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Influence of NaCl on the Free Amino Acids of Differentially Salt Tolerant
Plants

Summary

The influence of NaCl on free amino acid concentrations of differen-
tially salt tolerant plants has been investigated. As a response to sublethal
soil levels of NaCl the total concentration of free amino acids of salt
sensitive and salt tolerant plants is only slightly increased. In contrast to
this, there are substantially increasing concentration changes of single
amino acids with decreasing salt tolerance (Vicia faba << Atriplex nitens
< A. calotheca << A. halimus — Salicornia europaea). In any case a decrease
of glutamic and aspartic acid is paralleled by an accumulation of free
proline which can reach comparable concentrations in salt sensitive and salt
tolerant plants. The role of proline as a storage amino acid and osmoregu-
latory compound in plants of differential salt tolerance is discussed.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflul von NaCl auf die Kon-
zentration freier Aminosduren in unterschiedlich salztoleranten Pflanzen
untersucht. Durch subletale NaCl-Einwirkung erhéht sich die Gesamt-
konzentration der freien Aminosduren in salzempfindlichen wie salztoleran-
ten Pflanzen nur geringfiigic. Es ergeben sich vielmehr Verschiebungen
innerhalb des Aminosiurespektrums, die mit zunehmender Salztoleranz
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(Vicia faba << Atriplex nitens << A. calotheca << A. halimus — Salicornia
europaen) geringer werden. In allen Fillen steht einer Abnahme von Gluta-
minsdure und Asparaginséure eine Akkumulation von Prolin gegeniiber, die
in salzempfindlichen und salztoleranten Pflanzen gleiche Werte erreichen
kann. Die Rolle des Prolins als Speicheraminoséure und Osmoregulans in
Pflanzen unterschiedlicher Salztoleranz wird diskutiert.

1. Einleitung

Der Einflu hoher NaCl-Konzentrationen auf den Stoffwechsel der
freien Aminosduren in salzempfindlichen und salztoleranten Pflanzen ist
mehrfach das Ziel von Untersuchungen gewesen. Nach Strocowov 1964,
Prunyymorr & Jomam 1972 und Jiaur & PrIEBE 1975 steigt der Amino-
sduregehalt in salzempfindlichen Pflanzen unter NaCl-Einflul, wie dies
nach Goas 1965 in salztoleranten Organismen ebenfalls zu beobachten ist.
Den angehéuften Aminosduren ist nach STrocoNov 1964, 1973 in bestimm-
ten Fillen eine schiitzende (z. B. Prolin) oder eine schidigende (z. B. Leucin,
Alanin) Funktion auf den Zellstoffwechsel zuzuschreiben. Besonderes In-
teresse mull dem Prolin gelten, das weit stirker als jede andere Aminosiure
akkumuliert werden kann. Der Prolinanstieg erfolgt nicht nur unter dem
EinfluB von NaCl, sondern unter den verschiedensten WasserstreBbedin-
gungen (PALFI ef al. 1974, HuBEr 1974, TrREICHEL 1975, JicEr & MEYER
1977). Es stellt sich die Frage, ob unter NaCl-Einfluf} eine Prolinanhiufung
nur auf die erschwerte Wasseraufnahme oder auch auf eine Beeinflussung
des Aminosdurestoffwechsels durch die aufgenommenen Ionen zuriickzu-
fithren ist. Fiir Halophyten erweist es sich als notwendig, bei hohen Ionen-
konzentrationen in der Vakuole den osmotischen Druck im Plasma zu regu-
lieren. Hier bietet sich neben anderen Verbindungen (StorEy & Wyw
Jowms 1977) das Prolin als inerte Verbindung von hoher Léslichkeit an
(Harn & FrowEers 1973, STEWART & Lur 1974, TrEICHEL 1975).

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Verdnderungen im Spektrum
der freien Aminosduren in unterschiedlich salztoleranten Pflanzen unter
dem Einflu steigender NaCl-Konzentrationen im Boden zu untersuchen,
da vergleichende quantitative Analysen der freien Aminoséuren in diesem
Zusammenhang weitgehend fehlen. Diese umfassende Betrachtung ist ein-
mal von Interesse fiir das Problem der Salztoleranz von Pflanzen und zum
anderen fiir jene, die sich fiir die Verwendung solcher Pflanzen als Nahrungs-
oder Futtermittel (JoxEs 1970) interessieren.

2. Material und Methoden

Als Versuchspflanzen dienten: Vicia faba, cv. Diana (kiufliches Saat-
gut), Atriplex nitens und A. calotheca (Samen aus dem Botanischen Garten
der Universitdt Gielen), 4. halimus (Samen aus dem Botanischen Garten
der Universitdt Liittich) und Salicornia europaea (Jungpflanzen von der
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deutschen Nordseekiiste, Jadebusen). Die Samen wurden auf Einheitserde
angekeimt, die Keimlinge bzw. Jungpflanzen (8. europaea) anschlieBend
einzeln in Plastiktopfe (450 ml) umgepflanzt und sechs Wochen im Gewichs-
haus vorkultiviert. Danach wurden die Pflanzen iiber einen Versuchszeit-
raum von 14 Tagen jeden 2. Tag mit 50 ml NaCl-Losung folgender Konzen-
trationen gegossen: 50, 100, 200, 350, 500 und 750 mM, 8. europaea auch
mit 1000 mM; die Kontrollen erhielten die gleichen Mengen aqua dest.

Die Versuche wurden in den Jahren 1974, 1975 und 1976 jeweils von
Mai bis Juli bei natiirlichem Tagesrhythmus, 204+2° C und 65—809, rel.
Luftfeuchte durchgefiithrt. Die Aufarbeitung des Pflanzenmaterials und die
Bestimmung der freien Aminosduren erfolgte nach Biereskr & TurNER
1966 und Jicmr 1975 mit Hilfe eines automatischen Aminosiureanaly-
sators (3201 LKB, Miinchen).

3. Ergebnisse
Die Veranderungen, die die NaCl-Behandlung im Spektrum der freien
Aminoséuren in den verschieden salztoleranten Versuchspflanzen hervor-
Tabelle 1

Konzentration (pMol/g TG) freier Aminosiuren in Vicia faba unter dem EinfluB
unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen der GieBlosung

mM NaCl 0 50 100 200 350 500

Pro 2,0 3,0 11,4 26,0 48,0 131,0
Glu 10,2 9,8 14,5 11,0 2,5 2,6
v-Abs 3,5 3,4 5,7 2,5 6,1 14,2
Orn 0,2 0,2 0,5 0,3 0,2 0,6
Arg 2,0 1,4 4,0 5,3 9,3 45,5
Gln 6,3 2,5 8,8 2,5 5,9 7,4
Asn 258,0 297,0 286,0 200,0 64,8 46,8
Asp 8,7 5,7 9,0 5,5 1,8 3,5
Thr 1,5 1,8 3,1 3,0 3,0 5,5
Tleu 0,9 0,9 2,4 1,8 2,0 3,2
Lys 0,7 0,7 1,0 0,8 0,9 3,2
Ala 2,8 4,1 6,7 5,8 5,2 11,9
Val 1,6 1,6 1,9 2,3 6,8 10,3
Leu 1,1 0,7 1,9 1,8 2,3 3,9
Ser 12,8 - 12,5 20,0 15,5 12,7 14,5
Gly 0,7 1,0 0,7 0,8 1,6 1,9
Tyr 1,8 2,0 3,1 1,5 1,8 7,4
Phe 0,9 0,9 0,7 2,0 5,9 20,0
His 10,7 10,0 12,1 13,6 13,4 32,3
b 323,8 289,2 393,5 301,9 194,2 365,7

NH,* 3,3 5,6 4,5 5,5 7,3 30,3

8*
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ruft, sind in den Tabellen 1—5 aufgefithrt. In Vicia faba (Tab. 1) erhsht
sich die Gesamtkonzentration der freien Aminoséuren nur gering, wihrend
die einzelnen Aminosduren differenziert reagieren. Dabei sind zwei Gruppen
zu erkennen: dem Verlust an Glutaminsiure, Asparaginsiure und Aspara-
gin steht ein deutlicher Anstieg von y-Aminobuttersdure, Arginin, Alanin,
Phenylalanin, Histidin und Prolin gegeniiber. Unter dem Einfluf von
500 mM NaCl erreichen diese Aminosduren die héchste Konzentration.
Die drastischste Anhiufung erfihrt das Prolin, dessen Konzentration
65fach erhoht wird. In dieser Versalzungsstufe wies Vicia faba zunehmend
Blattnekrosen auf, was mit erh6hten Ammoniumkonzentrationen korreliert,
wihrend ein Anstieg der Saureamide nicht festzustellen ist.

Die freien Aminosiuren in Atriplex wilens (Tab. 2) werden durch
NaCl in dhnlicher Weise verdndert wie in Vicie faba: Glutaminsiure,
Asparaginsidure, Alanin und vy-Aminobuttersiure nehmen ab, Arginin,
Serin, Histidin, Isoleucin, Lysin und Prolin nehmen zu, wobei die stirkste
Anreicherung wieder im Prolin vorliegt. Neben diesen beiden Gruppen
wird eine Reihe von Aminosduren (Ornithin, Threonin, Valin, Leucin, Gly-

Tabelle 2

Konzentration (pMol/g TG) freier Aminoséuren in Afriplex nitens unter dem
EinfluB unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen der GieBlésung

mM NaCl 0 50 100 200 350 500 7560

Pro 1,3 1,2 3,4 9,8 5,4 5,7 14,1
Glu 22,1 18,7 18,2 16,2 12,5 12,3 15,8
y-Abs 6,8 4,2 3,2 2,0 1,5 1,8 9,1
Orn 0,6 0,8 0,8 0,6 0,56 0,9 0,7
Arg 1,3 0,8 1,5 1,0 2,8 3,7 6,4
Gln 9,5 6,6 9,2 9,4 7,2 T.9 10,2
Asn LT 0,5 1,9 2,4 2,4 0,9 3,7
Asp 13,2 8,0 7.9 8,4 8,8 7,3 6,0
Thr 2,4 1,9 2,6 2,4 1,8 2,6 4,0
Tleu 1,6 0,9 1,8 2,6 2,1 2,6 4,3
Lys 0,3 1.7 1,2 1,2 I | 0,9 1.4
Ala, 3,9 2.8 2,2 2,8 2,0 1,9 1,6
Val 1,6 0,9 1,6 2,1 1,4 1,7 2,3
Leu 1,4 0,9 1,4 1,4 1,2 1,3 1,6
Ser 6,4 7.4 5,8 5,9 5,3 4,7 12,1
Gly 0,7 0,4 0,3 0,3 0,4 0,3 0,5
Tyr 0,6 0,4 0,7 0,7 0,7 0,7 1,0
Phe 1,2 0,4 1,4 1,3 1,3 1,3 2,3
His 0,5 0,3 0,8 13 1,3 14 3,7
b Tl 58,7 65,9 71,4 59,7 59,6 93,7

NH,* 7,9 4,7 6,3 5,6 5,9 5,8 10,0
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cin, Tyrosin) in A. nitens durch NaCl nicht beeinflult. Mit zunehmender
Salztoleranz (V. faba << A. nitens << A. calotheca << A. halimus und 8. ewro-
paea) wird die Anzahl der durch NaCl beeinflulbaren Aminosiuren gerin-
ger. So wird in A. calotheca (Tab. 3) nur die Konzentration an Prolin er-
héht, die an Glutaminsdure, Asparaginsiure und Serin erniedrigt. Dies
gilt auch fir 4. halimus (Tab. 4), in der sich aber auch das Siureamid
Glutamin anreichert, wihrend Alanin und +y-Aminobuttersiure abnehmen.
In beiden Pflanzen verhilt sich der Rest der freien Aminoséuren gegeniiber
NaCl indifferent. Noch weniger als in den beiden salztoleranten Atriplex-
arten 4. calotheca und A. halimus werden die freien Aminosiuren durch
NaCl (bis 750 mM) in 8. europaea verdndert. Prolin, Asparagin und Arginin
nehmen zwar zu, doch erhoht sich die Gesamtkonzentration der freien
Aminoséduren nur minimal. Erst durch 1 M NaCl ergibt sich eine Anhéu-
fung der meisten Aminosduren und der Sdureamide. Besonders stark akku-
muliert wieder das Prolin.

Auffallend ist, daB die salztoleranten A. calotheca, A. halimus und
S. europaea im Gegensatz zu der salzempfindlicheren V. faba weit niedrigere

Tabelle 3

Konzentration (pMol/g TG) freier Aminosauren in Atriplex calotheca unter dem
Einflul unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen der Gief15sung

mM NaCl 0 50 100 200 350 500 750

Pro 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3 0,3 0,5
Glu 12,7 5,4 4,6 3,9 11,8 4,5 4,5
v-Abs 0,9 0,6 1,4 0,5 0,9 0,4 1,0
Orn 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Arg 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Gln 2,1 2,4 3,8 2,8 0,4 0,9 1,4
Asn 0,3 0,3 0,7 0,7 1,3 0,7 0,5
Asp. 3,6 1,9 1,0 1,9 3,5 0,9 1,0
Thr 0,7 0,5 1,1 0,9 0,9 1,2 1,0
Tleu 0,2 0,1 0,1 0,2 0,4 0,1 0,3
Lys 0,1 0,1 0,1 0,1 0,8 0,3 0,3
Ala Il 0,9 i 1,1 1,4 1.3 1,6
Val 0,1 0,1 0,1 0.1 0,4 0,1 0,2
Leu 0,2 0,2 0,3 0,1 0,5 0,1 0,2
Ser 3,1 2,3 1,5 1,6 2,6 1,7 1,2
Gly 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Tyr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2
Phe 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
His 0,1 0,1 0,1 0,1 0,6 0,1 0,1
5 25,9 15,7 16,5 14,6 26,4 13,1 14,8

NH,* 0,2 0,2 1,3 0,2 0,6 0,9 1,0
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Tabelle 4

Konzentration (pMol/g TG) freier Aminoséuren in A#riplez: halimus unter dem
EinfluB unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen der GieBlosung

mM NaCl 0 50 100 200 350 500 750

Pro 0,3 1,5 3,0 5,8 8,2 11,4 12,0
Glu 1.7 15,2 9,3 8,1 10,5 8,2 1,6
v-Abs 1,3 1,9 1,6 0,6 0,5 0,56 0,4
Orn 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
Arg 2,0 2,2 4,4 1,3 4,1 1,4 3.2
Gln 1,0 7,8 11,1 6,8 15,0 17,7 12,0
Asn 1,7 2,2 8,5 19,4 1,8 1,8 2,8
Asp 3,7 5,6 5,2 2,6 5,5 1,8 1,2
Thr 1,0 1.1 1,1 0,6 1,4 0,9 0,8
Tleu 0,7 1,1 0,7 0,3 0,5 0,6 0,4
Lys 0,3 0,7 0,4 0,1 0,5 0,2 0,4
Ala 9,7 8,1 4,4 4,5 5,9 8,6 2,0
Val 0,3 1,1 0,7 0,3 0,5 0,5 0,4
Leu 0,7 I.1 0,7 0,3 0,5 0,6 0,4
Ser 2,0 4,1 3,0 2,6 1,4 2.3 0,8
Gly 0,3 0,4 0,4 0,3 0,5 0,5 0,4
Tyr 0,3 0,4 0,4 0,3 0,2 0,2 0,2
Phe 0,7 0,7 0,4 0,3 0,2 0,2 0,4
His 0,3 0,7 0,4 0,1 0,5 0,6 0,4
b 38,1 56,1 55,6 54,5 57,9 57,8 39,8
NH,* 4,0 6,3 4.8 2,9 4,5 5,5 2,0

Gesamtkonzentrationen an freien Aminosduren aufweisen. Unter den
Atriplex-Arten besitzt A. nitens als relativ salzempfindlichste Art die hochste
Aminosiurekonzentration.

Setzt man den in allen Pflanzen auffilligen Anstieg der Prolinkonzen-
tration in Relation zu den aufgenommenen Na+- und Cl--Tonen (vgl. TrREI-
cHEL 1975), so resultiert daraus fiir die salzempfindliche V. faba und die
salztolerante A. halimus ein dhnliches Verhalten (Fig. 1). Aus den anstei-
genden Kurvenverliufen wird sichtbar, dafl die Akkumulation von Prolin
in stirkerem MaBe erfolgt als die Anreicherung der Ionen.

4. Diskussion

In den hier untersuchten Pflanzen werden durch steigende NaCl-
Gaben keine drastischen Erhohungen der Gesamtkonzentration an freien
Aminosduren hervorgerufen, wie auch StrogonNov 1964 und FLowERs
et al. 1977 berichten. Der NaCl-Einflull stellt sich differenzierter dar. ITm
Falle einer letalen Schidigung der Pflanze durch NaCl ist ein Anstieg der
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Fig. 1. Einflu von NaCl auf das Verhéltnis zwischen der Prolinkonzentration
und der Konzentration von Na*+ und Cl~- sowie dem potentiellen osmotischen
Druck in Vicia faba (A) und Atriplex halimus (B).
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Gesamtkonzentration an freien Aminosiduren Folge eines zusammenbrechen-
den Proteinauf- und Proteinabbaues (STrocowov 1964), was besonders an
der Akkumulation von Sdureamiden deutlich wird (DEgock & MoRrrIsoN
1958, Lanp & Norrow 1973, JicEr & Prreer 1975). In Versuchen mit
subletalen NaCl-Konzentrationen ergeben sich dagegen wesentliche Ver-
schiebungen einzelner Aminoséuren: der Anreicherung einiger weniger
Aminosiuren steht eine Verminderung anderer gegeniiber, wihrend eine
dritte Gruppe durch NaCl nicht beeinfluBbar ist. Mit zunehmender Salz-
toleranz erhdht sich der Anteil dieser letzten Gruppe, d. h. der Aminoséure-
stoffwechsel wird gegeniiber NaCl stabiler. AuBerdem wird sichtbar, daf
der Pool der freien Aminoséuren in den untersuchten Chenopodiaceen weit-
aus kleiner ist, als in salzempfindlichen Pflanzen wie Vicia faba (Tab. 1),
Pisum sativum und Zea mays (JAGER & PrieBE 1975). Eventuell sind hier
geringere Umsatzraten zum Teil als Grund fiir die hohere Stabilitit des
Aminosiurestoffwechsels von salztoleranten Chenopodiaceen in Betracht
zu ziehen.

Von den sich anreichernden Aminoséduren ist das Prolin von besonde-
rem Interesse, da es in allen Versuchspflanzen enorm akkumuliert. Nach
PArLTI ef al. 1974, StEwAarT & LER 1974, HuBER 1974 und JicErR & MEYER
1977 kann Prolin als C-, N- und Energiespeicher fungieren, der z. B. bei
WasserstreB angelegt wird und nach der StreBsituation schnell wieder
zur Verfiigung steht. Da osmotische Strefsituationen fiir Halophyten am
natiirlichen Standort aber dauernd gegeben sind, entfallt hier evtl. diese
dem Prolin zugeschriebene Bedeutung. Das Voraneilen der Prolinanhdufung
gegeniiber der Erhohung der Ionenkonzentration (Fig. 1, A. halimus)
spricht aber nach TrErcHEL 1975 dafiir, daf durch die hohe Tonenkonzen-
tration im Boden die Wasserversorgung fiir einige Zeit unterbrochen war,
was in der Auswirkung einer Diirrebelastung gleichkommt. In Halophyten
kann Prolin nach StEwarr & Lue 1974, TrEicHEL 1975 und FrLowEers
et al. 1977 eine bedeutende Rolle bei der Osmoregulation innerhalb der
Zelle spielen. FLOWERS el al. 1977 beschreiben, dall im Plasma von Halo-
phyten 14—1; der Salzkonzentration der Vakuole vorhanden sein kann
und die osmotische Differenz zwischen Plasma und Vakuole durch hohe
Prolinkonzentrationen zum grofen Teil ausgeglichen werden kann. In
unseren Versuchen zeigte sich, dafl sich Prolin in salzempfindlichen wie
salztoleranten Pflanzen unter SalzstreB anreichert, dieser Vorgang also
keine spezielle Anspasung der Halophyten darstellt (siehe dazu Fig. 1).

Der Akkumulation von Prolin steht in den Versuchspflanzen das
Absinken von Glutaminséure und Asparaginsdure, den Schliisselamino-
siuren der Einschleusung von C-Kérpern in den Aminoséurestoffwechsel
(WeBE & BurLey 1965), gegeniiber. Dies ist wohl darin begriindet, daB
zum einen die Nettoassimilation durch NaCl herabgesetzt wird (Horrman
& PHENE 1971) und damit nicht geniigend C-Kérper aus dem Citratzyklus
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fiir die Synthese beider Aminoséuren bereitstehen. Zum anderen werden
im angehéuften Prolin groBe Mengen des Glutaminsduregeriistes festgelegt.
Mit zunehmender Salztoleranz der Pflanzen wird die Abnahme an Aspara-
ginsdure und Glutaminsédure geringer. Untersuchungen von LANGLOIS
1971 sowie die vorliegenden Ergebnisse (Tab. 5, 1 M NaCl) zeigen, daB sich
die freien Aminoséuren in stark NaCl-gestreBter Salicornia europaes &hn-
lich wie in Vicia faba verhalten. Die Besonderheit des Aminosdurestoft-
wechsels der Halophyten besteht wohl darin, dafl dieser trotz stark erhéhter

Tabelle 5

Konzentration (pMol/g TG) freier Aminoséuren in Salicornia europaes unter dem
Einfluf} unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen der Gieflésung

mM NaCl 0 50 100 200 350 500 750 1000
Pro 0,4 0,3 1,0 1,7 1,2 3,9 1,7 15,6
Glu 6,0 5,0 10,6 4,9 9,0 7,8 4,2 3,5
+-Abs 4,8 4.4 4,7 3,1 4,8 4,0 4,0 2,5
Orn 0,4 0,4 0,5 0,3 0,5 0,5 0,3 0,2
Arg 2,4 1,0 2,3 5.5 17,2 15,4 4,0 8,1
Gln 9,2 10,3 15,2 29,4 14,0 424 7.5 15,4
Asn 0,1 0,1 0,2 0,4 2,1 12,4 4,3 9,5
Asp 3,8 4,1 7.6 4,6 4,3 5,6 3,9 5,8
Thr 3,8 2,1 6,4 2.6 1,8 3,5 1,6 4,0
Tleu 0,4 0,4 0,5 0,3 0,8 1,0 0,5 0,3
Lys 0,2 0,3 0,4 0,2 0,5 0,6 0,3 0,5
Ala 1,4 1.1 2,3 1,3 L5 1,8 1,4 1,0
Val 1,1 0,7 1,0 1,0 1,7 2,3 1,5 1,1
Leu 0,9 0,8 1,0 1,1 2,0 2,7 1,1 1,2
Ser 3,9 3,2 6,2 3,9 2,6 12,4 4,3 10,7
Gly 0,3 0,3 0,3 0,3 0,5 0,5 0,3 02
Tyr 0,2 0,2 0,3 0,3 0,5 0,6 0,3 0,9
Phe 0,4 0,5 0,7 0,7 1,5 1,5 1,1 2,5
His 0,2 0,2 0,3 0,3 1,0 0,6 0,6 0,6
5 39,9 354 61,5 61,9 87,5 1195 42,9 83,6
NH,+ 4,0 2,5 5,9 5,0 5.5 7,4 5,9 16,1

NaCl-Konzentrationen im Gewebe (PrieBr & JicEr 1977) wenig beein-
fluBbar ist. Uber den EinfluB von NaCl auf die hier beteiligten enzymati-
schen Vorgénge wird gesondert berichtet werden.
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