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Einleitung

Silene vulgaris (MONCH) GARCKE, die Klatsch-Nelke, ist weit verbreitet und
tritt, unter Einbeziehung der Unterarten, von der Ebene bis in den
alpinen Raum auf. Die Pflanze wichst u.a. in Wiesen und lichten Wildern,
besiedelt Ruderalstandorte, Schutthalden und schwermetallhiltige
Béden. Es sind u.a. blei-, zink-, kupfer-, nickel- und cadmiumresistente
Formen bekannt, auch wurde eine Vertriglichkeit gegentiber NO,, SO,
und Oj nachgewiesen (Dueck et al. 198G). Um die physiologische
Leistung zu betonen, wird im folgenden nicht die auf morphologische
Merkmale gestiitzte Unterteilung in Subspecies verwendet, sondern der
standortsbezogene Begriff ,, Okotyp*, da die Morphologie nicht notwen-
digerweise mit den Standortselgenschaften gekoppelt ist (u.a. BROKER
1963, UrricH 1990).

Silene vutlgaris weist sowohl zwischen den Okotypen wie auch innerhalb
eines Okotyps eine groBe Variabilitit im elektrophoretischen Esterase-
und Peroxidasemuster auf, wie dies MosHAMMER et al. (1991) fiir Stand-
orte im Ostalpenraum zeigen. An einer Reihe von Enzymen wurde dies
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auch bei Pflanzen im Verbreitungsgebiet der BRD und der Benelux-
Staaten nachgewiesen (VErRkLEI] 1980, VERKLEI]J et al. 1987, VERKLEI]
et al. 1991). Diese Variabilitit ist Ausdruck eines genetischen Potentials,
das der Plastizitit und damit dem evolutiven Vorteil von Silene valgaris in
der Anpassung an den Lebensraum zugrunde liegt (s. auch BRADSHAW
1984, MULLER-STARCK 1985, BERGMANN & ScHoLz 1987).

Um die Reaktion der Pflanze auf einen Stressot, wie z.B. Schwermetall,
herauszuarbeiten, wird im klassischen Experiment einer Nullvariante
(Kontrolle) die Experimentvariante (mit Stressor) gegeniibergestellt. Das
setzt allerdings voraus, dafl Pflanzen beider Varianten im Indikatormerk-
mal der gleichen Grundgesamtheit angehoren, sodal Abweichungen dem
Stressor zugeschrieben werden kénnen. Dies gelingt bei Versuchen mit
Kulturpflanzensorten, sodal3, wie z.B. im Falle des elektrophore-
tischen Enzymmusters als Indikatormerkmal eine geringe Variabilitit
innerhalb einer Sorte unter gleichen Versuchsbedingungen vorliegt (u.a.
Maier 1979, GriessLer 1985). Bei Wildpflanzen kann — wie bei Sikene
vufgaris — eine hohe Variabilitit im Enzymmuster gegeben sein, stref3physi-
ologische Enzymuntersuchungen im Sinne des klassischen Laborex-
petimentes scheitern daran. Um dennoch Resistenzstudien anstellen und
Besiedlungsstrategien bzw. Adaptierungsmechanismen bei derartigen
Pflanzen aufkliren zu kénnen, wurde versucht, durch Klonung eine
genetische Einheitlichkeit herzustellen, um Enzymmuster als bioin-
dikatorische Methode einsetzen zu kénnen.

Material und Methoden

Pflanze: Silene vufgaris von Standorten in Kirnten. Niher dargestellt
werden die Okotypen ,,Bleiberg (Abraumhalde eines Blei-Zink-
Bergbaues), ,,Bergwerks-graben® (Abraumbhalde eines Blei-Zink-Berg-
baues bei Meiselding, Gem. Mélbling), ,,Forst® (Saualpe, Lavanttal),
»otraganz® (Gem. Molbling).

In-vitro-Kultur: Jeder durch Knospenregeneration herauskultivierte
Klon geht auf einen in vitro gekeimten Samen zurtick. Fir Keimung und
Weitervermehrung wurde ein Nihrmedium nach LinsMAIER & SkooG
(1965), geringfiigie modifiziert (N-Konz. halbiert), mit Zusatz von 0,1
mg/INAA, verwendet. Analysiert wurden ca. 3 Monate alte Pflanzen. Fiir
den Bleiversuch (mit Pb(NOj), wutrden 14 Tage alte, bewurzelte Plinz-
chen vom Agarmedium in fliissiges Medium auf Filterbriicken (HELLER
1953) tbertragen, die Nihrsalzkonzentration halbiert, Phosphat zur
Ginze weggelassen, um groBtmogliche Verfiigbarkeit von Blei zu
gewihrleisten. Stickstoff wurde nur als Nitrat geboten, als Ausgleich
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zum zugesetzten Pb(NO,), wurde NaNO; verwendet. Wachstum
(Frischgewicht) und isoelektrisches Peroxidasemuster wurden unter-
sucht.

Probenaufbereitung: Fir die Auftrennungen wurden PreBsifte aus
tiefgefrorenem Pflanzenmaterial von ganzen Pflinzchen hergestellt und
jeweils 15 pl fiir die isoelektrische Fokussierung verwendet.

Isoelektrische Fokussierung: Multiphor 2 (Pharmacia), Ampholine
PAG, ph-Gradient 3,5-9,0 (Pharmacia).

Peroxidasenachweis: Benzidin-Guajacol und H,O, (vgl. MAIER 1978).

Ergebnisse und Diskussion

In der in-vitro-Kultur, die in vorliegenden Experimenten zur Anwendung
kam, konnten zwischen den verschiedenen Okotypen morphologische
Unterschiede, vor allem beim Okotyp Bleibetg — mit deutlich kleineren
Blittern — festgestellt werden; die Unterschiede betreffen die Grof3e und
Form der Blitter, Verzweigung, sowie das Ausmall der Wurzelbildung.
Innerhalb eines Klones, aber auch bei den herausgearbeiteten Klonen
eines Okotyps waren keine morphologischen Unterschiede zu erkennen.

Fir die Enzymanalysen wurden 3 Monate alte, voll entwickelte
(vergleichbarer physiologischer Zustand) in-vitro-Pflinzchen verwendet.
Dies deshalb, weil nach MosHaMMER et al. (1991) sich das Enzymmuster
der Peroxidasen mit fortschreitender Entwicklung bis zum Adultstadium
indert, dann aber im wesentlichen gleich bleibt (s. auch VErkLEI] 1980).
Blitter und Sprosse wurden aus methodischen Grinden (geringe Proben-
menge) nicht getrennt untersucht, unterstiitzt auch durch die Ergebnisse
von MosHAMMER et al. (1991), daB3 Divergenzen im elektrophoretischen
Muster der Peroxidase zwischen Blatt und Stengel kaum auftreten.

Die Enzymbanden der Peroxidasen verteilen sich im isoelektrischen
Feld iiber den gesamten pH-Bereich. Die Enzymmuster zwischen den
Pflanzen verschiedener Herkunft wie auch von Pflanzen innerhalb eines
Okotyps zeigen betriichtliche Abweichungen, sodaf3 eine Zuordnung des
Enzymmusters zu einem Okotyp nicht méglich ist (MOSHAMMER et al.
1991). Das bestitigen auch die vorliegenden in-vitro-Tests. Abbildung
1 u. 2 zeigen aus einer Reihe derartiger Untersuchungen die unterschied-
lichen isoelektrischen Peroxidasemuster. In Abbildung 1 ist dies fiir
6 jeweils auf einen Samen des Okotyps ,,Bleiberg® zuriickgehende Klone
dargestellt; innerhalb der 3 Pflanzen des entsprechenden Klons ist das
Muster im wesentlichen einheitlich. Abbildung 2 zeigt das gleiche Esgeb-
nis: Die isoelektrischen Peroxidasemuster der Okotypen ,bergwerks-
graben®, ,Forst“ und ,Straganz“ (sowie ,Bleiberg® in Abbildung 1)
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Abb.1. Isoelektrisches Peroxidasemuster von Silene vulgaris, f)kotyp »Bleiberg® 7-6
In-vitro-Klone, zuriickgehend auf jeweils 1 Samen. a—¢ Pflanzen eines Klons

sind in keinem Falle vergleichbar, auch die 2 untersuchten Klone eines
Okotyps haben ein deutlich unterschiedliches Enzymmuster. Allerdings,
die 3 Parallellpflanzen eines Klons weisen eine reproduzierbare Konstanz
im Enzymmuster auf. Geringfigige Abweichungen im Muster sind
etkennbar, Unterschiede in der Aktivitat diitften methodisch in der
Extraktgewinnung zu suchen sein.

Die Ergebnisse lassen bei Silene vulgaris auf einen hohen Grad geneti-
scher Variabilitit schlieen, aus der die grole Anpassungsfihigkeit an
unterschiedlichste Standortbedingungen ableitbar ist. Zu bertcksichtigen
ist, daf im Kulturversuch, unter giinstigen Wachstumsbedingungen, die
Selektion ausbleibt, die zwischen Keimung und Adultstadium am Stand-
ort durch StreBsituationen wirksam wird (ANTONOVICS et al. 1971),
sodaB durch den Ausfall von Individuen die intraspezifische Streuung
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Abb. 2. Isoclektrisches Peroxidasemuster von Siene vilgaris, Okotyp ,,Straganz®, ,,Forst*
und ,,Bergwerksgraben“ 7,2 In-vitro-Klone, zurlickgehend auf jeweils 1 Samen. a—¢
Pflanzen eines IKlons

und damit auch die Variabilitit polymorpher Enzyme vermindert sein
konnte. Allerdings zeigen auch Proben vom Freiland innerhalb einer
Population (Kahlenberg, Wien) erhebliche Unterschiede im enzyma-
tischen Muster (MoSHAMMER et al. 1991).

Das Schwermetall Blei, dem Kulturmedium hinzugefiigt, fithrt bei den
verwendeten Konzentrationen zu einem verinderten isoelektrischen
Peroxidasemuster in Hinblick auf Lage und Intensitit der substratakti-
ven Banden; hohe Konzentrationen haben eine Abschwichung der
Peroxidasebanden zur Folge. Innerhalb eines Klons bleiben die Per-
oxidasemuster bei der jeweiligen Schwermetallkonzentration vergleich-
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Abb. 3. Isoelektrisches Peroxidasemuster von Silene suigaris, Okotyp , Bergwerksgraben®
0 bleifrei, 700—400 mg/! P Bleikonzentration im Medium. 4, » Pflanzen eines Klons

bar, wie Abbildung 3 am Beispiel des @kotyps »Bergwerksgraben® zeigt,
sodaf3 von einer gleichen Schwermetallwirkung auf einen Klon ausgegan-
gen werden kann.

Durch Klonierung besteht also die Méglichkeit, bei Silene vulgaris, einer
Pflanzenart, deren elektrophoretisches Enzymmuster stark variiert,
vergleichbares Ausgangsmaterial fiir physiologische Untersuchungen zu
schaffen. Allerdings ist dabei zu beriicksichtigen, daf3 die einzelnen
herausgezichteten Klone in sich zwar gleiche, aber untereinander ver-
schiedene Enzymmuster zeigen, sodall bei physiologischen Unter-
suchungen die Notwendigkeit besteht, mehrere Klone heranzuziehen,
um bei der Beurteilung eines Okotyps nicht dem Zufallsergebnis eines
einzelnen Klons zu unterliegen.

Zusammenfassung

Das isoelektrische Peroxidasemuster wird als Indikator fiir die genetische
Variabilitit von Silene vulgaris herangezogen. Fir die Untersuchungen
wurden Pflanzen von Standorten in Kirnten (Ostalpen) aus Samen
kultiviert. Ziel vorliegender Untersuchungen war es, mit Hilfe der
Gewebekulturtechnik zu klaren, ob die starke Variabilitit im elek-
trophoretischen Enzymmuster von Peroxidasen bei Silene vulgaris, einer
euryoken Art, durch Klonierung vereinheitlicht werden kann, um fiir
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physiologische Untersuchungen gleiches Ausgangsmaterial zu schaffen.
Die Versuche zeigen, daf3 die Enzymmuster zwischen den verschiedenen
Okotypen und zwischen den herausgeziichteten Klonen eines Okotyps
deutlich unterschiedlich sind. Innerhalb eines Klons jedoch, und das gilt
auch bei Schwermetallstre$3, sind die Enzymmuster vergleichbar.
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