforderlich, um die Identitdt zur Gruppenzugehdrigkeit der
GST zu klaren.

Untersuchungen von Daubner (2001) zeigten, dass die Schwermetalle unspezifische Reaktio-
nen ausldsen, die auch wahrend die Zelle mit anderen Stressfaktoren, wie Licht und UV-
Strahlung zum Beispiel, konfrontiert wird, ablaufen, was zur Induktion von GST-Aktivitat
fuhrt. Laut Fischer (1997) kénnte das bedeuten, dass die Zellkultur von Picea abies auf

Schwermetallinduktion nicht mit Synthese von neuen Isoenzymen reagiert hat.

Flr weitere Arbeiten wird es unumganglich sein, die GST Isoformen zu identifizieren und klar
herauszustellen, welche von ihnen fiir die Schadstofftoleranz unter Schwermetalleinfluss
essentiell sind. Auf diese Art wird es moglich sein, die Entgiftungskapazitat in 7ypha /atifolia-
Pflanzen spezifisch fiir den Einsatz in der Phytoremediation in unterschiedlich belastete
Abwasser hochzuregulieren, so dass mdglichst optimaler Schadstoffabbau gewahrleistet

wird.

4.2 Helianthus annuus
Um bereits vorher im Labor untersuchte Metallaufnahme mit der Entgiftungskapazitat im
praktischen Hinblick korrelieren zu kénnen, wurden Pflanzenproben in der Schweiz geerntet,
die auf schwermetallkontaminierten Béden gewachsen waren. Auf diese Weise wurde nach
eine Bestatigung gesucht, dass die Phytoremediation von Schwermetallen bei einer organi-
schen Kontamination nicht beeintrachtigt wird.
Mutanten der Sonnenblumensorten IBL 04 und Salut wurden auf dem Versuchsfeld Rafz
(Schweiz) auf ihre Schwermetallaufnahme-Kapazitat und Extraktionsvermégen in Bezug auf
die Verwendung fir die Phytoremediation angepflanzt. Ausgewahlte Mutanten durften fur die
vorliegende Arbeit beprobt und auf ihre antioxidativen Enzyme untersucht werden.
Die dem Metallstress ausgesetzten Sonnenblumenmutanten zeigten eine sehr gute
Aufnahme an Cd, Zn und Pb (sehe Tabelle 27). Wie von friiheren Studien bekannt ist, sind
die Zellmembranen die ersten, die von den Metallen betroffen werden (Singh et al., 2006).
Die Destabilisierung der Membranen ist mit der Lipidperoxidation verbunden, die durch
aktivierte Sauerstoffspezies wie O,, OH oder die Lipooxigenase angeregt werden kann
(Halliwell & Gutteridge, 1989). Die Metallionen blockieren den Elektronenfluss im Photo-
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system II, was zur Bildung von angeregtem Chlorophyll flihrt, das auch die Produktion von
freien Radikalen auslésen kann (Kato & Simizi, 1985).
Es war also zu erwarten, dass die Pflanzen im Feld beobachtbare Schaden aufweisen
wirden. Dabei war in Versuchen auch die Vergilbung den Blattern beobachtet worden.
Der vorwiegende Teil der IBL 04-Mutanten zeigt eine Pigment-Konzentration im Bereich der
Kontrolle. Es konnten keine groBen Unterschiede unter den einzelnen Sonnenblumen-
mutanten beziiglich des Chlorophyll b und der Carotinoide nachgewiesen werden. Das
Chlorophyll a zu Chlorophyll b-Verhaltnis der IBL 04-Mutanten liegt zwischen 2,5 und 3,5. Bei
den Hybride-Salut-Mutanten konnte nur in einem Fall (9/64-19-S) eine hdhere Pigment-
Konzentration als in der Kontrolle festgestellt werden. Die restlichen Mutanten zeigten eine
Pigment-Konzentration im Bereich der Kontrolle. Die Konzentration der Carotinoide ist
vergleichbar unter allen Mutanten der Hybride Salut. Sanita di Toppi et al. (1998), Horvath et
al. (1996) und Caspi et al. (1999) auBerten die Meinung, die Chlorophyllabnahme kdénne als
Hinweis fir schwermetallinduzierte Schaden benutzt werden. Bei den Untersuchungen von
Horvath et al. (1996) und Caspi et al. (1999) an Gerste wurde mit zunehmender Cd-
Konzentration eine Inhibition von Chlorophyll nachgewiesen. Ahnliche Effekte wurden auch
von Mishra et al. (2006) in Bacopa monnieri festgestellt. Bei H. annuus war also eine solche
Abnahme nicht signifikant und eindeutig.
In den Sonnenblumenmutanten von IBL 04 und Salut, die in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden, konnte keinerlei signifikante Veranderung der Malondialdehyd-
Konzentration festgestellt werden. Sechs der IBL 04-Mutanten, die eine sehr gute Aufnahme
der drei Metalle gezeigt haben, wiesen sogar eine geringere Malondialdehyd-Konzentration
auf. Die Uibrigen Mutanten hatten Malondialdehyd-Konzentrationen im Bereich der Kontrolle.
Die gleiche Beobachtung konnte auch in Bezug auf die 9/64-19-S Salut-Mutante gemacht
werden, die trotz ihrer sehr hohen Metallaufnahme eine niedrigere Malondialdehyd-
Konzentration als die Kontrolle zeigte. Die Konzentration des Malondialdehyds blieb auch in
mit niedrigen Cd-Konzentrationen behandelten Allium sativum gering (Zhang et al., 2005).
Diese Erkenntnisse kollidieren mit den Untersuchungen an anderen Pflanzenarten. Es ist
bewiesen, dass die hohe Cd-Konzentrationen zur Steigerung der Lipidperoxidation in Pisum
sativum (Chaoui et al., 1997; Metwally et al., 2005), Reis (Chien et al., 2001), Sonnen-
blumenkeimlingen (Gallego et al., 1996), Bacopa monnieri (Mishra et al., 2006; Singh et al.,
2006) und Gerste (Wu et al., 2003) fiihren. Bestdtigung flir die erwahnten Thesen wurde
auch nach der 72stiindigen Cd- und As-Behandlung in den Rhizomen von Typha latifolia
entdeckt (siehe Tabelle 34), aber nicht bei der 72tagigen Behandlung (siehe Tabelle 45).
Nach Schwermetallstress ist aber die SOD in der Pflanze erhoht (Mishra et al., 2006). In den
untersuchten IBL 04 und Salut Sonnenblumenmutanten konnte die Schwermetallkonzen-
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tration der Pflanze nicht mit der jeweiligen SOD-Aktivitat in Verbindung gesetzt werden.
Einige der Pflanzen, die weniger Schwermetalle aufgenommen hatten, zeigten héhere SOD-
Aktivitat und umgekehrt. Daflir hatten alle Mutanten, deren MDA-Konzentration gering war,
SOD-Aktivitaten im Bereich der Kontrolle. Anscheinend sind in den Mutanten der beiden
Sonnenblumensorten gewisse Mengen an pflanzengiftigem Wasserstoffperoxid vorhanden,
die durch die SOD abgebaut werden. Uber eine geringere SOD-Aktivitit nach der Schwer-
metallbehandlung berichten auch Mishra et al. (2006) in Bacopa monnieri, Gallego et al.
(1996) in Helianthus annuus und Sandalio et al. (2001) in Erbsen. Schickler et al. (1999)
hingegen zeigten, dass das Cd zur Steigerung der SOD-Aktivitat in Alyssum fihrt. Eine
erhohte SOD-Aktivitéat kann zur erhéhten Produktion von aktiven Sauerstoffspezies flihren
(Somashekaraiah et al., 1992). Eine Abnahme von SOD bei der Schwermetallanwesenheit
kénnte zu einer Deaktivierung vom Enzym durch H,O, flihren, das in unterschiedlichen Zell-
kompartimenten und enzymatischen und nichtenzymatischen Prozessen in der Zelle gebildet
wird (Sandalio et al., 2001; Schiitzendiibel et al., 2002; Dixit et al., 2001). Diese Erkenntnis
konnte mit den 7. /atifolia-Ergebnissen in Verbindung gesetzt werden. Bei der Cd-Behand-
lung von Rohrkolben (ber 72 Stunden konnte nur eine starke Abnahme der SOD-Aktivitat
festgestellt werden (siehe Tabelle 34). Da ist anscheinend, wie bereits zitiert, das Enzym
abgeschaltet worden. In der ndachsten T7ypha /atifolia-Behandlung, die Uber 72 Tage
durchgefiihrt wurde, konnte eine Steigerung der SOD-Aktivitat beobachtet werden (siehe
Tabelle 45), die als weiterer Effekt auch bei der Katalase und die APOX wieder zu finden war.
Nach der Entgiftung der gefdhrlichen Sauerstoffspezies durch das Enzym SOD werden
gewisse Mengen an Wasserstoffperoxid in verschiedenen Pflanzenkompartimenten
vorhanden sein. Die Enzyme Katalase, Ascorbatperoxidase und Glutathionperoxidase
verwenden das H,0, und bauen es zu Wasser und molekularem Sauerstoff ab (Mishra et al.,
2006). Die Katalase, die in den Peroxisomen und den Mitochondrien vorhanden ist, konnte in
bedeutenden Konzentrationen (bis zu 1500% Steigerung zur Kontrolle) bei den IBL 04
Mutanten festgestellt werden. Es sind aber 7 IBL 04-Mutanten vorhanden, bei denen die
Aktivitat der Katalase gegeniiber der Kontrolle gehemmt ist. Das gleiche gilt auch fir die
Katalase-Aktivitat der Salut-Mutanten und korreliert mit den Daten von Mishra et al. (2006),
die eine Abnahme der Katalase nach der Schwermetallbehandlung festgestellt haben.
Cakmak (2000) vermutet, dass die Aktivitdit der O,-empfindlichen Katalase nach der
Vermehrung von giftigem aktiven Sauerstoff als Folge der Schwermetallbehandlung
gehemmt war. Eine Abnahme der Katalase-Aktivitdt stellten auch Somashekaraiah et al.
(1992), Chaoui et al. (1997) in Phaseolus vulgaris, Cao et al. (2004) in Pteris vittata,
Hegedis et al. (2001) in Gerste, Verma et al. (2003) in Reis und Zhang et al. (2005) in
Allium sativum, fest.
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Peroxidase ist ein zellwandgebundenes Enzym, aber es ist auch im Cytoplasma nach-
gewiesen (Mishra et al., 2006). Die Peroxidase, die H,O, bei der Oxidation verschiedener
anorganischer und organischer Substrate nutzt (Asada, 1994), zeigt sehr unterschiedliche
Effekte bei den Sonnenblumenmutanten von IBL 04. Wahrend einige der IBL 04-Mutanten
Uber geringe POX-Aktivitat verfligen, gibt es andere, deren POX-Aktivitat bis zu 400% hdher
als die der Kontrolle ist. Es ist aber keine schwermetallbezogene Korrelation festzustellen.
Die Salut-Mutanten zeigten eine geringe oder so hohe POX-Aktivitat wie die Kontrolle. In den
IBL 04-Mutanten sind sehr hohe und sehr geringe POX-Aktivitdten festgestellt worden.
Hegedis et al. (2001) und Wu et al. (2003) duBerten die Meinung, dass die POX-Zunahme in
Gerste betont metallabhangig ist. Je hdher die Schwermetallkonzentration und je langer die
Behandlung, desto hdher ist die Aktivitat von POX. Das kann aber im Fall von H. annuus
nicht eindeutig gesagt werden. Weitere Studien berichten auch liber eine Steigerung, eine
Abnahme oder keine Veranderung der POX-Aktivitat unter Cadmiumstress (Shaw, 1995 in
Phaseolus aureus, Schitzendlbel et al., 2001, 2002 in Pinus silvestris und Populus
canescens). Beziglich der steigenden POX-Aktivitdt mit steigender Metallkonzentration
konnte eine Bestdtigung bei der 72stiindigen Cd- und As-Behandlung gefunden werden
(siehe Tabelle 34). Die POX-Aktivitat nach 72 Tagen hingegen ist kaum mehr von den Cd-
Konzentrationen beeinflusst und nicht signifikant verandert (siehe Tabelle 45).

Die Ascorbatperoxidase, die in den Chloroplasten und im Ascorbat-Glutathion Zyklus zu
finden ist, hat die gleiche Rolle H,0, abzubauen, wie die Katalase in den Mitochondrien und
den Peroxisomen. Ein erhéhtes Niveau von APOX konnte nur in zwei IBL 04-Mutanten und in
keinen Salut-Mutanten festgestellt werden. Die beiden IBL 04-Mutanten gehdren zur Gruppe
der -185-04-Sonnenblumenmutanten und zeigten eine bessere Schwermetallaufnahme. Der
Rest den IBL 04-Mutanten hat eine sehr geringe APOX-Aktivitidt. Ahnliche Ergebnisse wurden
auch von Verma et al. (2003) im Reis nach einer Pb-Behandlung und nach einer Cu-Toxizitat
in Phaseolus vulgaris (Weckx et al., 1996) berichtet. Laut Asada (1992) sind APOX zu-
sammen mit der Katalase und der Superoxiddismutase Schliisselenzyme fiir die antioxidative
Abwehr, die die zelluldare Konzentration von O, und H,0, bestimmt. Weil die SOD- und die
Katalase-Aktivitdten der einzelnen IBL 04-Mutanten besser war als die APOX-Aktivitat, konnte
vermutet werden, dass die Wasserstoffentgiftung effektiver durch Katalase und nicht durch
Ascorbatperoxidase stattfindet.

Um standig Ascorbat zur Verfligung zu haben, wird Ascorbatperoxid auf zwei Wegen rezyk-
liert. Die eine Mdoglichkeit ist, dass vom Ascorbatperoxid und Wasserstoffperoxid
Monodehydroascorbat (MDHA) gebildet wird, das durch die Monodehydroascorbatreduktase
zu Ascorbat reduziert wird. Die andere Mdglichkeit ware, die MDHA zu Dehydroascorbat zu

disproportionieren und dabei mittels GSH und Dehydroascorbatreduktase Ascorbat zu bilden.
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Auf diese Weise wird auch der Reduktionsstatus der Zelle kontrolliert (Potters et al., 2002).
Die IBL 04-Mutanten verfligen durchschnittlich Gber eine 300 bis 600% hdhere MDHAR-
Aktivitat als die Kontrolle. Bei den Salut-Sonnenblumenmutanten konnte eine Erhéhung bis
zu 200% festgestellt werden. In den IBL 04- und Salut-Mutanten, bei denen die MDHAR-
Aktivitat gleich hoch wie die der Kontrollen war, konnte eine geringere DHAR-Aktivitat
gemessen werden. Aravind et al. (2005) berichten Uber eine Abnahme der MDHAR- und
DHAR-AKktivitat als Folge der Cd-Exposition. Sie duBern die Meinung, dass der Schwermetall-
stress zur Inhibition von MDHAR fiihrt. Danach wird die nicht enzymatische Disproportionie-
rung von MDHA gestartet und es entsteht DHA. Eine sehr hohe DHA-Akkumulation wird als
negativer Effekt flir den Zellmetabolismus betrachtet (De Gara et al., 2000). Eine hohe
MDHAR-Aktivitat und demzufolge DHAR-Aktivitdt konnte eine Strategie flir die Inhibition der
MDHA-Disproportionierung oder effektive Umwandlung von DHA zu reduziertem Ascorbat
sein (Drazkiewicz et al., 2003). Weil die MDHAR-Aktivitat, wie in den IBL 04-, so auch in den
Salut-Mutanten héher ist als die DHAR-Aktivitdt, kdnnte man vermuten, dass das ndétige
reduzierte Ascorbat auf Kosten von NADPH und nicht auf GSH gebildet wird.
Die GPOX ist eine Alternative zur Ascorbatperoxidase und zur Katalase. Tatsachlich haben die
Mutanten, bei denen die GPOX-Aktivitat 200% Uber der Kontrolle liegt, keine APOX- oder
teilweise GPOX-Aktivitat. Im Fall der Salut-Mutanten ist schwer nachweisbar, welches Enzym
genau das Wasserstoffperoxid abbaut, weil keines der erwahnten Enzyme hochreguliert ist.
Mishra et al. (2006) berichten Uber eine gemeinsame Regulation von SOD, APOX und die
GPOX. Eine hohe GPOX-Aktivitat ist noch nachgewiesen von Chaoui et al. (1997) in
Phaseolus vulgaris, Lagriffoul et al. (1998) in Zea mays, Iannelli et al. (2002) in Phragmites
australis und Milone et al. (2003) im Weizen. Die als Ersatz auftretende GPOX-Aktivitat bei
den Mutanten, bei denen eine geringere APOX- oder Katalase-Aktivitat gemessen wurde,
spricht dafiir, dass das Enzym Glutathionperoxidase ein konkurrentes Enzym zur Ascorbat-
peroxidase beim Abbau von Wasserstoffperoxid ist (Singh et al., 2006). GPOX und APOX
kdnnten als Konkurrenten beim H,0,-Abbau auch in 7ypha /atifolia bezeichnet werden (siehe
Tabelle 34). Das ist aber bei dem Langzeitexperiment von Rohrkolben mit Cd nicht der Fall,
weil die GPOX alleine die Rolle vom H,0,-Abbau bernimmt (siehe Tabelle 45).
Die Glutathionreduktase katalysiert die letzten Reaktionen im Ascorbat-Glutathion Zyklus und
im Glutathionperoxidase-Zyklus und ist flr das positive Verhadltnis von GSH/GSSG
verantwortlich (Mobin & Khan, 2007). In den meisten untersuchten IBL 04- und Salut-
Mutanten ist die Glutathionperoxidase auf dem Niveau der Kontrolle und bei sieben Proben
sogar gehemmt. In Bezug auf die IBL 04-Mutanten ist zu erwahnen, dass die
Enzymaktivitaten einen Ausgleich erreicht haben, bei dem immer ein Enzym hochreguliert
wird, wenn die restlichen Enzyme des APOX-GSH Zyklus oder des GPOX-Zyklus nicht
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Uberexprimiert wurden. Auf diese Weise kann offenbar eine maximale Entgiftung erzielt
werden. Gallego et al. (1996) berichteten auch Uber eine Abnahme der Glutathionperoxidase
in Helianthus annuus. Dixit et al. (2001), Verma et al. (2003) haben eine Zunahme von GR in
Erbsen und im Reis gemessen.
Das Glutathion in seiner reduzierten und oxidierten Form kann als Signal, das das antioxi-
dative Abwehrsystem unterstitzt, funktionieren (May et al., 1998). Glutathion, zusammen
mit Ascorbat, sind die Hauptreduktionspuffer in der Zelle. Die Abnahme in ihrem
Reduktionstatus kann zum Verlust der Homeostase der Zelle fiihren (Foyer & Noctor, 2003).
Die IBL 04-Mutanten zeigten eine GSH-Konzentration im Bereich der Kontrolle. Einzelne
IBL 04-Mutanten der -190-04-Gruppe zeigten sogar GSH-Konzentrationen von 400 bis
1000% hoher als die der Kontrolle. Mann muss hier die Feldsituation berticksichtigen, in der
Bodeneffekte nicht standardisiert sind und der Ernahrungszustand der Pflanzen unbekannt
ist.
Alle -190-04-Sonnenblumenmutanten, die Uber bedeutend hohe GSH-Konzentrationen
verfligen, zeigten auch hdéhere GSSG-Konzentrationen. In Bezug auf die Salut-Mutanten ist
es erwahnenswert, dass zwei Pflanzen, deren GSH-Konzentrationen sehr gering sind (9/64-
19-S und 2/81-19-S) GSSG-Konzentration im Bereich der Kontrolle zeigen. Die restlichen
Sonnenblumenmutanten weisen geringere GSH- und GSSG-Konzentrationen auf. Aravind et
al. (2005) berichten Uber eine Abnahme der GSH- und eine Steigerung der GSSG-
Konzentration mit zunehmender Cadmiumkonzentration. Die Autoren vermuten, dass das ein
Zeichen fir oxidativen Stress ist. Nach einer Zinkbehandlung wurde keine Veranderung in
der GSH-Konzentration, aber eine Abnahme von GSSG nachgewiesen (Aravind et al., 2005).
Die IBL 04- und Salut-Mutanten wurden auch einer kombinierten Schwermetallbehandlung
ausgesetzt. Das macht die vorliegenden Ergebnisse mit den von Aravind et al. (2005)
vergleichbar. Es kdnnte vermutet werden, dass Zink die hohere GSH-Konzentration durch die
Regulation der Biosynthese von GSH reguliert (Cakmak, 2000; Mishra et al., 2006). Uber ein
unterschiedliches Niveau der GSH-Erschopfung berichten weiter Rauser et al. (1991) im
Mais, De Vos et al. (1992) im Silene cucubalus und Gallego et al. (1996) in Sonnenblumen.
Laut Riegsegger et al. (1990) muss Glutathion weiter fiir die Phytochelatinsynthase
gespeichert werden. Das kann sein hohes Niveau nach der Cadmiumbehandlung erklaren. Es
gibt auch andere Studien, die eine Steigerung oder keine Veranderung in dem Niveau von
GSH festgestellt haben (Gupta et al., 1995; Gupta et al., 1998; Schat et al., 2002). Das frei
verfligbare GSH koénnte zu wenig sein um eine Abwehr gegen den oxidativen Stress bei
hohen Schwermetallkonzentrationen leisten zu kénnen, was zu oxidativem Stress fiihren
kann (Mishra et al., 2006). Chen et al. (1994) vermuten, dass eine hohe GSH-Konzentration
ein Ausdruck flr die Schwermetalltoleranz der Pflanze sein konnte.
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Die erhéhten GSH-Konzentrationen kdnnen auch zur Transkription anderer Abwehrgene, wie
zum Beispiel die Glutathion S-Transferasen, flihren (Schrdder et al., 2002). Um die Hochre-
gulation von GSTs nachweisen zu kdnnen, werden unterschiedliche Modellsubstrate ver-
wendet. Die Modellsubstrate flihrten bei den IBL 04-Mutanten zu einer Abnahme der GST-
Induktion in folgender Reihenfolge: Fluorodifen, CDNB, NBoC, NBC, DCNB. Vierzehn von 22
untersuchten IBL 04-Mutanten zeigten eine GST-Induktion fiir das Substrat Fluorodifen und
nur eine Mutante bei dem Substrat DCNB. Die IBL 04-Mutanten, die eine GST-Aktivitat fir
die Substrate CDNB und NBC zeigten, haben auch eine Induktion fir das Herbizid
Fluorodifen bewiesen. Die GST-Aktivitaten der Salut-Mutanten sind nicht oder nur teilweise
mit denen der IBL 04-Mutanten zu vergleichen. In den Salut-Mutanten nimmt die GST-
Aktivitat in folgender Reihenfolge ab: DCNB, CDNB, NBC, NBoC und Fluorodifen. Beim letzten
zeigte keine der Mutanten eine Induktion der GSTs. Hier ist die GST-Aktivitat in Bezug auf
DCNB und Fluorodifen beim Vergleich von den IBL 04- und die Salut-Mutanten verdreht. Es
gibt aber eine Salut-Mutante mit sehr hoher GST-Aktivitat flir alle Modellsubstrate, auBer
Fluorodifen: 2/81-19-S. Die Mutante 10/55-19-S hingegen zeigte minimale GST-Aktivitat flr
das Substrat DCNB. Alle diese unterschiedlichen Effekte, bezliglich der GST-Aktivitat, weisen
darauf hin, dass es in den Sonnenblumen unterschiedliche GST-Isoformen gibt, die
unterschiedlich unter Metallstress und eingesetztem Modellsubstrat aktiviert werden kénnen
(Schroder et al., 2002). Mars (1996) vermutet, dass eine Verbindung zwischen dem
oxidativen Stress und der GST-Induktion durch die reaktiven Sauerstoffspezies vorhanden
sei. Die GST konnte an der Detoxifizierung der Produkte, die nach der Schwermetallattacke
entstanden sind, beteiligt sein (Schroder et al., 2002). Laut Aravind et al. (2005) spielt die
GST eine aktive Rolle bei der Detoxifizierung und ist als GST-mRNA sehr schnell bei
oxidativem Stress verfligbar. In der gleichen Studie wird erwahnt, dass die GST-Induktion
nach der Cadmiumbehandlung sehr gering ist. Das limitiert die Rolle der GST in Cd
behandelten Pflanzen. Andererseits nehmen GSTs aktiv an der Detoxifizierung endogen
entstandener elektrophiler Substanzen durch Lipidperoxidation und oxidative Degradation
von Nukleinsauren teil, besonders durch ihre Konjugation mit diesen Substanzen, um sie als

weitere Schadensverursacher zu eliminieren (Foyer et al., 2001; Nagalakshmi et al., 2001).

4.3 Nicotiana tabacum

In den Feldversuchen der Firma PHYTOTECH (Schweiz) waren auBer den

Sonnenblumenmutanten unterschiedliche Tabakklone untersucht worden, die nicht nur dem

Schwermetallstress ausgesetzt waren, sondern auch unterschiedlich gediingt wurden. Fiir die

Dingungsreihen wurden Ammoniumsulfat und Ammoniumnitrat in Konzentrationen von 1,

1,5 und 2mal, die hoher als in der landwirtschaftlichen Praxis verwendeten Diingerkonzentra-
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tionen waren, eingesetzt, um zu testen, ob die Pflanzen dann besser wachsen und
Schwermetalle akkumulieren wirden. Wieder wurde in der vorliegenden Arbeit nach
auffalligen Veranderungen der Pflanzen unter Stress gesucht.
In Abhangigkeit von den Pflanzenspezies, der Entwicklungsphase und dem Pflanzenorgan
kann die Nitratkonzentration Auswirkungen auf das optimale Wachstum der Pflanze haben.
Wenn die Nitratzugabe suboptiomal ist, verzégert sich das Wachstum, mobilisiert sich das
Nitrat in den vollentwickelten Blattern und wird an die Orte des neuen Wachstums verlegt. In
solchen Fallen wird auch ein erhohtes Blatt/Wurzeln-Verhaltnis beobachtet. Es kdnnten auch
Veranderungen in der Blattmorphologie, wie z.B. in der erhdhten Lange und Breite aber auch
eine Abnahme der Blattdicke festgestellt werden. Die ausgezdhlten morphologischen
Veranderungen bewirken auch die Photosynthese (Marschner, 1995).
Horvath et al. (1996) und Caspi et al. (1999) duBerten die Meinung, dass die Chlorophyll-
abnahme als Hinweis fiir schwermetallinduzierte Schaden benutzt werden kann. Bei ihren
Untersuchungen in der Gerste wurde festgestellt, dass mit zunehmender Cd-Konzentration
eine Inhibition von Chlorophyll nachzuweisen war. Ahnliche Effekte wurden auch von Mishra
et al. (2006) in Bacopa monnieri festgestellt. In den untersuchten Tabakklonen, die mit 1AN
+ 1AS; 1,5AN + 1,5AS; 2AS oder 2AN gediingt wurden, konnten ziemlich genau die gleichen
Pigmentkonzentrationen festgestellt werden. Es kann aber nicht eindeutig behauptet werden,
welche der Diingungsvariationen zur besten Erhaltung der Pigmente gefiihrt hatten, weil
andere Tabakklone, bei denen der gleiche Dinger ausgebracht wurde, sich niedrigere
Chlorophyll- und Carotinoidkonzentrationen gezeigt haben. Das a/b-Verhaltnis liegt bei allen
Klonen zwischen 2,5 und 3. Beim Chlorophyll/Carotinoid-Verhaltnis sind gréBere
Schwankungen festgestellt worden. Es gibt aber keinen bestimmten Tabakklon und keine
bestimmte Diingerkonzentration, die ein ausgepragt héheres oder niedrigeres Verhaltnis zur
Folge hatte.
Bei den Untersuchungen konnte keine direkte Verbindung zwischen den erforschten
Tabakklonen und den auf dem Feld aufgebrachten Diinger gefunden werden. Keines der
Enzyme hatten seine Funktionen durch die Dingerausbringung verbessert. Es konnte eben-
falls keine negative Korrelation zwischen Ammoniumsulfat und Ammoniumnitrat einerseits
und der Metallaufnahme und den Enzymaktivitaten andererseits festgestellt werden.
Im Gegensatz zu den Speicherlipiden und Olen ist die Lipidkonzentration in den griinen
Blattern eng mit der Stickstoffzugabe verbunden (Beringer, 1966). In den Blattern sind die
meisten Lipide Galactolipide, die als strukturelle Komponente der Chloroplasten funktio-
nieren. Deswegen flihrt eine Erhéhung der Proteinsynthese und Chloroplastenbildung zu
einer Zunahme der Lipidkonzentration in den Blattern und weiter zur Zunahme der
Chloroplastenbestandteile wie Chlorophyll und Carotinoide (Schulze, 1957).
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Wenn die Pflanzen Stress, wie Luftverschmutzung, Dirre, Temperatur, Licht, Schwermetalle,
Ubersalzung oder N&hrstofflimitierung ausgesetzt werden, wird oxidativer Stress ausgeldst
(Benavides et al., 2005). Die aktiven Sauerstoffspezies wurden in den Chloroplasten und in
den Peroxisomen freigesetzt, was letztlich zur Lipidperoxidation fihrt (Mishra et al., 2006).
Dabei sind gerade die ungesattigten Fettsduren zur Bildung von Lipid-Radikalen und
reaktiven Aldehyden pradestiniert (Reinheckel et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit
zeigten zwei der BAG-Tabakklone eine wesentlich héhere Malondialdehyd-Konzentration als
die Gesamtheit der restlichen Tabakklone. Die allerh6chste Malondialdehyd-Konzentration
konnte in einem ungediingten Tabakklon gemessen werden (1/NBCu 10-4F1 WT). Der mit
2AN gediingte FoP-Tabakklon zeigte die niedrigste Malondialdehyd-Konzentration. Insgesamt
verfligen die FoP-Tabakklone liber eine hdhere Malondialdehyd-Konzentration als die BAG-
Tabakklone. Das ist ein eindeutiger Hinweis auf Stressreaktion.
Die Messung der SOD-Enzymaktivitat in den unterschiedlich behandelten Tabakklonen zeigte,
dass die NBCu 10-8 F1-Tabakklone von BAG die hochste SOD-Aktivitat haben. Nach der
Dingung von 2AN und 1AN + 1AS wiesen die erwahnten Tabakklone eine zwischen 50%
und 70% hohere SOD-Aktivitat auf. Die unbehandelten Tabakklone sowie die -10-4 F1-
Tabakklone der BAG zeigten eine SOD-Aktivitdt so hoch wie die Ausgangstabakklone
1/BAG/2AS. Die Dingung mit verschiedenen Konzentrationen bei den Tabakklonen von FoP
flhrte zu keiner wesentlichen Steigerung der SOD-Aktivitat. Dass ist ein Hinweis darauf, dass
die Pflanzen von BAG auf den erhdhten Stress reagieren.
Interessanterweise konnten in den oben erwahnten Tabakklonen, deren SOD-Aktivitat
gestiegen war, auch eine hohere Aktivitat des Enzyms Katalase gemessen werden. Die NBCu
10-8 F1-Tabakklone zeigten nach gemischter Diingung eine bis zur 12fache Steigerung der
Katalase-Aktivitat. Der Mutterklon von FoP und die Tabakklone 2/NFCu 7-19 F1 2AN und 1,5
AN + 1,5 AS hatten aber auch sehr hohe Aktivitaten fiir die Katalase.
Die Radikale des Superoxids, des Wasserstoffperoxids und die Hydroxylradikale sind,
zusammen mit dem Singulettsauerstoff, die vier wichtigste Sauerstoffspezies, die in der
Pflanze produziert werden (Smirnoff, 1993). Um diese gefahrlichen Stoffe zu deaktivieren,
haben die Pflanzen das Antioxidantiensystem entwickelt (Smirnoff, 1993; Zhang & Kirham,
1994). An diesem System sind auBer den Carotinoiden und den Tocopherolen auch die
Enzyme SOD, Katalase, APOX, DHAR und GR beteiligt (Gallego et al., 1996; Verma et al.,
2003). Die SOD und die Katalase sind von Monk et al. (1989) als enzymatische
Abwehrmechanismen gegen Reaktionen an der Peroxidation definiert. Die SOD, die in ihrem
reaktiven Zustand H,0, bildet, zeigte bereits eine erhdhte Aktivitat bei steigendem Salzgehalt
in Soja, nach Wasserstress im Weizen, Cd- und Pb-Stress im Reis und in Erbsen (Comba et
al., 1998; Baisak et al., 1994; Shah et al., 2001; Malecka et al., 2001). Die Katalase baut das
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Wasserstoffperoxid zu Wasser und Molekularsauerstoff um (Verma et al., 2003). Die
gestiegene SOD-Aktivitat, die flir die erhdhte Produktion von Wasserstoffperoxid verant-
wortlich ist, kann in Verbindung mit der hoheren Katalase-Aktivitdt gesetzt werden, die
dieses Wasserstoffperoxid abbauen muss. Das lasst auch die erhéhten SOD- und Katalase-
Enzymaktivitdten in den gleichen Tabakklonen von BAG und FoP erkldaren. Anscheinend
fuhrten die hdheren Sulfat- und Nitrat- Konzentrationen zu der Aufnahme von mehr Schwer-
metallen, die die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies verursacht haben. Es gibt zwei
Tabakklone, bei denen die SOD und die Katalase héhere Enzymaktivitaten zeigten. Diese
Tabakklone 1/NBCu 10-8 F1 und 3/NBCu 10-8 F1 wurden mit 1AN+1AS gediingt und
verfligten Uber die hochste Biomasse sowie liber die hochste Metallaufnahme. Weil die
héhere Biomasse die erhdhte Metallaufnahme bedingte, sollten diese Tabakklone nicht
automatisch als Beispiele flir bessere Entgiftung dienen.
Die Aktivitat der Peroxidase ist in den Tabakklonen der BAG um das 0,5fache héher als bei
den FoP-Tabakklonen. Die niedrigste POX-Aktivitat zeigten die NBCu 10-8 F1 Tabakklone
nach der Behandlung mit gemischter Diingung. Unter den BAG-Tabakklonen haben die -10-4
F1-Tabakklone stets hohere POX-Aktivitdt. Es gibt einen erwdhnenswerten Unterschied
zwischen den POX-Aktivitdten in mit Ammoniumsulfat und mit Ammoniumnitrat behandelten
Tabakklonen. Der Tabakklon 1/BAG 2AS, der (ber die gleiche Biomasse und
Metallkonzentration wie der Tabakklon 4/NBCu 10-4 F1 2AN verfligt, hat eine mit ungefahr
0,3 pkat/mg Protein niedrigere POX-Aktivitdt. Die APOX-Enzymaktivitat aller Proben ist
wesentlich hoéher als die POX-Aktivitat. Der Unterschied zwischen der hdchsten POX-Aktivitat
und der hoéchsten APOX-Aktivitat ist 5fach. Die APOX-Aktivitat der FoP-Tabakklonen ist im
Durchschnitt hdéher als die der BAG-Tabakklone. Der gleiche Unterschied, der schon bei der
POX betont wurde, tritt bei der APOX-Aktivitat noch mal auf. Der Tabakklon 1/BAG 2AS hat
eine mit ungefahr 1,4 pkat/mg Protein niedrigere APOX-Aktivitdt als der Tabakklon 4/NBCu
10-4 F1 2AN. Das spricht vielleicht im konkreten Fall dafuir, dass die Art der Diinger eine
Auswirkung auf die Peroxidasenaktivitat im Tabak haben kénnte.
Die Tabakklone, die auf dem Feld mit Ammoniumsulfat und Ammoniumnitrat behandelt
wurden, zeigten ahnlich hohe Aktivitdten flir das Enzym Monodehydroascorbatreduktase wie
fur die Peroxidase. Der unbehandelte NBCu-Tabakklon hatte dabei die hdochste MDHAR-
Enzymaktivitat aller NBCu-Proben. In den NFCu 7-15 F1 FoP-Tabakklonen konnte die hichste
MDHAR-Aktivitit gemessen werden. Ahnlich wie bei den anderen Enzymen, die am
antioxidativen Zyklus beteiligt sind, ist in Bezug auf die MDHAR-AKktivitat kein wesentlicher
Unterschied zwischen den einzelnen Behandlungen festgestellt worden. Diese Ergebnisse
sind mit den Messungen in T7ypha /atifolia im Langzeitexperiment vergleichbar, wo auch
keine ausgepragte MDHAR-Aktivitat gemessen werden konnte.
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Die DHAR-AKktivitdt der untersuchten Tabakklone ist zwischen 20 und 50mal héher als die
MDHAR-Aktivitat. Die hochste DHAR-Aktivitat der BAG wurde bei dem Tabakklon NBCu 10-8
F1 1AN + 1AS gemessen, der Uber hohe Biomasse und Metallaufnahme verfiigt. Die gleiche
GroBe hat auch die DHAR im FoP-Tabakklon NFCu 7-19 F1, der mit der doppelten Menge an
Ammoniumnitrat behandelt wurde. Der unbehandelte BAG-Tabakklon zeigte die gleiche
DHAR-Aktivitat wie der mit 2AN behandelte NBCu 10-8 F1-Tabakklon. Die beiden Tabakklone
verfligen dabei Uber die gleiche Biomasse und Metallaufnahmekapazitdt. Bei den FoP-
Tabakklonen kénnte (iber eine Steigerung der DHAR-Aktivitdt mit der Erh6hung der Ammo-
niumnitrat-Dingerkonzentration gesprochen werden. Es ist aber anzumerken, dass dabei
auch die Biomasse und die Metallaufnahme erhoht sind. Diese Ergebnisse kénnen nicht mit
denen von Typha latifolia verglichen werden, weil die DHAR-Aktivitat bis zur hdéchsten Cd-
Konzentration nicht aktiviert wurde. Andererseits haben reduzierte Biomasse und hdhere
Metallaufnahme nicht das Einschalten des Enzyms in den Typha latifolia-Blattern verhindert.
Eine ausgepragte GPOX-Aktivitdt konnte in den BAG- und FoP-Tabakklonen gemessen
werden, die mit gemischter Diingung behandelt wurden und (iber hohe Biomasse und Metall-
aufnahmekapazitat verfligen. In den erwdhnten Tabakklonen wurden zwischen 5 und
17fache Steigerungen der GPOX-Aktivitdt gemessen. Der unbehandelte NBCu 10-4 F1-
Tabakklon zeigte eine sehr niedrige GPOX-Aktivitat bei niedriger Biomasse und Metallauf-
nahme. Nur in einem NFCu-Tabakklon konnte eine Steigerung der GPOX nach der doppelten
Ausbringung von Ammoniumnitrat festgestellt werden. Dabei verfligt der erwdhnte Tabak-
klon Gber die niedrigste Biomasse und verhaltnismaBig niedrige Metallaufnahme, was dafir
spricht, dass niedrigere Schwermetallkonzentrationen auch Reaktionen von GPOX auslésen
kdnnen.

Die hochsten Glutathionreduktase-Aktivitaten sind um das 10fache niedriger als die Aktivitat
der GPOX. Ahnlich wie bei der Glutathionperoxidase konnte in den BAG- und FoP-Tabak-
klonen mit gemischtem Dinger die hdchsten GR-Aktivitdten gemessen werden. Der
unbehandelte BAG-Tabakklon zeigte eine wesentliche Steigerung seiner GR-Aktivitdat im
Vergleich zu der GPOX-Aktivitdt. Insgesamt liegen die GR-Aktivitdten in allen Tabakklonen
sehr nahe beieinander. Erwahnenswert ist aber, dass einige der Tabakklone gleich hohe
beziehungsweise gleich niedrige GR-Aktivitat wie andere Tabakklone haben, obwohl sie tber
unterschiedliche Biomasse und Metallaufnahme verfiigen. Es ist dabei zu schlussfolgern, dass
hier die Dingung eine wesentliche Rolle gespielt hat. Die AS-Diingung hat die GR-Aktivitat
bei héherer Metallaufnahme nach unten gedriickt und die AN-Diingung bei niedrigerer
Metallaufnahme zum héheren Einsatz der GR geflihrt. Bei der gemischten Diingung stehen
Metallaufnahme, Biomasse und GR-Aktivitat nicht in direkter Verbindung miteinander.
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Alle Klone, in denen die Diingerausbringungen zur Erhéhung oder Minderung der GSH-
Konzentrationen gefiihrt haben, widerspiegeln den gleichen Effekt wie auch bei ihrer GSSG-
Konzentration. Die doppelte Menge an Ammoniumnitrat hat den gleichen Effekt in den BAG-
und in den FoP-Tabakklonen ausgelost. Die Klone, die diesen Behandlungen unterzogen
wurden, zeigten die hdochsten GSH- und GSSG-Konzentrationen. Interessant ist auch, dass
der unbehandelte Klon von BAG so hohe GSH- und GSSG-Konzentrationen wie die oben
erwahnten Proben hatte, nachdem er mit 2AN behandelt worden war.

Die GSH- und die GSSG-Gehalte schienen nur bei den FoP-Tabakklonen diingerabhangig zu
sein. Die doppelte Ausbringung an AS und AN flihrte bei der gleichen Biomasse und Metall-
aufnahme zu den gleichen GSH- und GSSG-Konzentrationen. Das war bei den FoP-Tabak-
klonen nicht der Fall. Bei doppelter AS-Diingung hatten die GSH-GSSG-Konzentrationen bei
héherer Metallaufnahme und Biomasseproduktion zu den gleichen Effekten geflihrt, wie die
AN bei niedrigerer Biomasse und Metallaufnahme. Die Ergebnisse nach der AS-Diingung sind
mit denen von 7. /atifolia im Kurzzeitexperiment vergleichbar, wo héhere Metallkonzentratio-
nen auch zur Steigerung der GSH- und GSSG-Konzentration geflihrt haben.

Die Glutathion S-Transferasen aller Tabakklone zeigten Aktivitat fir alle untersuchten Modell-
substrate. Die hdchste Induktion konnte in Bezug auf das Modelsubstrat NBoC gemessen
werden. Die GST-Aktivitat nimmt in folgender Reihenfolge ab: NBoC, NBC, CDNB, Fluoro-
difen, DCNB. Die gemischten Diingeranbringungen haben erneut zu einer wesentlichen
Steigerung der Aktivitat gefiihrt. Die NBoC- und NBC-GST-Induktionen sind gerade bei den
gemischten Diingungen am hoéchsten. Der unbehandelte BAG-Tabakklon hat fiir die Modell-
substrate NBoC und NBC eine erhohte GST-Induktion. Die CDNB-GST-Aktivitat aller Tabak-
klone liegt eng aneinander und es gibt keine auffallend héhere oder niedrigere GST-Aktivitat
in Bezug auf einzelne Tabakklone. Diese Ergebnisse sind nicht mit denen von 7. /atifolia zu
vergleichen, weil DCNB und NBC dort die hdochsten Enzymaktivitdten zeigten. Das ist eine
Bestatigung, dass nach multipler Belastung unterschiedliche GST-Isoformen bei 7ypha und

bei Tabak eingeschaltet werden, um die organischen Schadstoffe entgiften zu kdnnen.

4.4 Fazit
Wenn die Superoxiddismutase und die Katalase als antioxidative Abwehrmechanismen einge-
schaltet werden, hat auch der Abbau des Superoxidradikals und des Wasserstoffperoxids
begonnen. Damit sind die ersten Schritte zur Einschaltung der Kaskade der Stressenzyme
getan. Die Hemmung der Aktivitat der Glutathionperoxidase kdnnte bedeuten, dass diese
Enzyme als Ausloser der Kaskade zur Abwehr von oxidativem Stress nach Schwermetall-
einfluss wirken (Verma et al., 2003). Die Peroxidase und die Ascorbatperoxidase sind zwei
weitere Enzyme, die das Abwehrsystem der Pflanzen unterstiitzen und als Stressenzyme
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bekannt sind (Gaspar et al., 1991). Uber eine Induktion der POX-Aktivitdt nach unterschied-
lichen Stressreaktionen in Pflanzen ist berichtet worden (Verma et al., 2003). Das erhdhte
Niveau von GPOX und POX ist als potenzieller Biomarker von steigender Stressintensitat
referiert worden (Shah et al., 2001; Mittal et al., 1991). Die Ascorbatperoxidase und die
Glutathionreduktase sind Teil des Ascorbat-Glutathion Zyklus, der die Zelle in reduziertem
Zustand halten soll (Asada, 1992). Dabei sorgen sie auch dafiir, dass das in den Chloro-
plasten und anderen Zellorganellen produzierte Wasserstoffperoxid neutralisiert wird. Es
scheint, dass in den Tabakklonen, die auf schwermetallbelasteten Béden wuchsen und mit
unterschiedlichen Dlingungskombinationen behandelt wurden, der Abbau des Wasserstoff-
peroxids an zweiter Stelle nach der Katalase auch durch APOX und GR umgewandelt wird.
Die Glutathionreduktase ist auch fur die Reduktion des oxidierten Glutathion in seiner
reduzierten Form verantwortlich. In seinem reduzierten Zustand ist Glutathion an der reduk-
tionsregulierenden Reaktionen der Zelle beteiligt (Sanchez-Fernandez et al., 1997). Grant et
al. (1996) uberlassen dem Glutathion die wichtige Rolle in dem Anwehrmechanismus gegen
oxidativen Stress der Pflanzen und anderen Organismen. Als wichtigste wasserlosliche
Antioxidantien-Komponente der Pflanzenzellen bewirkt GSH die enzymatische Reduktion von
noch mehr Radikalen und Oxidantien als die Glutathionreduktase, die die NADPH benutzt,
um GSSG in GSH zu reduzieren (Noctor & Foyer, 1998). Die hohe Aktivitdt der GR kann als
Ausdruck der erhohten Teilnahme der GR an der GSSG- zur GSH-Umwandlung angenommen
werden. Auf diese Weise werden die GSH/GSSG-Verhaltnisse und die Gesamtkonzentration
von GSH nach dem Schwermetallstress reguliert (Noctor & Foyer, 1998).
Ein anderes Enzym, das an der Regulation des GSH/GSSG-Verhaltnisses beteiligt ist, ist die
Dehydroascorbatreduktase, deren Aktivitdt auch enorm gestiegen war. Das kann zur
Vermutung fiihren, dass DHAR direkt an dem Ausgleich der GSH-Konzentration beteiligt ist.
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung lassen schlussfolgern, dass unter Schwer-
metallstress in vielen Pflanzen nach der Einschaltung der SOD die hauptséchlichen Ent-
giftungsenzyme mit der Glutathion-Regulation verbunden sind. Damit kann es in den belas-
teten Geweben offenbar zu Konflikten beziliglich der Entgiftung von organischen Schad-
stoffen kommen. Eindeutig wird der Reparatur von Schwermetalleffekten und der Seques-
trierung von Schwermetallen der Vorrang gegeben, wahrend die normalerweise unter Einzel-
stoffeinwirkung beobachteten Induktionen der Glutathion S-Transferasen unter diesen Um-
standen ausbleiben. Die chemische Mutagenese, wie sie bei den Sonnenblumen und Tabak-
Klonen durchgefiihrt worden war, kann hier zu neuen Expressionsmustern flihren, die
kurzzeitig die Entgiftung beider Substanzklassen erlaubt. Fir eine Anwendung in der
Phytoremediation haben diese Befunde die Konsequenz, dass nicht jede Pflanzenart gleich
gut geeignet sein wird, Schwermetalle oder organische Belastungen zu remediieren und dass
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bei komplexen Belastungssituationen auf gemischte Pflanzenbestande zurilickgegriffen
werden sollte, auch wenn dies praktisch schwieriger zu handhaben ist. Es bleibt aber die
beachtenswerte Feststellung, dass die Phytoremediation eine ernstzunehmende grline
Technologie zur Verbesserung unserer Umwelt darstellt, deren Ergebnisse noch verbessert
werden konnten, wenn weitere Forschungsergebnisse vorgelegt werden, die helfen, den

komplexen Schadstoffmetabolismus und seine Regulation zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen von Schwermetallen auf T7ypha
latifolia Gber kurze und lange Zeitrdume mit unterschiedlichen Konzentrationen zu quantifi-
zieren. Die erworbenen Ergebnisse sollten Hinweise fiir die Verwendung von 7. /atifolia in
der Phytoremediation liefern und insbesondere die Situation der Pflanze unter multipler
Belastung mit Schwermetallen und organischen Schadstoffen beleuchten.

Die Befunde sollten durch erganzende Untersuchungen in Mutanten von Helianthus annuus
und MNicotiana tabacum, die als Metallakkumulatoren bekannt sind, erhartet werden.
Wichtiger Schwerpunkt war dabei, die Aktivitat der am Halliwell-Asada Zyklus beteiligten
Enzyme zu untersuchen, die fiir das Uberleben der Pflanzen unter Stress wichtig sind. Solche
Experimente sind bislang fiir diese Pflanzenarten und unter diesen Bedingungen nicht be-
schrieben worden.

Die vorliegende Arbeit kommt zu folgenden Schlussfolgerungen:

e Nach kurzzeitiger Schwermetallbehandlung von 7. /atifolia sind die Enzyme Katalase,
Peroxidase, Ascorbatperoxidase und Monodehydroascorbatreduktase in den Bldttern
und die Glutathionperoxidase in den Blattern und den Rhizomen hochreguliert worden.

e Die Morphologie der 7. /atifolia-Blatter und Rhizome blieb wahrend dieses Zeitraums
unverandert.

e Nach 72tagiger Behandlung mit Cd waren Glutathionreduktase, Glutathionperoxidase
und der Superoxiddismutase in den Rhizomen und in den Blattern von 7ypha latifolia
induziert. Katalase, Peroxidasen und Monodehydroascorbatreduktase, die im Kurzzeit-
experiment eine wichtige Rolle gespielt hatten, wurden hingegen gehemmt.

e Durch verstarkte Glutathionbiosynthese kdnnen sich die Pflanzen vor den toxischen
Wirkungen der reaktiven Sauerstoffspezies besser schiitzen. Die Charakterisierung des
Cadmiumeinflusses auf die Phytochelatinbildung steht noch aus.

e Die duBerlichen Merkmale den 7. /atifolia-Pflanzen anderte sich erst nach ca. 40
Tagen wesentlich, wobei die Blattzahl weniger als vermutet reduziert wurde und die
Blattfldche bei der hochsten Cd-Konzentration signifikant reduziert war.

e Nach der Langzeit-Behandlung konnte keine signifikante Abnahme der Nettophoto-
synthese, der Transpiration und der stomatdren Leitfahigkeit festgestellt werden, was
auf die gute Entgiftungsleistung von 7. /atifolia zurlickzuftihren ist.

e Cadmiumstress bewirkte eine Induktion der Glutathionkonjugation von DCNB und
NBC, die bislang noch nicht in der Literatur beschrieben war. Eine genauere Charakte-
risierung einzelner GST-Untereinheiten wurde qualitativ mittels HPLC durchgeftihrt und
resultierte in der Entdeckung mehrerer neuer GST-Untereinheiten.
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e In Bezug auf Helianthus annuus und Nicotiana tabacum ist auch eine hohe Aktivitat
der Enzyme des Halliwell-Asada Zyklus sowie der Katalase nachgewiesen worden.

e In diesen Pflanzen ist die GST-Induktion vom Typ und der Menge an Diinger und
weniger von der Metallaufnahme abhangig.

e Dabei ist in beiden Spezies unter dem Einfluss der vorhandenen Schwermetalle,
insbesondere die Konjugation des Herbizids Fluorodifen, durch GST induziert worden.

e Die vorliegende Arbeit belegt, dass unterschiedliche Pflanzenarten moderate bis hohe
Schwermetallbelastungen ertragen kdnnen und zur Entgiftung entstehender reaktiver
Sauerstoffspezies vorrangig glutathionabhangige Stoffwechselwege nutzen. Die gleich-
zeitige Entgiftung organischer Kontaminanten ist dagegen inhibiert, bzw. nur auf
wenige spezielle Substanzen begrenzt.

e Multiple Belastungsszenarien werden wohl nur von wenigen Arten ertragen. Hier kann
die chemische Mutagenese und Selektion von Klonen fir die Zukunft tolerante

Mutanten erzeugen, die fir den Einsatz in der Phytoremediation besser geeignet sind.
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