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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Schaden griiner Pflanzen, bestehend aus der
Bestimmung von koraplexen Kélte- oder Hitze- und Immissionsschiden an griinen Pflanzen und der Toleranz der
Pflanzen gegen derartige Schéden. Das Verfahren ist insbesondere aussagefdhig, wenn immissionsschaden oder
andere schidigende Einwirkungen dem Temperaturstre® vorausgegangen sind. Es erlaubt die quantitative )
Bestimmung und eine kinetische Charakterisierung des Schadigungszustandes von Pflanzenindividuen sowie die
Selektion temperatur- und immissionsstreftoleranter Pflanzen. Erfindungsgemif werden griine Pflanzenteile nach
ESR-spektroskopischer Messung des Hell/Dunkel-Verhéltnisse eines Photosynthesesignals (PS-Signal) einem Kalte-
oder HitzestreR ausgesetzt. Danach wird das gleiche PS-Signal nochmal gemessen und der Anstieg des
Hell/Dunkel-Verhaltnisses als MaB fir die Schadigung genutzt.
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1. Verfahren zur Bestimmung von Schéden griiner Pflanzéen, bestehend aus der Belastung der Pflanzen
durch schidigende Umwelteinfliisse, der Auswahl von Pflanzenteilen und der ESR-
spektroskopischen Messung der Photosynthesesignale (PS-Signale) bei Hell/Dunkel-Variation,
dadurch gekennzeichnet, daR die Belastung der Pflanzen standardisiert, dabei auch durch
Kombination verschiedener schidigender Einfliisse vorgenommen wird. daf} Teile der gleichen
Pflanze, ggf. des gleichen Bereiches der Pflanze mit und ohne Belastung, oder die gleichen Teile
ohne Abtrennung von der Pflanze vor und nach der Belastung zur Messung ausgewahlt werden,
daR die ESR-spektroskopische Messung der PS-Signale bei Hell/Dunkel-Variation quantitativ, gof.
durch Doppelintegration, vorgenommen wird und bei der Auswertung der Unterschied der
Messung mit und ohne Belastung fir ein Pflanzenindividuum bzw. fiir gleiche Teile der Pflanze
quantitativ bestimmt wird und, ggf., fiir eine Pflanzengruppe der Mittelwert und die

Schwankungsbreite als quantitative Aussagen in an sich bekannter Weise gewonnen werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal der schadigende EinfluR eine
standardisierte Kalte- oder Hitzebehandlung ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf® dor schadigende Einflul® eine
standardisierte Immission von Schadstoffen, insbesondere Schwefel- und Stickoxiden, ist.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl kombinierte schadigende Einflisse eine
standardisierte Kalte- oder Hitzeeinwirkung nach oder wéhrend einer definierten
Schadstoffimmission sind.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die ESR-spektroskopische Messung der
PS-Signale wihrend der Belastung durch die schadigenden Einfliisse vorgenommen wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Das erfindungsgemife Verfahren kann zur Beurteilung der Wirkung physikalischer und chemischer StreBfaktoren auf griine
Pflanzen benutzt werden.

Anwendungsbereiche dieses Verfahrens sind der Pflanzen- und Umweltschutz, die Land- und Forstwirtschaft sowie der
Gartenbau,

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Bei den bekannten Verfahren werden Schiiden durch Luftschadstoffe und andere Schadfakgoren an Pflanzen nach visuelier
Erfassung von Merkmalen wie Blattnekrosen, Wachstumsdepressionen, Blattveriuste beurteilt (Dassler, H.G.; LEinfluB von
Luftverunreinigungen auf die Vegetation”, Jena 1981). Aufgrund dieser Beurteilungsmerkmale ist keine vorteilhafte quantitative
und/oder Friiherkennung maglich.

Zur pflanzenphysiologischen Quantifizierung der Schidigung des Photosyntheseapparates griiner Pflanzen durch zu hohe oder
zu tiefe Temperaturen, Trockenheit, Schadgase, schidigende Agrochemikalien, ionisierende Strahlungen und andere Faktoren
werden bisher iiberwiegend Gaswechselmessungen durchgefihrt. Dabei werden in sinem geschlossenen Kreislauf die CO;-
Konzentrationen gemessen und der CO,-Verbrauch als Maf fiir die Photosyntheseaktivitit und damit fiir die Funktionstiichtigkeit
der Pflanzen benutzt, Derartige Bestimmungen kénnen auch mit Hiife von radioaktiven Isotopen, moist 14C, oder durch Messung
des Sausrstoffverbrauches bzw. der Sauerstofferzeugung mittels Clark-Elektrode vorgenommen werden. In jedem Falle ist zur
Messung eine abgeschinssene Gasatmosphére erforderlich, in die abgeschnittene Pflanzenteile oder Préparationen daraus
eingebracht werden miissen. Dies erfordert fisr jede Einzelmessung einen erheblichen apparativen und zeitlichen Aufwand bei
der Probenvorbereitung. Neuere Verfahren zur Bewertung von Einwirkungen auf den Photosyntheseapparat griiner Pflanzen
setzen die aufwendige priparative Herstellung von Chloroplasten voraus, mit deren Hilfe dann In vitro nach Zusatz von
kiinstlichen Elektronenakzeptoren und/oder — donatoren die Beeintriichtigung der Elektronentransportkapazitét als Mag fir die
Pflanzenschadigung ermittelt wird (Metzger, U.: ,Untersuchung des photosynthetischen Elektronentransportes isolierter
Chloroplasten. Probleme der Ermittlung des Wirkungsmechanismus potentieller Herbizide”, Dissertation, Halle 1981). Auch
diese Verfahren bedingen einen erheblichen Arbeitszeit-, Chemikalien- und geratetechnischen Aufwand.

Solche Verfahren, die durch Erfassen des Lumineszenzlichtes iber mehrere Stunden eine Schidigung an Pflanzen nachweisen
(Elinson, J.L., Amundson, R.G.: ,Delayed Light Imaging for the Early Detection of Plant Stress”, Science 215, 1104, 1982 und
Blaich, R., Bachmann, O., Baumberger, I.; ,Studies of Photosynthesis Inhibition by Phytoluminography”, Z. Naturf. 37¢, 452,
1982) sind iiberproportional zeitaufwendig und tragen nur qualitativen Charakter.

Ein Fortschritt wurde durch die ESR-spektroskopische Bestimmung der Mn**-Konzentration und deren Verwendung zur
Bewertung von Schiden im Pfianzenmaterial erreicht (,Bestimmungsverfahren fiir Inmissionsschéden und .
Immissionsresistenz bei Pflanzen”, DD-WP 217636), jedoch wird in grénen Pflanzen Mn** nichtimmer in ausreichend hohen
Konzentrationen gefunden, und das Verfahren kann nicht generell zur Bewertung der Strel3empfindlichkeitangewendet werden.
Der Nachweis von Pflanzenschaden anhand der Induktionskurve der Chlorophyilfluoreszenz (., Optisches Verfahren zum
Nachwaeis von Schidigungen des Photosyntheseapparates”, DD-WP 248433 A1) besitzt den Nachteil, da bei einem Spektrum
sehr komplizierter Form, kleine Linienformanderungen als Indikator fiir die Schidigung herangezogen werden miissen, was
schwer quantifizierbar ist.
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Das Zlel der Erfindung besteht darin, eln Verfahren zur Bestimmung von Schiiden grner Pflanzen durch Umwelteinfllisse zur
Verfilgung zu stellen, das den Arbeitsaufwand und damit die Kosten filr die Probenaufbereitung varringert. Damit soll ein
wesentlicher Beitrag zum Aufbau vergleichender Teste fiir das Biomopitoring von Umwaltschiiden, insbesondere durch
langzeitige SO,-Einwirkung, und zur Selektion immissionstoleranter Pflanzen, die nach Einwirkung der Immission auch anderen
in der Natur vorkommenden StreBwirkungen {z. B, Frost, Hitze, Trockenheit) ausgesetzt sein kdnnen, erbrachtwerden, und somit
schnelle gesellschaftliche Entscheldungen ermdglichen.

Darlagung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung st es, ein schnelles und quantitatives Verfahren zur Bestimmung der StreBempfindlichkeit von Pflanzen
gegeniiber schadigenden Einfliissen in vivo ohne aufwendige Probenpréparation zu entwickeln.

ErfindungsgeméR werden Teile von griinen Pflanzen, in denen der PhotosyntheseprozeR abléuft und die einem Kalte-, Hitze-,
Trocken- oder Immissionsstre einzeln oder kombiniert ausgesetzt worden sind, ohne weitere Aufbereitung in den Resonator
eines ESR-Spektrometers eingebracht, und es wird nach & Minuten lgunkelzeit das Dunkelsignal und anschlieBend bei Anregung
mit Licht (einer Beleuchtungsstéirke von beispislsweise 100mW/cm?) das Lichtsignal der Photosynthese bei einem g-Faktor g 2
aufgenommen, Die Erhdhung des hell/dunkel-Verhéltnisses im Vergleich zu dem einer Kontrollprobe (gleiche Pflanze, dem
Stref nicht ausgesetzt) ist ein MaR fiir die eingetretene Schidigung durch StreBwirkung. Die ESR-spektroskopische
Untersuchung beansprucht vorteilhafterweise kaum Aufwand zur Probenaufbereitung und auch wenig MeBzeit (z.B.2min je
Probe). Das erfindungsgemiBe Verfahren wird auch auf intakte Pflanzen angewendet, indem Teile davon, z.8. Blattabschnitte, in
den Resonator des ESR-Spektrometers gebracht werden, ohne sie von der Pflanze abzutrennen, Damit kénnen vorteilhaft auch
Erholungsvorgtinge nach StreBeinwirkung an bestimmten Pflanzenindividuen metechnisch erfat werden.

Aus den erfindungsgemR gewonnenen Daten 1dBt sich unter Zuhilfenahme von an sich bekannten Modellvorstellungen Gber
die Mechanismen der Photosynthese der Gehalt der Pflanzenteile an aktiven Photosynthesezentren bestimmen. Damit sind die
gewonnenen quantitativen Daten in direkter Weise mit realen zellbiologischen Vorgingen verbunden, die filr wirksame
MaRnahmen des Umweltschutzes aussagekriftig sind.

Die ESR-spektroskopischa Messung selbst stort nicht die Photosynthess, d. h. sie stellt keinen schidigenden EinfluB dar.
Wihrend die MeRergebnisse mit oder ohne Belastung fiir verschiedene Pflanzen recht starken Schwankungen unterliegen, ist
der Vergleich beidar Messungen fiir die gleiche Pilanze erfindungswesentlich eine genauere quanitative Bewertung der
Schédigung. Hiermit kann in vorteilhafter Weise eine Seloktion sinzelner geschidigter Individuen durchgefiihrt werden. Durch
die erfindungsgeméBe standardisierte Belastung sowie den Vergleich der Hell/Dunkel-Werte bel einem Individuum lassen sich
aus den quantitativen Daten mehrerer Individuen einer Gruppe vorteilhaft der Mittelwert und die Schwankungsbreite
bestimmen, wobei durch die Verwendung gleicher Pflanzenteile die Schwankungsbreite minimiert wird. Hierdurch ist der
Vergleich verschiedener Pflanzengruppen (Sorten, Arten, unterschiedliche Standorte, unterschiedliche Behandlungen) méglich.
Das erfindungsgemiBe Verfahren gestattet somit die Bewertung von Pflanzenindividuen bzw. -gruppen hinsichtlich ihrer
Toleranz gegen schidigende Einflisse. Damit verbunden ist die Maglichkeit der Friiherkennung besonders sensitiver
Pflanzenindividuen bzw. -gruppen und deren Aussonderung. Besonders giinstig kann das Verfahren zur Selektion kalte-, hitze-
und immissionstoleranter Pflanzen in der Pflanzenzucht angewendet werden. .

Ausfiihrungsbeispiel

Zur Bestimmung wurden Blétter der Festuca arundinacae benutzt. Die Pflanzen wurden angeziichtet in Toépfen unter natiirlichen
klimatischen Bedingungen. Die Blétter fiir die Untersuchung wurden kurz vorher von der Pflanze entfernt, der mittlere Bereichin
mehrare Stiicke gleicher Masse gsteilt. Von unbehandelten Abschnitten wurde das ESR-Signal ohne und mit Belichtung
gemessen. Die anderen Abschnitte des gleichen Blattes wurden mit den erfindungsgeméaBen Stre3faktoren behandelt.

Aus der Anderung des ESR-Signals im Vergleich zum unbehandelten Abschnitt wurde eine quantitative Aussage in einer Zeit
ermittelt, die im wesentlichen durch die Zeit der StreBbehandlung bestimmt war. Die Messung von Proben verschiedener Blitter
der gleichen Art und Pflanze ergaben Abweichungen, die kleiner als 10% waren.
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