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1 Einleitung

1.1 Pflanzliches Wachstum — Definition und Bedeutung

Wachstum ist wie Erndhrung und Evolution ein grundlegendes Merkmal Iebender Systeme
(Lovelock 1982). Der Begriff ‘Wachstum’ kann verschieden definiert werden.

Im Kontext der vorliegenden Arbeit wird unter pflanzlichem ‘Wachstum’ eineirrever-
sible Volumen- und Substanzzunahme ver standen, die an die lebende Zelle gebunden ist

(nach Strasburger 1998, Nultsch 1996).

‘Entwicklung’ und ‘Differenzierung’ sind zwei verwandte, in ihrer Bedeutung von pflanzlichem
‘“Wachstum'’ jedoch verschiedene Begriffe, die faschlicherweise oft synonym verwendet werden.
Als*Wachstum und Entwicklung' wird in der Regel die Gesamtheit der Prozesse bezeichnet, die
von der Keimzelle zur ausgewachsenen Pflanze fihren (Nultsch 1996). Hierzu gehdren die Ent-
wicklungsprozesse der Zellteilung, Zellvergréfierung und Zelldifferenzierung. Unter ‘ Differen-
zierung' wird eine qualitative Verdnderung der Form oder Funktion verstanden, die vom
Wachstum stets abgegrenzt wird (Strasburger 1998).

Das Wachstum pflanzlicher Organismen ist ein Prozess von vielschichtiger Bedeutung.

Die zentrale Stellung von Wachstum innerhalb der grundlegenden pflanzlichen L ebens-
prozesse kann durch einen Vergleich von Pflanze und Tier veranschaulicht werden.

Wachstum und Fortbewegung

Die ‘typische Pflanze’ (Strasburger 1998) ist festgewachsen; das ‘typische Tier’ ist dagegen zur
Ortsveranderung befahigt. Pflanzen sind jedoch genauso wie Tiere darauf angewiesen, sich stets
neue Ortsberei che erschliessen zu kénnen, um beispielsweise auf Umweltveranderungen zu re-
agieren, oder um sich in Konkurrenzsituationen hinsichtlich Nahrstoffen oder Licht durchsetzen
zu kdnnen. Wachstum *ersetzt’ hier in gewisser Weise die Fortbewegung.

Bauplane der Korper

Pflanzen besitzen einen ‘ offenen Bauplan’ (Strasburger 1998): Die fir zentrale Prozesse wie
Photosynthese, Gasaustausch oder Nahrstoffresorption benétigten grof3en Oberflachen sind in
Form von Blatt- und Wurzel oberfldchen der Umwelt exponiert. Tiere sind dagegen * geschlos-
sene’ Organismen: Die fur Atmung, Nahrungsresorption und Exkretion erforderlichen grof3en
Oberflachen werden durch Einfaltungen im Korperinneren ausgebildet.
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Dieser Unterschied bringt es mit sich, dass bel Pflanzen kein ausgewachsener Zustand eintritt,
wahrend Tiere typischerwei se ausgewachsene, adulte Zusténde erreichen. Pflanzen wachsen
zeitlebens und erhalten in gewissen Korperteilen stets eine embryogene Aktivitét aufrecht.

Wachstum, Struktur -Funktions-Beziehungen und intraspezifische Polymorphie

Das Wachstum einer Pflanze ist ein sehr differenziert regulierter, dynamischer Prozess, der die
Individuen einer Art zur Ausbildung unterschiedlicher Physiognomien beféahigt. Aufgrund der
sessilen Lebensweise und des offenen Bauplans miissen Pflanzen in der Lage sein, auf Umwelt-
verénderungen (verénderte Anspriiche an die pflanzliche Funktion) mit einer Anpassung ihres
Korperbaus (ihrer Struktur) zu reagieren. Eine adaptive Variation des Habitus kann dabei aus-
schliefdlich mit Hilfe von Verlagerungen und Intensitétsénderungen der Wachstumsaktivitét in-
nerhalb der Pflanze erreicht werden (Schulze 1982). Beispielsweise kdnnen

dem Wind exponierte Baume die Richtung ihres Ast- und Wurzelwachstums anpassen
unter Lichtmangel stehende Keimlinge die Verlangerung ihrer Sprossachse fordern

unter Nahrstoffmangel stehende Pflanzen ein htheres Wurzel-Spross-Verhédltnis einstellen

Bel Tieren existiert eine analoge V ariationsmoglichkeit nur auf einer wesentlich gréfl3eren Zeit-
skala wahrend der Evolution neuer Arten. Ein bekanntes Beispiel hierfir ist die Zunahme der
K 6rpergréRe von Pinguin-Arten vom Aquator zum Pol, die ein auf die jeweilige Jahresmittel-
Temperatur optimiertes Verhéltnis von Kdrperoberflache zu Volumen mit sich bringt.

1.2 Wachstumsmuster

Im Kontext der vorliegenden Arbeit wird unter einem Wachstumsmuster das wieder holte Auf-
treten einer bestimmten raum-zeitlichen Vertellung der Wachstumsaktivitat verstanden.

Waéhrend der Entwicklung eines Organs treten charkteristische raum-zeitliche Variationen der
Wachstumsaktivitét auf. Deren Zustandekommen ist dadurch bedingt (Magnani und Grace
2000), dass Pflanzen — wie alle |lebenden Organismen — selbst-organisierende Systeme sind
(Prigogine und Stengers 1985). Die Koordinationen des Verhatens einzelner Systemkomponen-
ten fUhrt dabei oft zu Phasenverschiebungen von zeitlich variablen Ablaufen, was rdumliche
Muster von zum Teil beeindruckender Symmetrie hervorbringt, wie sie z.B. as morphol ogisches
Muster bel der Anlage von Bléttern am Sprossapikalmeristem oder in Bliten zu finden sind.

Aufgrund des offenen Bauplans sind charakteristische Wachstumsmuster oft durch eine Vermes-
sung der Oberflachenzunahme eines Organs detektierbar. Eine hochaufgel dste Analyse der
raum-zeitlichen Wachstumsmuster auf der Pflanzenoberflache ist daher ein méchtiges diagnos-
tisches Werkzeug, das eine Fiille von Informationen Uber das untersuchte System liefern kann.
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Folgende Aspekte sind dabei von besonderer Bedeutung:

Raumliche Gradienten der Wachstumsaktivitéat. Sie kdnnen mit der Anordnung von Geweben
unterschiedlichen Entwicklungszustandes in Wachstumszonen oder Uber verschiedene
Blattstockwerke hinweg zusammenhangen (Walter und Schurr 1999).

Tageszeitliche Variationen der Wachstumsaktivitét. Sie kénnen beispiel sweise durch diurnal
regulierte physiologische Prozesse bedingt sein oder al's kurzfristige Wachstumsreaktionen
auf Umweltveranderungen angesehen werden (Shackel et al. 1987).

Die Kombination raum-zeitlicher Wuchsanalysen mit Inhal tsstoff-Bestimmungen. Dadurch
wird es ermoglicht, Stofffllisse oder Depositionsraten von Substanzen zu messen (z.B. Silk
1984, Walter et al. 2000). Die Berechnung des Netto-Stoffeintransports von Substanzen,
deren zeitliches und raumliches Konzentrationsmuster in einem zuwachsenden Organ
bekannt ist, gelingt nur, wenn auch die zeitliche und réumliche Wachstumsverteilung in die-
sem Organ bekannt ist. Ein Biomassenzuwachs ohne Eintransport der zu untersuchenden
Substanz wirde zu einer Verdinnung fuhren.

Organisation von Wachstumszonen

In der vorliegenden Arbeit werden Wachstumszonen von linearer oder fléachiger Organisation
betrachtet. Die Wur zelwachstumszone ist (ebenso wie die Wachstumszone der Bl&tter mono-
kotyler Pflanzen) linear organisiert: Entlang der Wachstumszone sind in réumlicher Abfolge
Zéellen zu finden, die sich in unterschiedlichen zeitlichen Zustanden ihrer Entwicklung befinden.
Eine im Apikalmeristem gebildete Zelle teilt sich im Verlauf ihrer Entwicklung noch mehrmals,
durchlauft dann entlang einer nahezu linearen raumlichen Trajektorie die Streckungszone des
Organs und stellt ihren Wachstumsprozess am anderen Ende der Wachstumszone ein. Die raum-
liche Verteilung der Wachstumsaktivitét weist im vorderen Drittel der Zellstreckungszone ein
Maximum auf; die Intensitét fallt sowohl zum Meristem als auch zur Basis der Wachstumszone
hin ab.

In der Wachstumszone von M aiswur zeln werden typischerweise pro Tag mehrere hunderttau-
send Zellen neu gebildet (Erickson 1976). Die hierbel stattfindenden Mitosen dauern zwischen
12 und 200 Stunden (Strasburger 1998). Die Phase der Zellstreckung ist im Mittel nach 12 h ab-
geschlossen (Silk 1984). Die réaumliche Ausdehnung der Wachstumszone bleibt Uber viele Tage
hinweg konstant.

Flachig or ganisierte Wachstumszonen liegen bei Blattern dikotyler Pflanzen vor. Die Zellen
der Blattspitze (bzw. bel peltaten Bléattern - wie etwa denjenigen von Rizinus - des Blattrandes)
werden friiher angelegt al's digjenigen der Blattbasis (Blattzentrum). Die Zone des Ubergangs
von der Zellteilung zur Zellstreckung schreitet wie die gesamte Blattentwicklung als eine Welle
von der Blattspitze zur Blattbasis fort (Van Vokenburgh 1987). Die Zonen von Zellteilung und
Zdllstreckung sind raumlich nicht voneinander getrennt. Auch in Zonen, in denen sich fast nur
noch Zellstreckung abspielt, werden Zellteilungsstadien gefunden (Heckenberger et al. 1998).
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In Spinatbl&ttern werden bei spielsweise noch bei etwa 50 % der Blatt-Endgrof3e Zellteilungssta-
dien vorgefunden (Saurer und Possingham 1970); in Rizinusbl&ttern kénnen noch bei einer
Lange des mittleren Blattlappens von 8 cm Zellteilungen an der Blattbasis beobachtet werden
(Heckenberger et al. 1998). Die Phase der Zellstreckung beginnt in vielen Zellen zu dem Zeit-
punkt, an dem das junge Blatt die Knospe verlasst (Arney 1952). Ab diesem Zeitpunkt tritt ein
Basis-Spitze-Gradient der Wuchsraten auf, der aus der zeitlichen Entwicklungsdifferenz der
Zellen resultiert. Die Phase der Zellstreckung dauert typischerweise mehrere Tage an; die
Wachstumszone umfasst das gesamte Blatt und vergrof3ert sich daher stetig.

Wachstumsmuster resultieren in Bewegungen

Das Wachstum eines Organs |asst sich nie nur mit Hilfe der oben angefiihrten Beschreibungen
von linearen bzw. flachigen Wachstumszonen erkléren. Es treten stets auch sekundére réumliche
Regulationseffekte auf, die zu reversiblen Abweichungen der Form des Organs von einem lang-
lichen Gebilde oder einer Flache flihren kénnen. Solche dynamischen, aus der Existenz * sekun-
darer’ Wachstumsmuster resultierenden Formveranderungen gehoren den pflanzlichen Bewe-
gungserscheinungen an. Zwar lassen sich nicht alle pflanzlichen Bewegungserscheinungen auf
Wachstumsprozesse zurtickfihren; umgekehrt fihrt Wachstum jedoch stets auch zu Bewegung.
Wenn die Wachstumsaktivitét in einer raum-zeitlich koordinierten Weise auf verschiedene
Seiten eines Organes verteilt ist, kommt es zu prominenten, oft sogar rhythmischen Bewegung-
en. Beispielsweise entstehen die Rankenbewegungen windender Pflanzen durch Wachstums-
maxima, die die Sprossachse helikal umlaufen (Silk 1989). Derartige Bewegungen treten auch in
nicht windenden Organen, wie den Hypokotylen von Keimlingen auf (z.B. Kristie und Joliffe
1986) und werden dort * Circumnutationen’ genannt.

Eine andere Form der Bewegungen sind ‘ Nastien’. Darunter versteht man durch Reizung (inter-
ner oder externer Art) ausgel 6ste Bewegungen, deren Richtung unabhangig von der Richtung des
ausl0senden Reizes sind. Hierzu gehtren zum Beispiel die ‘Nyctinastien’ genannten Blatthe-
bungs- und —senkungsbewegungen, die durch den Beginn der Nacht ausgel st werden und vor
allem fir Bohnen sehr gut untersucht sind (Bunning 1948).

Schliesdlich kann die koordinierte, sekundére V erteilung von Wachstumsmustern auch noch zu
‘Tropismen’ fuhren. Von tropistischen Bewegungen spricht man, wenn die durch einen Reiz
ausgel 6ste Bewegung in ihrer Richtung in Beziehung zur Richtung des einwirkenden Reizes
steht. Diesist etwa bel gravitropischen Reaktionen der Fall, wo die der Erde abgewandte Late-
rale einer Wurzel stérker wéchst a's die erdnahe, sodass eine Orientierungsanderung des Organs
in Richtung Erdmittel punkt zustande kommt (Buff et a. 1987). Eine weitere tropistiche Reak-
tion stellt die Ausrichtung von Blattoberflachen zum Licht dar (Phototropismus). Auch tropisti-
sche Bewegungen kénnen in Form von Schwingungen ablaufen, in deren Verlauf die * Sollrich-
tung’, auf die sich das pflanzliche Organ einzustellen versucht, oszillatorisch angendhert wird.
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I nteraktion von Wachstumsmustern und ‘physiologischen’ Mustern

Auch auf verschiedenen physiologischen Regul ationsebenen werden Muster ausgebildet. Diese
gehen oft mit der Ausbildung charakteristischer Wachstumsmuster Hand in Hand. Verénderte
Anspriche an die Funktion des Organismus fihren oft zu einer Ver anderung seiner Struk-
tur (Schulze 1982), die aufgrund des offenen pflanzlichen Bauplans anhand von Wachstums-
mustern der pflanzlichen Oberfléche analysiert werden kann. Dies wurde bereits im Abschnitt
Uber die besondere Bedeutung von Wachstum fur pflanzliche Organismen (Kap. 1.1) ausgefihrt.
Die Analyse von Wachstumsmustern kann daher oft auch Aussagen tiber physiol ogische Funk-
tionen bzw. physiologische Musterbildungen liefern.

So ist etwa bekannt, dass hinsichtlich der Nahr stoff-Allokation eine starke Homoostase exis-
tiert, diein relativ konstanten Verhaltnissen der wichtigsten Elemente (C, N, P) innerhalb der
Pflanze resultiert (Redfield 1958, Schulze et al. 1994, McDonald und Davies 1996). Wachstum
einzelner Organe muss hierfir stets im Zusammenhang der Ausbildung von Sink-Source-Bezieh-
ungen (Farrar 1993) und Stofftransportprozessen (Minchin et al. 1993), etwaim Phloem der
Pflanze verstanden werden. Esist dabel alerdings eine noch ungeklérte Frage, ob die Acquisa-
tion von C und N wirklich unter der Pramisse eines konstanten C:N-Verhatnisses erfolgt (Méke-
& und Sievanen 1987) oder ob sie summarisch reguliert wird (Dewar 1993, Magnani et al. 1999).

Auch das Wassertransportsystem innerhab einer Pflanze entwickelt sich nach einem klaren
Muster, was auf die innige Verbindung von Wachstumsmustern und funktionellen Beziehungen
hinweist (Boyer 1985): So besteht zum Beispiel, wie schon Leonardo da Vinci bemerkt hatte,
zwischen den Durchmessern von Zweigen eines Baumes und dem sie tragenden Stammabschnitt
eine enge Korrelation (Richter 1989). Dies wird als Ursache der fraktalen Geometrie von Baum-
kronen diskutiert (Long 1994), kénnte aber umgekehrt auch zeigen, dass die fraktale Geometrie
des Systems eine Auspragung charakteristischer struktureller Muster bedingt. Ebenso besteht
zwischen Blattflache und Saftholz-Querschnitt ein konstantes Verhdltnis, wobel eine Flachen-
einheit von Bléttern stets durch eine proportionale Querschnittsflache von Leitungsgewebe ver-
sorgt wird (Shinozaki et al. 1964, Margolis et a. 1995).

Die Analyse von Wachstumsmuster n ist dennoch nur von begrenzter Aussagekr aft fur die
Unter suchung physiologischer Zusammenhange, da pflanzliche Regulationsprozesse in der
Regel sehr komplex und vielseitig miteinander vernetzt sind. Reale physiologische Vorgange in-
nerhalb der Pflanze kdnnen nur selten durch die Untersuchung eines einzigen Parameters analy-
siert werden.

Als Grund fur die hohe Komplexitét und Vernetzung pflanzlicher Regulationsmechanismen ist
ihr offener Bauplan anzusehen. Die offene Organisation des Pflanzenkdrpers schrankt die Ent-
wicklung zentraler Organe ein: Bei Pflanzen gibt es keine dem Herz, den Nieren oder dem Ner-
vensystem vergleichbaren Organe. Dies bringt es mit sich, dass sehr viele Funktionen dezentral
und hdchst flexibel organisiert sind und sich nicht mit Hilfe vergleichsweise einfach zu erfor-
schender Kausalketten erkléaren lassen. Am Vergleich der Wirkung von Hormonen in Tieren und
Pflanzen kann die vergleichswei se hohe Komplexitét pflanzlicher Regulationsmechanismen im
néchsten Abschnitt veranschaulicht werden.
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1.3 Die Regulation von Blatt- und Wurzelwachstum

Wachstumsregulation spielt sich auf verschiedenen Ebenen der pflanzlichen Organisation ab.
Die Regulationsmechanismen der verschiedenen Ebenen interagieren dabel miteinander. Dyna-
mische Anderungen der Wachstumsmuster kénnen sich jederzeit al's Reaktion auf verdnderte in-
terne oder externe Rahmenbedingungen ergeben.

Einige Komponenten des sensorischen Appar ats, mit dessen Hilfe die Pflanze dabel auf Um-
welteinflUsse reagiert, sind aus der Literatur bekannt. So wird beispielsweise die Lichtqualitat
via Phytochrom (Smith 1995) und Kryptochrom (Cashmore 1998) perzipiert und die Richtung
der Erd-Schwerkraft Uber Starke und Statolithen (z.B. Sinclair und Trewavas 1997, Slack 1997),
um nur einige der wichtigsten Sensoren zu nennen.

Ebene der Gesamtpflanze: Biochemische Regulation

Auf Ebene der Gesamtpflanze spielt die Regulation durch biochemische Signale eine zentrale
Rolle. Von grof3er Bedeutung sind dabel Phytohor mone (Nultsch 1996, Strasburger 1998).
Auxinen, Gibberellinen und Cytokininen wird eine fordernde, Abscisinsduren und Ethylen eine
meist hemmende Wirkung auf das Wachstum zugesprochen. Auch Jasmonsduren und Brassi-
nolide greifen nachgewiesenermal3en in die hormonelle Kontrolle des Wachstums ein.

In Pflanzen wurden in den vergangenen Jahrzehnten viele Bestandteile hormoneller Signalketten
gefunden. Trotz intensiver Bemtihungen konnte jedoch bis heute das Funktionieren keiner einzi-
gen hormonellen Signalkette nachgewiesen werden, die analog zu den Verhdtnissen in Tieren
arbeiten wirde (Strasburger 1998): Phytohormone |6sen zwar bereits in geringen Mengen pflan-
zZliche Reaktionen aus (detaillierte Beschreibungen z.B. in Kende und Zeevaart 1997); im Unter-
schied zum Tier sind jedoch

a) die Hormonbildungsorte in der Regel auf weite Bereiche des Organismus verteilt
b) die Hormone oft auch an ihrem Bildungsort selbst wirksam

c) Wirkungen eines spezifischen Hormons auf verschiedene Organe nachgewiesen
d) die Auswirkungen eines spezifischen Hormons recht vielgestaltig

€) die Effekte der verschiedenen Hormone aufs Engste miteinander verflochten.

Eine Untersuchung der hormonellen Regulation von Wachstumsmustern wurde daher in der vor-
liegenden Arbeit nicht verfolgt.

Auf biochemischer Ebene st in Pflanzen die Regulation von Prozessen durch metabolitische
Substanzen, wie im Beispiel der Photosynthese durch Fructose-2,6-Bisphosphat (Huber 1986,
Stitt 1987), von grof3er Bedeutung. Fir den Prozess der Wachstumsregulation spielt Nitrat eine
wichtige Rolle (Scheible et al. 1997a); dieser Substanz wird verschiedentlich sogar hormonelle
Funktion beigemessen (Trewavas 1983).
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Zdl- und Gewebeebene

Auf biochemischer Ebene existiert in Pflanzen bei der intrazelluléren SignalGibertragung eine
hohe Modulationsfahigkeit beztiglich der * Second Messenger’. Calcium ist hier fir Wachstums-
und Formgebungsprozesse von herausragender Bedeutung (Trewavas und Malho 1997). Uber
die Mdglichkeit einer biochemischen Regulation hinaus steht der Pflanze jedoch durch das
Zusammenspiel von Turgor und Zellwand-Dehnbarkeit eine méchtige biophysikalische Kon-
trollmdglichkeit der Wachstumsprozesse zur Verfligung, deren Rolle jedoch tber die Zellebene
hinaus bislang schlecht untersucht ist.

Die Lockhart-Gleichung: ein biophysikalisches M odell der Wachstumsr egulation

Die Regulation des Wachstums Uber Eigenschaften der pflanzlichen Zellwand wird auf biophysi-
kalischer Ebene mit Hilfe des L ockhartschen Modells pflanzlichen Wachstums beschrieben
(Lockhart 1965, Cosgrove 1986). Wachstum kann durch das Zusammenspiel von Turgor (dem
internen Druck der pflanzlichen Zelle) und der Dehnbarkeit oder Expansibilitét ihrer Zellwande
verstanden werden.

Der Volumenzuwachs einer Einzelzelle wird bel uneingeschrankter Wasserverfigbarkeit recht
gut durch die modifizierte Lockhart-Gleichung beschrieben:

LV _replyy
Voot

Dabei steht V fur das Zellvolumen, t fur die Zeit, F fur die Zellwand-Expansibilitét, P fur den
Turgor und Y fir den yield threshold; den Grenzwert des Turgors, ab dem eine Vergrél3erung
der Zelle eintritt. Der Term 1/V dV/dt steht fir die relative Wuchrate der Zelle (Kap. 1.4).

Turgor

Der Turgor wird von vielen Autoren als regulatorisch wirksame Gréf3e der biophysikalischen
Kontrolle von Wachstumserscheinungen angesehen, insbesondere, wenn eine tageszeitliche Va-
riation auftritt (z.B. Davies und Van Volkenburgh 1983). Dabel wird in der Argumentation oft
auf Befunde an Einzelzellen, vor allem der Alge Chara, zurtickgegriffen (Proseus et a. 1999).

Zwar konnen viele interessante Details von Wachstumskinetiken aus dem Expansionsverhalten
von Einzelzellen abgeleitet werden; die Regulation des Wachstums eines komplexen Gewebes
wird dadurch aber nur unzureichend beschrieben. Innerhalb der Wachstumszonen der im Rah-
men der vorliegenden Arbeit untersuchten Organe scheint der Turgor nicht regulatorisch auf die
Ausprégung von Wachstumsmustern einzuwirken (ausfuhrliche Diskussion in Kap. 11.2).
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Kontrolle der Zellwand-Dehnbarkeit

Die Anderung der Zellwand-Dehnbarkeit wird in der aktuellen Literatur von der Mehrzahl der
Autoren als kontrollierender Mechanismus der Wachstumsaktivitét pflanzlicher Gewebe favo-
risiert (Cosgrove 1986, Tomos und Pritchard 1994, Schurr 1997).

Die pflanzliche Zellwand besteht aus ineinander vernetzten Gerlsten von Cellulose, Hemicellu-
lose und Pektinen. Cellulose ist das haufigste organische Makromolekll der Biosphére und hat
eine vergleichbare Reissfestigkeit wie Stahl (Strasburger 1998). Die Dehnbarkeit der Zellwand
kommt durch eine unvollstandige Quervernetzung der verschiedenen Gerustfibrillen zustande;
nicht durch eine Spaltung der Makromolekiile. Eine Reihe von Regulationsmechanismen beein-
flusst die Zellwand-Dehnbarkeit.

Ansauerung der Zellwand (Acid Growth-Hypothese)

Eine Ansauerung der Zellwand, sei es durch externe oder interne Einflsse, fuhrt in verschie-
densten Experimenten zu einer ver star kten Expansionsaktivitat des untersuchten Gewebes
(Edwards und Scott 1974, Virk und Cleland 1988). Die entsprechenden V ersuche wurden jedoch
oft an isoliertem Gewebe durchgefiihrt und sind oft nur von geringer Relevanz fur natirliche
Systeme (siehe hierzu Peters und Felle 1999, Walter et a. 2000), in denen der apoplastidare pH
in komplexer Weise aktiv gepuffert und reguliert wird (Gerendas und Schurr 1999).

Calcium-Gehalt der Zellwand

Ein wesentlicher Bestandteil der pflanzlichen Zellwand ist das Pektin-Netzwerk. Es enthélt nega-
tiv geladene Uronsduregruppen, die von zweiwertigen Kationen, v.a. Calcium, komplexiert wer-
den und so zu einer Verfestigung des Pektin-Netzwer kes und damit der gesamten Zellwand
beitragen (Trewavas und Maho 1997). Die Festigkeit der Zellwand héangt daher auch von deren
Calcium-Gehalt ab. Alle Prozesse, die die apoplastidare Cal cium-Konzentration beeinflussen,
wirken sich so auf die Dehnbarkeit der Zellwand aus.

Aktive enzymatische Kontrolle der Festigkeit von Zellwand-Bestandteilen

Die Enzymklassen der Expansine, der Endoglucanasen und der Xyloglucan-Transglycosyl-
asen wirken regulatorisch auf die Stabilitét der pflanzlichen Zellwand ein (Cosgrove 1999). Die
Expression der Gene aller genannten Enzyme wirkt Zellwand-erweichend. Durch die genannten
Enzyme werden Quervernetzungen der GerUstfibrillen aufgebrochen oder ihre Bildung unterbun-
den. Eine Verringerung ihrer Aktivitéten bewirkt im Gegenzug eine Verfestigung der Zellwand.

Der Grad der Quervernetzung kann auch aktiv gesteigert werden; wie am Beispiel des Einbaues
eines Xyloglucan-Derivats (XXFGol) jungst gezeigt werden konnte (Warneck et al. 1998).

Auch die Biosynthese und exocytotische Sekretion der Zellwandbestandteile kann aktiv regu-
liert werden. Hier ist vor allem der Zellulose-Stoffwechsel aufgrund der Abundanz dieses Mak-
romolekilsin der Zellwand von Bedeutung (Delmer 1999).
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Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit findet eine eingehende Untersuchung der Expres-
sion eines Expansin-Gens (NtExpl) im Tabakblatt statt, da Expansine eine Schltisselrolleim
regulatorischen Geflige der Zellwand-Erweichung spielen (ihre Wirkung wird von den dbri-
gen Enzymen sekundéar moduliert):

Expansine wurden 1992 erstmals isoliert (McQueen-Mason et al. 1992) und stellen nach derzeit
vorherrschender Meinung die Mediatoren des ‘ Acid Growth’-Mechanismus dar. Die Expansin-
induzierte Zellwand-Erweichung hat ein Optimum bel pH < 4; im Bereich zwischen pH 4 und
pH 7 wird eine monotone Abnahme der Expansin-Aktivitét beobachtet. Die meisten Studien
hierzu wurden an Zellwand-Material aus Gurken-Hypokotylen durchgefihrt (Cosgrove 1998).

Expansine werden aufgrund ihrer Aminosduresegquenzen in zwei Familien eingeteilt (Alpha- und
Beta-Expansine). Die besser untersuchte und fir die Regulation von Wachstum wichtigere Grup-
pe der Alpha-Expansine besteht aus Proteinen einer Grof3e von ungefahr 25 kD. Nach ihrer pri-
maéren Transkription tragen sie ein sekretorisches Signal von typischerweise 23 Aminosauren.
Die Proteine binden sich recht eng an Cellulosefibrillen der Zellwand und sorgen dort wahr-
scheinlich fur eine Schwachung von Glucan-Glucan-Wechselwirkungen (M cQueen-Mason und
Cosgrove 1995). Bei externer Applikation zu lebenden Zellen wird eine zumindest kurzfristige
Stimulation der Wachstumsaktivitét berichtet (Link und Cosgrove 1998, Moore et a. 1995). In
Arabidopsis sind derzeit 22 Gene bekannt, die Expansine codieren ; bel anderen Pflanzen wird
diese Anzahl vermutlich noch Uberschritten, ist aber noch nicht genau untersucht. Fir Tabak sind
derzeit sechs Expansin-codierende Gene bekannt (Cosgrove 2000).

Expansine werden auch mit der Musterbildung innerhalb des Spross-Apikalmeristemsin Verbin-
dung gebracht (Fleming et al. 1997, Reinhardt et al. 1998). Expansin-Gene werden lokal in Zel-
len exprimiert, die unterhalb von spéter auswachsenden Blatt-Primordien liegen und kdnnten so
zu mechanischen Spannungen der meristematischen Tunica fuhren, die im Green’ schen Modell
als AuslGser fur die Initiation von Bl&ttern angesehen werden (Green 1997).

Weiter e biomechanische Einflussgr 63en, die nicht durch die Lockhart-Gleichung beschrie-
ben werden, aber auf Gewebe-Ebene wirksam sind

Neben den soeben beschriebenen Parametern und Mechanismen, die das Wachstum auf der
Ebene von Zellen und Geweben regulieren kdnnen, gibt es weitere biomechanische Mechanis-
men, die fir die Auspragung von Wachstumsmustern von Bedeutung sind.

Seit langem ist bekannt, dass ein wachsendes Gewebe, das einem Zug oder Druck ausgesetzt
wird, durch eine verénderte Ausbildung von Zellwandstrukturen und Wachstumsmustern auf
diesen Einfluss reagiert (Kny 1902). Zuwachsende Organe unterliegen einer Vielzahl von auf sie
einwirkenden Kréften, die daher ebenfalls als Regulatoren von sich ausbildenden Wachstums-
mustern angesehen werden konnen.

Intern kdnnen sich biomechanische Spannungen innerhalb von Blé&ttern durch den Aufbau aus
Geweben verschiedener M aterialeigenschaften ergeben. Die Blattkrimmungen und Blattrol-
lungen von Maisbl&ttern unter Trockenstress sind Beispiele fur derartige Systeme (Moulia 2000,
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Hay et a. 2000). Sie kommen durch einen U-férmigen Querschnitt des Blattfestigungsgewebes
zustande und sind damit hydraulisch-passive Antworten des Gewebes auf Wasserverlust.

Das Zusammenspiel von Epidermis und Zentralgewebe im Keimlingshypokotyl ist ein an-
deres Beispiel, dasin der Literatur in diesem Zusammenhang oft angeftihrt wird. Hier wird klas-
sischerwei se davon ausgegangen, dass die Epidermis wachstumslimitierend wirkt und das unter
einer hoheren Gewebespannung stehende innere Gewebe die treibende Kraft im Wachstumspro-
zess spielt (Kutschera 1992). Diese Sicht gerét in jungster Zeit jedoch unter Kritik, dadie Tur-
gorverhatnisse des Gewebes in den entsprechenden Experimenten falsch interpretiert wurden
(sehe Kap. 11.1, Peters und Tomos 2000).

Beeinflussung der genannten Regulationsmechanismen durch exogene oder endogene
rhythmische Prozesse

Zeitliche Wachstumsmuster in Pflanzen verlaufen oft rhythmisch; zumindest, wenn man sie auf
einer genuigend feinen Skala betrachtet. So fallt beispielsweise die Wuchsrate von Tabakbl&ttern
nach der Emergenz monoton ab, wenn man einen zeitlichen Abstand der Messungen von einem
Tag zugrunde legt (Walter und Schurr 1999). Betrachtet man den Verlauf des Wachstums aber
mit einer hoheren Auflésung, so zeigen sich tagesrhythmische Erscheinungen (Walter und
Schurr 2000). Ob dieses Phanomen lediglich eine Reaktion auf Anderungen externer Parameter
darstellt —wie zum Beispiel die verminderte Transpiration von Pflanzen wéhrend der Nacht —
oder ob es sich um einen endogenen Rhythmus der Pflanze handelt, der von den dusseren Bedin-
gungen lediglich getriggert wird, ist der bisher publizierten Literatur nicht zu entnehmen und
stellt eines der Ziele der vorliegenden Studie dar.

Charakteristika endogener, circadianer Rhythmen sind (Strasburger 1998):

a) Der Vorgang lauft auch unter konstanten Aussenbedingungen noch wochenlang rhythmisch
weiter (‘endogener’ Rhythmus)

b) Die Periodenlénge betragt unter konstanten Aussenbedingungen etwa 24 Stunden (* circadi-
aner’ Rhythmus)

c) Der circadiane Vorgang kann durch ein einziges Signal in Gang gesetzt werden; z.B. durch
eine einzige Nachtphase im Verlauf der Entwicklung

d) Circadiane oszillierende Systeme kdnnen in ihrer Periode durch tberlagernde aul3ere
Schwingungen verstellt werden (Periodenléngen zwischen 6 und 36 Stunden)

e) Circadiane Rhythmen sind abhangig vom oxidativen Stoffwechsel; sie werden nach einigen
Stunden Sauerstoffabschluss eingestellt.

f) Der Rhythmusist von genetischen Merkmalen abhangig, die in Mutanten abgedndert werden
konnen

Regulatorische Grundlage dieser Rhythmen ist die sogenannte ‘ physiologische Uhr’. Sie er-
maoglicht es Organismen, regel mafdige physiologische Ablaufe ohne die Hilfe externer Signale
zeitlich koordiniert zu steuern.



Begriffe und Methoden der Wachstumsmessung 11

1.4 Begriffe und Methoden der Wachstumsmessung

Nicht nur der Begriff des Wachstums selbst bedarf einer exakten Definition (siehe Kap. 1.1),
sondern auch die zur Beschreibung von Wachstumsprozessen verwendeten Messgrofien. Im
nachfolgenden Abschnitt werden in der Literatur verwendete Begriffe vorgestellt und Festlegun-
gen fur den weiteren Verlauf dieser Arbeit getroffen. Ferner wird eine Einfihrung in die wichtig-
sten Untersuchungsmethoden zur Bestimmung pflanzlichen Wachstums gegeben.

Absolute und relative Wuchsr ate

Die absolute Wuchsrate (dX/dt) gibt an, um welchen Betrag dX die Grof3e X in einer bes-
timmten Zeit dt zugenommen hat. Eine absolute Wuchsrate ist beispielsweise die Wachstums-
geschwindigkeit, mit der sich eine Wurzel spitze durch das Substrat bewegt.

Dierelative Wuchsrate (1/X dX/dt) gibt an, um welchen Bruchteil von X die Grof3e X zugenom-
men hat. Als Einheit kann hier entweder [1/Zeiteinheit] oder [%/Zeiteinheit] gewahlt werden.

Wuchsraten von Volumina, Flachen, L &ngen und Segmenten

Die Definitionen der absoluten und relativen Wuchsraten sind unabhangig davon, ob die be-
trachtete Grof3e X eine Masse, ein Volumen, eine Fl&che oder eine L&nge darstellt. Mit Wachs-
tum im engeren Sinne wird jedoch Ublicherweise stets eine Volumen- oder Massenzunahme
bezeichnet. Man muss sich also im klaren dariiber sein, dass z.B. die Langenzunahme eines Or-
gans eigentlich nie eine Wuchsrate, sondern nur einen eindimensionalen Teilaspekt eines drei-
dimensionalen Wachstumsprozesses angibt. Es kann sogar sein, dass eine L angenzunahme ge-
messen wird, ohne dass das betrachtete Organ Uberhaupt zuwéachst (im Sinne einer massen- oder
V olumenzunahme). Das anschaulichste Beispiel hierfur wére ein in die Lange gezogenes
Kaugummi, das seinen Durchmesser proportional zu seiner Langenzunahme verringert.

Die Verteillung von Wuchsraten innerhalb eines Organs wird mit Hilfe von ‘ Element-Wuchs-
raten’ beschrieben: Im Zuge einer Messung mit einer gewissen raumlichen Auflésung werden
diskrete Segmente oder Elemente eines Organs vermessen. Die einzelnen Wuchsraten der Or-
gan-Abschnitte werden mit dem Begriff der ‘ Element-Wuchsrate' belegt.

Verringert man durch eine Grenzwertbildung die Grof3e der Elemente bis hin zu infinitesimal
kleinen mathematischen Punkten, so erhélt man ein kontinuierliches Feld von Wuchsraten. Die-
ser Prozess kann mit dem Bilden der ersten Ableitung einer mathematischen Kurve aus real ver-
messbaren Steigungen kleiner Kurvenelemente verglichen werden. Das bel dieser Grenzwert-
bildung erhaltene mathematische Gebilde ist ein Tensor (erster, zweiter oder dritter Ordnung),
der die (ein-, zwei- oder dreidimensionalen) Verformungsraten des untersuchten Gebildes angibt.
Dieser Tensor wird in den Materialwissenschaften ‘strain rate’ - oder ‘ Verformungsraten’ -
Tensor genannt (Silk 1984). Er entspricht der Divergenz des Geschwindigkeitsfeldes (Kap. 4.1).
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Ortsaufgel 6ste Messungen an Wurzeln oder Bléttern sind auf dem derzeitigen Stand der Technik
nur Uber eine Vermessung der Oberflache des untersuchten Organs moglich. Da die Wachstums-
zonen bei der Wurzel linear, beim Blatt aber flachig organisiert sind, werden in der Literatur un-
terschiedliche Begriffe zur ortsaufgel sten Beschreibung des Wachstums verwendet.

Die Verlangerung diskreter Segmente von Wur zeln wird in der Regel mit dem Begriff ‘REGR’
fur ‘relative elemental growth rate’, also relative Element-Wuchsrate (z.B. Erickson und Sax
1956, Peters und Felle 1999) oder ‘longitudinale Verformungsrate’ (Silk 1984, Beemster und
Baskin 1999) belegt; jedoch sind auch andere Begriffe zu finden, wie etwa RELEL, die ‘relative
elemental rate of elongation’ (Buff et al. 1987) oder ‘ growth strain rate’ (Pahlavanian und Silk
1988). Nur in wenigen Studien wurde die volumetrische Zunahme der Wurzel untersucht (z.B.
Sharp et al. 1988) und dann mit dem Begriff ‘rate of root volume increase’ beschrieben. Die
Verteilung des Volumenzuwachses war in dieser Studie zwar bei Auftragung gegen die Entfer-
nung von der Wurzel spitze von derjenigen des L angen-Zuwachses deutlich verschieden; die
Form und die Lage der Maxima der Verteilungsfunktionen unterschied sich jedoch nur gering-
flgig von den entsprechenden Werten der eindimensionalen Betrachtung.

Fur die absolute Wuchsrate der Wurzel wird in keiner veréffentlichten Studie die volumetrische
Zunahme des Organs angegeben, sondern stets nur die Verlangerung, die mit dem Begriff ‘root
elongation rate’ (Sharp et a. 1988), ‘elongation per time’ (Souda et al. 1990) oder ‘ vy, fur ‘ve-
locity of theroot tip’ (Walter et al. 2000) bezeichnet wird.

Fur das Blatt wurden bisher nur wenige ortsaufgel 6ste Studien verdffentlicht. Hier ist der Be-
griff der ‘relative elemental rate of increase in area’ vorherrschend (Maksymowych 1973, Erick-
son 1976). Diese Grof3e wird durch Bildung der Divergenz des Geschwindigkeitsfel des ber-
echnet (Richards und Kavanagh 1943, Gandar und Hall 1988).

Fur die Zwecke der vorliegenden Arbeit wurden daher folgende K onventionen gewahit:

Die absolute Wuchsrate der Wur zel wird durch die Geschwindigkeit der Wurzel spitze
‘Vsitze (Einheit mm/h) charakterisiert, also durch ihre eindimensionale Verlangerungsrate.

Dierelative Wuchsrate des kompletten Blattes wird mit dem Begriff ‘RGR’ oder einfach
‘Wuchsrate' bezeichnet (Einheit %/h).

Im Zusammenhang mit Wuchsraten von Flachenelementen des Blattes bzw. L &ngen-
Segmenten der Wurzel wird von ‘Element-Wuchsraten’ oder ‘REGR’ (Einheit %/h)
gesprochen. Die REGR von Wurzel (Langen-Wuchsraten) und Blatt (Fl&chen-Wuchsraten)
sind dabei deutlich voneinander zu unterscheiden!
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K oordinatensysteme des Wachstums

Fur die Charakterisierung raum-zeitlicher Wachstumsmuster muss neben der Intensitét der unter-
suchten Wachstumserscheinungen auch das raumliche und zeitliche Referenzsystem klar de-
finiert sein.

Raumliche Achse(n) des Koordinatensystems

Verteilungen von Wuchsraten entlang der Wur zel werden tiblicherweise gegen die Entfernung
von der Wurzelspitze (Einheit: mm) aufgetragen (Abb. 1.1). Diese Konvention (sog. ‘natirlich-
es Koordinatensystem’) wird fur die Zwecke der vorliegenden Arbeit Gbernommen.

In vielen Studien wurde nachgewiesen, dass die Ausdehnung der Wachstumszone tiber eine re-
lativ lange Zeit hinweg konstant bleibt. Ein zeitlich konstantes Muster kann analysiert werden,
wenn man die Wurzel spitze — genauer das ruhende Zentrum des Apika meristems — als Koordi-
natenursprung der Raumachse betrachtet. Im Laborkoordinatensystem oder im Koordinatensys-
tem einer unbewegten, die Wurzel filmenden Kamera, bewegt sich dieses Bezugssystem mit der
Geschwindigkeit der Wurzelspitze.

Wirde man die Prozesse in der Wurzelwachstumszone nicht nur eindimensional, sondern volu-
metrisch betrachten, so wére ein krummliniges Koordinatensystem, dessen Ursprung ebenfallsin
der Wurzel spitze sitzt und dessen Hauptachsen entlang der Zell-Linien im Inneren der Wachs-
tumszone verlaufen, das Koordinatensystem der Wahl (z.B. Hgjnowicz und Karczewski 1993).

WURZEL BLATT Abb. 1.1 Koordinatensysteme
— == der Wachstumsanalysen
——— .@, Links Wurzel, rechts Blatt.
Oben Laborkoordinatensysteme,
— '@ unten natirliche Koordinatensysteme
zeit " ort[mm] zeit 7 Tort[mm] Bei der Wurzel liegt der Ursprung in
der Wurzelspitze; die Position wird als
Entfernung von der Wurzel spitze [mm]
—_——— angegeben.
T > > Ort [%)]
— " [mm] Beim Blatt liegt der Ursprung an der
L e e e e ont [=mm] " Ort [%] Blattbws, dIePOSItIOI’\WII’d aISEnt'
P — fernung von der Blattbasis [% der
v T o [mm) v —= > Ort [%] Blattldnge] angegeben.

Zeit

Zeit

Beim Blatt vergroR3ert sich die wachsende Zone standig. Die Verwendung eines absoluten
L angenmalistabes mit einem an der Blattbasis (oder —spitze) fixierten Ursprung wirde hier zu
Fehlinterpretationen fihren, wie das folgende Beispidl illustriert (vergleiche Abb. 1.1):

Eine zeitlich monoton abfallende Wuchsratenverteilung, die einen linearen Basis-Spitze-Gra-
dienten aufweist, wirde in diesem System dazu fihren, dass an gewissen Stellen eine zeitlich an-
steigende Wuchsrate festgestel It wirde, well sich stérker expandierende Blattregionen mit der
Zeit in Regionen des Koordinatensystems bewegen, an denen vorher gering zuwachsende Bl att-
regionen lokalisiert waren. Am einfachsten kann dieses Argument an einer Position nachvoll-
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zogen werden, die zu Beginn der Messung etwas apikal der Blattspitze liegt und im Verlauf der
Messung von der Blattspitze tberstrichen wird. Dort wiirde man anfanglich keine Wachstums-
aktivitét registrieren. Ab dem Zeitpunkt, an dem die Blattspitze vom Wachstum des restlichen
Blattes Uber diesen Punkt hinweggeschoben wird, wiirde die Wuchsrate jedoch ansteigen.

Fur die Zwecke der vorliegenden Arbeit wurde daher ein mit dem wachsenden Blatt expan-
dierendes natirliches Koor dinatensystem (Abb. 1.1) gewahlt, dessen Ursprung in der Blatt-
basis liegt und dessen Koordinaten die Entfernung des betrachteten Flachenelementesin Relation
zur jewelligen Blattlénge angeben (Einheit: Prozent der Gesamtlénge; Walter und Schurr 1999).

Theoretisch wére eine Auftragung von Element-Wuchsraten gegen die Position auf dem Ader -
system hier die adaguate Darstellungsform, da nur das zuwachsende Adersystem zu jedem Zeit-
punkt die rdumlichen Beziehungen von Segmenten des Blattes zueinander korrekt wiedergibt.
Da eine derartige Darstellung jedoch vollig neue Begrifflichkeiten erfordern wirde (als Einheit
konnten bei spiel sweise Ordnungszahlen von Aderkreuzungspunkten dienen) und da die fur die
Zwecke der vorliegenden Arbeiten bendtigte Prézision der réaumlichen Beschreibung durch die
gewahlte Konvention gegeben ist, wird hier keine derartige Beschreibung vorgenommen.

Zeitachse des Koordinatensystems
Als Zeitkoordinate wird in der vorliegenden Arbeit die reale Zeit (Einheit: h) verwendet.

Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass die Entwicklung verschiedener Blétter zeitlich unter-
schiedlich verlaufen kann und auch Aussenfaktoren Einfluss auf den zeitlichen Ablauf der
Entwicklung nehmen konnen. In der Literatur werden daher oft sogenannte ‘ Entwicklungs-
indices verwendet, die beispielsweise den Einfluss der Temperatur berticksichtigen (thermal
time; Granier und Tardieu 1998), den relativen zeitlichen Abstand zur vorausgegangenen Blatt-
anlage (leaf plastochron index, Erickson und Michelini 1957) oder den Entwicklungszustand der
Blattspreite (relative Blattflache, Walter 1997; absolute Blattflache, Roggatz et al. 1999).

Unter suchungsmethoden zur Bestimmung pflanzlichen Wachstums

Die verwendeten Untersuchungsmethoden kdnnen erhebliche Konsequenzen fir die Aussage-
kraft von Versuchen haben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals im biologischen Bereich
die Technik der digitalen Bildsequenzanalyse zur Bestimmung von Wachstumsmustern einge-
setzt. Deshalb erfolgt an dieser Stelle ein kurzer Vergleich mit bisher verwendeten Methoden.

Wachstum kann mit Hilfe destruktiver oder nicht-destruktiver Techniken erfasst werden (fur eine
ausfuhrliche Diskussion siehe Kap. 8). Die Erfassung von Langenverdnderungen mit Hilfe von
Mal3staben wird von je her praktiziert und findet auch in der aktuellen Literatur als eine schnelle
Methode zur Evaluation grof3er Pflanzenbesténde Verwendung (z.B. McDonald et al. 1992,
Walter und Schurr 1999).

Eine Vermessung von réaumlich aufgel 6sten Wachstumsmustern wird in der Literatur fir die
Wurzel erstmals durch Sachs (1887) beschrieben; fir das Blatt durch Avery (1933). Dabei wur-
den Tintenpunkte auf die Organe aufgebracht. Methoden, die ohne Applikation externer Marken
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arbeiteten, wurden jeweils etwa 60 Jahre spéter erstmals beschrieben (Wurzel: Brumfield 1942;
Blatt: Schmundt et al. 1998).

Zeitlich hoch aufgel 6ste M ethoden stehen seit den 70er Jahren zur Verfligung, asin grof3erem
Mal3stab elektronische Hilfsmittel einsetzbar wurden (Watts 1974); LVDTS (linear variable dif-
ferential transducers) registrieren dabei die Positionsveranderung der zuwachsenden Blattspitze
mit Hilfe eines an sie befestigten Regulierungselementes eines V erschiebewiderstandes. Nach
einem ahnlichen Prinzip gelang bereits etwa 100 Jahre zuvor Sachs (1887) die Vermessung der
Zuwachsrate einer Sprossachse.

Methoden, die zeitlich und raumlich eine hohe Auflésung bieten, standen bislang nicht zur Ver-
flgung; auch war die Auswertung der Daten selten in automatisierter Form maoglich, sodass nur
wenige Datensdtze im Verlauf einer Studie erhoben werden konnten.

Bildverar beitungsmethoden

Der grof3e Nutzen bildverarbeitender Methoden fiir die Vermessung pflanzlicher Wachstums-
muster wurde in den 50er Jahren erstmals anhand der Aufnahme von Tintenpunkten auf einer
Wurzelwachstumszone mit Hilfe einer Spalt-Kamera demonstriert (Erickson und Sax 1956):
Die zeitlich nebeneinander gelegten Spaltenbilder der Tintenpunkt-Verteilung entlang der Wur-
zelwachstumszone liefern ein sogenanntes ‘ Streifenbild’; eine Schar von divergenten Trgjekto-
rien, deren Steigung die Geschwindigkeit des jeweiligen zelluldren Elements angibt.

Nach dem gleichen Prinzip funktioniert auch diein dieser Arbeit eingesetzte Methode, die
Wachstumsmuster mit Hilfe digitaler Bildsequenzverarbeitung (digital image sequence proc-
ng, DI SP) erfasst. Eine detaillierte Beschreibung der Methode erfolgt spéter (Kap. 4). Das
Messprinzip basiert auf der Berechnung von lokalen Orientierungen, die in Bildstapeln durch die
Bewegung von Grauwertmustern entstehen und mit Hilfe der sogenannten Strukturtensormetho-
de analysiert werden kénnen (Bigiin und Granlund 1987, Schmundt et al. 1998, Hauf3ecker und
Spies 1999).

DieVorteile dieser M ethode gegenliber den bis dahin verwendeten sind:
Gleichzeitig erreichbare hohe zeitliche und raumliche Auflésung

Skalierbarkeit: Die Methode kann auf Wachstumsprozesse verschiedenster raumlicher und
zeitlicher Dimensionen angewendet werden

Automatisier ung von Aufnahme und Auswertung

Effiziente Mdglichkeiten fur data mining: die hohe Datendichte kann durch verschiedene
Hilfsfunktionen auf ein einfach interpretierbares Mal3 sinnvoller Parameter reduziert werden



16 Einleitung

Zielsetzung

Das Zid der vorliegenden Arbeit ist esnun,
(a) die Wachstumsaktivitét von pflanzlichen Organen zu kartieren,
(b) charakteristische Muster der kartierten Wachstumsverteilungen zu erkennen und diese
(c) vor dem Hintergrund der Struktur und Funktion des untersuchten Organs
(d) mit Hilfe parallel durchgefiihrter Messungen von internen und externen Parametern
(e) im Hinblick auf die physiologische Aktivitét des Organs, bzw. die Okophysiologie der
Pflanze zu interpretieren sowie

(f) mdglicherweise beteiligte Regulationsprozesse vor dem Hintergrund raum-zeitlicher Dy-
namik zu evaluieren.



Material und Methoden

2 Wurzelwachstum

2.1 Pflanzenanzucht

Als Pflanzenmaterial diente fir die Zwecke der Wurzelwachstumsanalyse vorwiegend Mais
(Zea mays cv. Alexandra). Bei einzelnen Versuchen wurde auch Tabak kultiviert (Nicotiana
tabacum cv. Samsun).

Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte in einem speziellen Anzucht-Aufbau, dem sogenannten
Durchfluss-Rhizotron (Abb. 2.1). Die Maiskeimlinge wurden nach 2-3 Tagen Inkubation der Sa-
men in gut gewassertem Sand in das Rhizotron tberfihrt. Die Samen waren zu diesem Zeitpunkt
gekeimt und wiesen eine etwa ein cm lange Koleoptile sowie eine 2-3 cm lange Primérwurzel
auf. Beobachtete Tabakpflanzen wurden in hydroponischer Kultur angezogen (siehe Kap. 3.1)
und dann zu gegebener Zeit in das Rhizotron Gberfihrt.

Abb. 2.1 Durchfluss-Rhizotron zur Beobachtung von Maiswurzeln (Frontal- und Seitenansicht)

Im Dur chfluss-Rhizotron finden jeweils etwa 20 Maiskeiminge Platz. Diese werden mit Hilfe
eines Plexiglas-Halters an der Grundplatte des Aufbaus befestigt. Die Grundplatte des Aufbaus
besteht aus Kunststoff und weist eine Neigung (Inklination) von 68° gegen die Horizontale auf.
In einem geschlossenen Kreislauf werden die Keimlingswurzeln je nach Versuchsansatz von
bidestilliertem Wasser oder von Ingestad-Nahrl6sung (siehe unten) umsptilt (Abb. 2.2). Die
Flissigkeit wird am Grund der Platte in einem Kunststoff-Behélter (Fa. Dehner, Rain am Lech,
Volumen: 15 1) gesammelt und mit einer Tauchpumpe an die obere Flanke der Grundplatte
gepumpt. Der FlUssigkeitsstrom wird dort durch den as Keimlingshalter dienenden Plexiglas-
Halter aufgeweitet und fliefdt als weitgehend laminarer Strom von weniger als ein mm Dicke
zwischen Grundplatte und Haushalts-Plastikfolie, die die Keimlingswurzeln bedeckt (Flache ca.
60 * 30 cm), in den Kunststoff-Behalter zurlck.
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Standar dar d-K l[imabedingungen

Das Rhizotron befand sich standardmaiig in einem klimatisierten Raum bel Temperaturen von
21 oder 26 °C (je nach Versuch), 40 % relativer Luftfeuchte und 150 pE Lichtintensitét bei
Lichtwechselbedingungen von 12 h hell / 12 h dunkel.

I ngestad-Nahr|dsung

Als Nahrldsung wurde eine Ingestad-Nahrldsung verwendet (Ingestad 1982). In dieser Ldsung
liegen die Nahrstoffe in folgendem Verhdltnis vor (Angaben beztglich der Stickstoffmasse):
NOs 61,5 %, NH4" 38,5 %, K* 65 %, PO,* 13 %, Ca®* 7%, Mg?* 8,5 %, SO,* 9 %, Fe 0,7 %,
Mn 0,4 %, Cu 0,03 %, Zn 0,06 %, B 0,2 %, Mo 0,07 %, Na" 0,034 %, Cl" 0,033 %. Falls keine
andere Angabe erfolgt, wurde die aus zwei Stammldsungen herzustellende Nahrl6sung mit
bidestilliertem Wasser auf eine Konzentration von 10 mM Stickstoff eingestellt.

Abb. 2.2 Schematisierte Zeichnung des Rhizotrons ~ Abb. 2.3 Sand-Rhizotron aus Davis fur pH-Versuch

In einem anderen Aufbau, dem sogenannten Sand-Rhizotron, wurde in Davis, USA ein Versuch
zur Abhangigkeit des Wurzelwachstums von externen pH-Bedingungen durchgefihrt. Dieser
Aufbau bestand aus einer mit Sand gefiillten Plexiglaskammer, an deren Seitenfl&che Maiswur-
zeln gut sichtbar entlangwuchsen (Abb. 2.3). Durch in die Seitenfldche eingebrachte, verschlief3-
bare Fenster konnten den Wurzel spitzen mittels einer Zeichenfeder feine Tuschepunkte in Ab-
sténden von 1 mm aufgebracht werden. Das im Rhizotron befindliche Substrat wurde mit FlUs-
sigkeit eines definierten pH-Wertes (siehe Kap. 6.3)bis zum Erreichen eines Wasser-Séttigungs-
grades von 70 % getrankt und mit Haushaltsfolie luftdicht abgeschlossen, nachdem die Keim-
linge eingesetzt waren. Die Keimlingsanzucht erfolgte hier nach Oberflachensterilisation der
Samen mit H,O, und 9-stiindiger Samenquellung in Wasser fir 2 Tage in Vermiculit. Das Rhi-
zotron befand sich in einem abgedunkelten Inkubationsschrank bei 26 °C und wurde nur  zur
Markierung, zum Abmessen und zur Ernte der Wurzeln herausgeholt.
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2.2 Wachstumsbestimmung mit konventionellen Mitteln
Wachstumsgeschwindigkeit der Wur zelspitze

Die Verlangerung der Wurzeln aller im Rhizotron befindlichen Keimlinge wurde t&glich durch
Aufbringen von Punkten auf der Schutzfolie kontrolliert. Hierzu wurde an der aktuellen Position
der Wurzel spitze mit einem Faserschreiber oder mit TipEx ein Punkt aufgebracht; die Distanzen
zwischen sukzessiven Punkten wurden mit Hilfe eines Lineals vermessen. Mit Hilfe dieser
Technik konnten auch grob aufgel 6ste Tagesgange des Wurzelwachstums erfasst werden (alle
vier bis sechs Stunden eine Markierung).

Wachstumsverteilung entlang der Wur zelspitze

Die klassische und bis heute weltweit in vielen Labors verwendete Methode, um Wachstums-
verteilungen auf der Wurzelspitze zu untersuchen ist die M ar kierungsmethode (Sachs 1887,
Erickson und Sax 1956, Beemster und Baskin 1998, Walter et al. 2000). Hierbel werden auf der
Rhizodermis in gewissen Absténden dunkle Markierungen aufgebracht.Die Wurzel wird in re-
gelmaliigen zeitlichen Abstdnden zusammen mit einem Kalibrationsmaldstab fotografiert. Als
Markierungen dienten bei den Experimenten in Sandanzucht Tintenpunkte (Abb. 2.4 links).

Bel den Experimenten im Durchfluss-Rhizotron fanden kleine Aktivkohlepartikel VVerwendung
(Abb. 2.4 rechts). Diese wurden auf die Wurzel aufgebracht, indem die Schutzfolie kurz ange-
hoben und die Wurzelspitze fir kurze Zeit in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? (E-Cup) mit wassri-
ger Suspension der Aktivkohlepartikel getaucht wurde.

Abb. 2.4 Markierte Wur zelspitzen

Links: Fotomontage einer Wurzelspitze in Sandanzucht aus sechs Bildern mit einem zeitlichen Abstand von

je 15 min. Referenzmal3stab: Gitterabstand 1 mm.

Rechts: Drei Wurzelspitzen im Durchfluss-Rhizotron; die rechte davon ist mit Aktivkohle markiert. Bildgrof3e:
12 * 16 mm. Knapp hinter den Wurzelspitzen sind schemenhaft die Faserschreibermarkierungen der Vermessung
des Gesamtzuwachses auf der Haushaltsfolie zu erkennen. Der Farbstoff ist im Infraroten nahezu durchsichtig.
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Bel den Sandanzuchtexperimenten wurden die markierten Wurzeln im Abstand von einer Stunde
mit einer Spiegelreflexkamera fotografiert und die Bilder zur Vermessung eingescannt. Bei Ver-
suchen im Durchfluss-Rhizotron wurden stets Aufnahmen im Abstand von einer Minute mit Hil-
fe einer CCD-Kamera (Sony XC 75, Fa. Linos, Gottingen) gemacht. Diese Aufnahmen dien-ten
der Erstellung von Filmen des zuwachsenden Organs, die nicht von Beginn der Arbeit an hin-
sichtlich der Wuchsratenverteilungen untersucht werden konnten. Ausgewertet wurden lediglich
zwei Bilder mit einem Abstand von einer Stunde.

Zur Auswertung wurden die Bilder in Corel Draw (Corel Corporation; Ottawa, Kanada) oder
Sigma Scan (Fa. Jandel Scientific, Corte Madera, USA) importiert. Mit Hilfe der Grafiksoftware
und der Kalibration der Bilder wurden entweder die Absténde zwischen einzelnen Punkten, die
typischerweise im ersten der beiden Bilder einen Abstand von eéinem mm hatten, oder die jewel-
ligen Abstande zwischen diesen Punkten und der Wurzel spitze, vermessen. Aus den anféangli-
chen Abstanden (erstes Bild) der Punkte von der Wurzel spitze (x;) und den finalen Absténden
(zweites Bild) der Punkte von der Wurzel spitze (x;) konnte die Geschwindigkeit v(xa), mit der
sich die Punkte von der Wurzel spitze entfernten (Einheit: mm/h), berechnet werden (X, ist der
mittlere Abstand eines Punktes von der Wurzel spitze: X, = (X; + X7)/2):

Xi = X
1 Sunde

v(x,) =

Die Verteillung der Wachstumsgeschwindigkeiten v(x) wurde dann mittels einer flexiblen logi-
stischen Funktion angefittet (Morris und Silk 1992):

*
Vo * v,

[Von +(Vf n_ Von)* e-k(x-xo)]lln

v(X) =

Hierbel gibt vy die Geschwindigkeit an einem willkirlich gewéhlten Ort xo an (als numerische
Werte wurden gewahlt: vo = 0,01 mm/h; Xo = 0,1 mm), v; steht fir die Geschwindigkeit an der
Basis der Wachstumszone (entspricht der jeweiligen Geschwindigkeit der Wurzelspitze) und die
Parameter k und n sind Formfaktoren der Kurve, die durch Anfitten der Daten (Software Sigma
Plot; Jandel Scientific, Corte Madera, USA) erhalten wurden.

Die raumliche analytische Ableitung dieser Gleichung liefert einen Ausdruck r(x), der die
Wuchsrate oder genauer gesagt, die Elongationsrate der Wurzel in Abhangigkeit vom Abstand
zur Wurzel spitze liefert:

g =Ty KOO (- V)
Ix n* v,
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2.3 Bestimmung von Depositionsraten

Depositionsraten geben an, welche Menge eines bestimmten Stoffes in ein definiertes Segment
eines wachsenden Organs in einer bestimmten Zeiteinheit netto hineintransportiert wird. Die De-
positionsrate einer Substanz wird mit Hilfe der Kontinuitétsgleichung (z.B. nach Silk et al.
1986) errechnet:

1CH) |, MCHY* v(x))
it fix

D(x) =

Hierbel ist D(x) die lokale Depositionsrate der Substanz an der Stelle x in der Einheit nmol/mm
Wurzellange/h; C(x) ist die lokale Dichte der Substanz [nmol/mm Wurzellange], t ist die Zeit, x
die Entfernung von der Wurzel spitze [mm] und v(Xx) ist die wie oben definierte Wachstumsge-
schwindigkeit [mm/h]. Falls D(x) auf Frischgewichtsbasis ausgedriickt werden soll, ist es durch
das spezifische Frischgewicht des entsprechenden Wurzel segments zu dividieren. Falls die Dich-
te oder Konzentration des zu untersuchenden Stoffes sich mit der Zeit nicht éndert, wird der erste
Term der obigen Gleichung zu Null und fallt damit weg.

2.4 Ernteverfahren

Sowohl in Davis a's auch in Heidelberg fanden
mehrere Ernten der Maiskeimlinge statt, bei denen
vor alem die Inhaltsstoff-Verteilung der Wurzel-
wachstumszone von Interesse war. Weiterhin
wurde von den geernteten Pflanzen das Frisch-
und Trockengewicht bestimmt.

Abb. 2.5 Ernte von Maiswur zelsegmenten

Zwei bisdrel Tage nach Inkubation der Keimlinge im Rhizotron wurden diese entnommen und
mit ihren Wurzel spitzen auf eine mit einem Millimetergitter markierte Kunststoffplatte gelegt.
Dabei wurden je 10 Keimlinge unmittelbar nebeneinander positioniert (Abb. 2.5). Mit Hilfe einer
Multiklinge bzw. unter Einsatz des Millimeter-Gitters wurden die vordersten 10 mm der Wurzel-
spitze in 1-mm-Segmente geschnitten. Dabei wurden die Segmente von je 10 oder 20 Pflanzen
gemeinsam in ein E-Cup Uberfihrt, gewogen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
minus 80 °C gelagert. Die Calyptra der Wurzel (etwa die vordersten 0,5 mm der Wurzel) wurde
verworfen. Sofern bei den V ersuchsbeschreibungen in Kapitel 6 nichts anderes angegeben ist,
wurden die Pflanzen um 15 Uhr geerntet.

Frischgewichte wurden mittels einer elektronischen Feinwaage (Fa. Sartorius Gottingen, Typ
Basic, Auflosung 0,1 mg) bestimmt. Trockengewichtsbestimmungen wurden mit derselben
Waage nach Inkubation des Pflanzenmaterials fir mindestens 48 h bei 80 °C durchgefiihrt.



3 Blattwachstum

3.1 Pflanzenanzucht

Blattwachstum wurde an Pflanzen der Art Ricinus communis cv. Carmencita (Rizinus) sowie
Nicotiana tabacum L. cv. Samsun (Tabak) bestimmt (Abb. 3.1). Beide Arten weisen in den ers-
ten Wochen ihrer Entwicklung hohe relative Wuchsraten von bis zu 30 %/d auf und verfiigen
Uber grof3e (Lange bis tber 20 cm) wechsel standige und nicht gefiederte Blétter, die an monopo-
dialen Sprossachsen stehen. Die Morphologie, Physiologie und Molekularbiologie von Tabak ist
seit langem Gegenstand vieler Studien (z.B. Avery 1933, Hannam 1968, Scheible et al. 1997b).
Auch Rizinus wurde in der Literatur intensiv untersucht (z.B. Schurr und Gollan 1990, Roggatz
et al. 1999).

= ey

Folgeblatt 1"

Abb. 3.1 Pflanzen von Rizinus und Tabak

Links: Rizinuspflanze. VVon unten nach oben sind an der Pflanze zwei gegenstandige Keimblatter, zwei
gegenstéandige Primérbl&tter sowie des erste und zweite Folgeblatt zu sehen. Die Folgeblétter sind
wechselsténdig, peltat und bestehen aus sieben bis acht gesdgten Bl attlappen. Sie werden von unten nach
oben durchnumeriert (erstes Folgeblatt: F1, zweites: F2 usw.)

Rechts. Tabakpflanze. Die wechsel standigen, eiférmig-ganzrandigen Blé&tter werden von unten nach oben
durchnumeriert; beginnend mit den Keimbl&ttern.

M ethoden zur Pflanzenanzucht

Die meisten Experimente wurden an Pflanzen in Erdanzucht durchgefihrt, die in den sogenann-
ten , Plexikammern' kultiviert wurden (Abb. 3.2). Sofern im weiteren Verlauf des Textes von

, Standardbedingungen’ der Kultivierung die Rede ist, bezieht sich dies auf eine Erdanzucht in
den Plexikammern. Die Anzucht der Pflanzen konnte aufgrund der unterschiedlichen experimen-
tellen Ansétze jedoch nicht stets unter Standardbedingungen erfolgen. Die verwendete Anzucht-
form ist den jeweiligen Versuchsbeschriebungen der Experimente (Kap. 7) zu entnehmen.
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Abb. 3.2 Anzucht in den Plexikammern (Standar d-Anzuchtmethode fr DI SP-Unter suchungen)

Links: Plexikammern wéhrend einer DISP-Messung. Die Plexikammern sind klimatisierbare, transportable An-
zuchtrdume mit weitgehend Infrarotlicht-freier Neonréhrenbeleuchtung.

Rechts. Erdanzucht-Tabkpflanzen wahrend einer DISP-Messung in der gedffneten Plexikammer

Abb. 3.3 Weitere Anzuchtformen und -orte

Links: Rizinusanzucht im Freiland. Hier entwickeln die Pflanzen wesentlich grof3ere, rétlicher geféarbte Blétter
als unter Laborbedingungen.

Mitte: Erdanzucht von Tabak und Rizinusim Rollwagen. Hier fand in der Regel die Voranzucht von Pflanzen

dtatt, die spéter in die Plexikammern Uberfihrt wurden, da Beleuchtungs- und Klimabedingungen weitgehend
identisch sind.

Rechts. Hydrokulturanzucht von Tabak. Die Kultivierung fand unter Einsatz einer Ingestad-Nahrlsung statt.
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Im einzelnen wurden folgende Anzuchtverfahren durchgefihrt:

Keimung der Pflanzen. Sie fand in Kunststoff-Topfen (Fa. Poppelmann, Lohne) statt, die mit
Sand (Fa. Dorsilit, Mannheim; 1:1-Gemisch aus Korngrdf3e 0,6-0,8 mm und 0,6-1.2 mm) gefullt
waren. Die Topfe wurden mit Ingestad-Nahrl6sung (Stickstoffgehalt: 1 mM) gegossen. Rizinus-
pflanzen wurden eine Woche nach erfolgter Keimung pikiert; Tabakpflanzen drei bis vier Wo-
chen nach erfolgter Keimung.

Erdanzucht. Hierbel wurden ein Gemisch aus Fruhstorfer Erde, Kompost und Sand, sowie
gleichartige Topfe wie fir die Keimung verwendet. Die Pflanzen wurden mit Leitungswasser
gegossen.

Hydrokultur. Tabakpflanzen wurden bei dieser Kultivierungsmethode in Kunststoff-Behalter
(Fa. Dehner, Rain am Lech, Volumen 10 |) pikiert. Die Fixierung der Pflanzen im Deckel des
Hydrokulturgefalles erfolgte mittels Schaumstoffpdl sterchen, in die die Keimlinge eingesetzt
wurden. Die verwendete | ngestad-Nahrl6ésung (Stickstoffgehalt sofern nicht anders angegeben
10 mM) wurde mit Hilfe einer Membranpumpe stetig bel Uftet.

Dabei standen folgende Raumlichkeiten bzw. Orte zur Anzucht zur Verfligung:

Plexikammern. Die Pflanzen standen hier unter folgenden klimatischen Bedingungen: Tempe-
ratur konstant 25 °C, relative Luftfeuchte konstant 60 %, 12 h hell / 12 h dunkel (Licht von 8 Uhr
bis 20 Uhr), Lichtintensitét auf Hohe der wachsenden Blé&tter 150 + 50 pE. Die Beleuchtung er-
folgte mittels Neonréhren, da diese im Spektralbereich des nahen Infrarot nur eine minimale
Emission aufweisen. Dadurch wurden die DISP-Aufnahmen (Kap. 4) weniger beeintéchtigt als
bei Beleuchtung mit anderen Lichtquellen.

Rollwagen. Hier herrschten identische klimatische Bedingungen wie in den Plexikammern.

Klimakammer. Hier herrschten identische klimatische Bedingungen wie in den Plexikammern;
die Lichtintensitét lag jedoch auf Hohe der wachsenden Blétter bel 300 + 100 pE (Lampentyp:
Osram HQI-400).

Freiland. Auf den Versuchsflachen des Botanischen Institutes der Universitdt Heidelberg wurde
im Juni 1999 ein Experiment durchgefihrt.

3.2 Wachstumsbestimmung mit konventionellen Mitteln

Mit Hilfe von Lineal und Schieblehre fanden in der vorliegenden Arbeit bei vielen Versuchen
Vermessungen charakteristischer Grolien der Pflanze statt:

Gesamtblattflache. Hierunter versteht man die Summe aller einzelnen Blattflachen einer
Pflanze. Die Gesamtblattfléche ist ein nicht-destruktiv messbarer Parameter, der sehr gut das
Wachstum der kompletten Pflanze widerspiegelt (Walter und Schurr 1999). Die einzelnen
Module der Gesamtblattfl&che, die Einzelblattflachen, verhalten sich zeitlich synchron, wes-
wegen die Dynamik von Gesamt- und Einzelblattflache eng korreliert ist.
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Einzelblattflachen. Die Vermessung der Wachstumsmuster von einzelnen Bléattern mit Hilfe
der DISP-Methode stellte das zentrale Untersuchungsziel der vorliegenden Arbeit dar. Ein-
zelblattflachen klassisch zu vermessen, war daher as Kontrollmethode unabdingbar.

Langen von Blattmittelrippen. Die zeitliche Verteilung der Elongationsaktivitét der Mittel-
rippe kann mit Hilfe einer im Verlauf dieser Arbeit entwickelten Methode auch im Tages-
gang vermessen werden. Die Langenentwicklung der Blattmittelrippe ist recht gut mit der
Flachenentwicklung des Blattes korreliert (Walter und Schurr 1999).

Langen von Blattmittelrippen-Segmenten. Durch diese Messung kann der Basis-Spitze-
Gradient des Blattwachstums klassisch ermittelt werden

Bestimmung der Flache von Blattspreiten

Bel Tabak errechnet sich die Blattflache aus Lange L und Breite B (Abb. 3.4) nach folgender
biometrischer Formel:

Flache=0,75* L* B

Obwohl sich die Form junger und ater Tabakblétter erheblich voneinander unterscheidet und je-
des Blatt wahrend seiner Entwicklung eine deutliche Forménderung durchmacht, kann fur alle
Blétter derselbe Formfaktor von 0,75 verwendet werden (Walter 1997). Entspréche die Blattform
einer Ellipse oder einem Kreis, hétte der Formfaktor den Wert p/4 = 0,785.

Abb. 3.4 Charakteristische L angen von Tabak- A
und Rizinusblattern
Links: Tabak; Lénge und Breite des Blattes L L1
Rechts: Rizinus; Lange der Rippe des mittleren \é
vorderen Blattlappens (L 1) und Léngen der senk- ~ 1
recht dazu verlaufenden Blattlappen-Rippen (L3) ~1—/ !
*
B < 2*L3 >

Bel Rizinus liegen die Verhdtnisse etwas komplizierter, da sich Keimblétter, Priméar- und Folge-
blatter in ihrer Form stark voneinander unterscheiden. Zur Ermittlung von biometrischen Bezii-
gen wurden Blétter verschiedener Entwicklungszustande geerntet (Keimblétter bis F4), die Lang-
en der Rippen vermessen und die Blétter auf Papier abgezeichnet. Aus der bekannten Dichte des
Papiers und der Masse der ausgeschnittenen Papier-Blattumrisse konnte die reale Flache dieser
Eichblétter ermittelt und gegen verschiedene charakteristische Grof3en der Blétter (Abb. 3.4)
aufgetragen werden (gegen L1, gegen das Produkt aus L1 und 2*L3; gegen das Produkt von L4
und maximaler Breite, das bel Primérbléattern nicht 2* L3 entspricht). Die Auftragung gegen L,
fuhrte stets zu nichtlinearen Korrelationen von wesentlich schlechterem Bestimmtheitsmal3.
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Die Vermessung von sieben Keimbl&ttern, sieben Primérbl&ttern und zwolf Folgeblattern fihrte
hier zu folgenden biometrischen Beztigen zwischen der Blattfl&che und charakteristischen Lan-
gen der Blétter (Abb. 3.5):

Keimbl atter: Flache=0,78* L* B
Primarblatter: Flache= 0,72 * L * 2*L3
Folgeblatter: Flache= 0,79 * L, * 2*L3

Keimblatter Primarblatter Folgeblatter

60 200 600
y = 0.7819x y = 0.7221x y =0.7917x
R?=0.99 2 = R? =0.9881
150 R®=0.9913 P
40 400
100 /
20 200
50 /
0 ‘ ‘ ‘ o ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘

0 20 40 60 80 0 50 100 150 200 250 O 200 400 600 800

Reale Flache [cm?]

L*B [cm?] L, *2*L, [cm?] L,*2*L,[cm?]
Abb. 3.5 Biometrische Beziige zur Ermittlung von Rizinus-Blattflachen

L, stellt die Lange der Rippe des mittleren Blattlappens dar (oft auch Lyg genannt); 2* L5 steht fir die
Summe der Langen der beiden senkrecht zu L ; stehenden Blattlappen

Bestimmung der relativen Wuchsrate von Blattfl&chen

Die relative Wuchsrate (RGR; Einheit: %/d) wurde unter der tiblichen Annahme einer exponen-
tiellen Blattflachenentwicklung (A (t2)=A(t1)*ef°F @ 7 B Walter und Schurr 1999) errechnet:

RGR=— 1 _*n AL2)
t2-11 Al

A(t1) und A(t2) bezeichnet die Blattfléache zu den Zeitpunkten t1 und t2.

Vermessung des Rippen-L angenwachstums

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die sogennante , Faden-Methode' als manuelle Kontrollmethode
fir die Wachstums-Messungen mit Hilfe der DISP-Technik erarbeitet (Abb. 3.6). Die Faden-
Methode hat gegentiber der DISP-Methode und anderen automatisierten Methoden, wie z.B.
Messungen mit LVDTs den Vorteil, dass das zu untersuchende Blatt nicht fixiert werden muss
und es so die arttypischen nyctinastischen Bewegungen weiterhin durchfihren kann.

Diese Messmethode dient so als Referenzmethode, um eventuell durch die Blattfixierung be-
dingte Artefakte anderer Methoden analysieren zu konnen. Ferner kann mit Hilfe dieser Methode
rasch eine grofe Anzahl von Blattern auf ihren RGR-Tagesgang untersucht werden.
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Bel dieser Messung wird ein Polyamidfaden mittels Parafilm und Klebeband am Blattstiel einer
Pflanze fixiert (Abb. 3.6, oben rechts). Der Faden wird entlang der Mittelrippe des Blattes gelegt
und einige Millimeter proximal der Blattspitze mit einem geradkantigen, rechteckigen, 3-lagigen
Stiick Klebeband versehen (Abb. 3.6, unten rechts). Dieses Klebeband-Stiick dient as Marke, an
der ein Messfinger einer Schieblehre eingehéngt werden kann. Die im Verlauf der Blattentwik-
klung gréf3er werdende Distanz zwischen der Hinterkante des Klebebandes und der Blattspitze
kann so sehr exakt vermessen werden (Abb. 3.6 oben links). Bel gut wachsenden Bléttern konnte
mit dieser Technik von Hand alle 2 h eine Messung der Mittelrippenlange durchgefihrt werden.

Abb. 3.6 Messprinzip der Fadenmethode

Rechts oben: Ein Polyamidfaden (Durchmesser 100
pm) wird mittels Parafilm und Klebeband am Blattstiel
einer Pflanze fixiert (Durchmesser ca. 4 mm).

Rechts unten: Der Faden wird entlang der Mittelrippe
des Blattes gelegt und einige Millimeter proximal der
Blattspitze mit einem geradkantigen, rechteckigen,
dreilagigen Stiick Klebeband versehen (3* 3 mm).

Links oben: Dieses Klebeband-Stiick dient as Marke,
an der der Messfinger einer Schieblehre eingehéngt
werden kann. Die im Verlauf der Blattentwicklung
grofRer werdende Distanz zwischen der Hinterkante des
Klebebandes und der Blattspitze kann so sehr exakt
vermessen werden.

Im Bild rechts unten betragt die Distanz zwischen Kle-
beband-Hinterkante und Blattspitze 15 mm.

Vermessungen von Mittelrippen-Segmenten

In einigen Versuchen wurden Gradienten der Wachstumsverteilung anhand von Schieblehren-
messungen des Zuwachses von Mittelrippen- oder L;-Segmenten bestimmt. Hierzu wurde die
Rippe in Segmente unterteilt, die von abzweigenden Seitennerven begrenzt waren (Abb.3.7). Der
Seitennerv-Ansatz wurde entweder mit Hilfe von TipEx oder einem Tintenpunkt markiert.
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3.3 Ernteverfahren

Pflanzen wurden fUr die Bestimmung von Inhaltsstof-
fen sowie zur Ermittlung der Anteile verschiedener
Gewebetypen geerntet. Je nach Zielsetzung des Expe-
riments wurden verschiedene Techniken, Messungen
sowie Ernteprotokolle verwendet. Nachfolgend wer-
den die algemeinen Aspekte dieser Punkte beschrie-
ben; Detailinformation wird in den Versuchsbeschrei-
bungen der jeweiligen Experimente gegeben (Kap. 7).

Abb. 3.7: Rippenabschnitte von Rizinus

Ermittlung von Frisch- und Trockengewichten

Frischgewichte von abgetrennten Pflanzenteilen wurden mittels einer el ektronischen Feinwaage
(Sartorius Basic; Auflésung 0,1 mg) bestimmt. Trockengewichtsbestimmungen wurden nach In-
kubation des Pflanzenmaterials fir mindestens 48 h bei 80 °C durchgefhrt.

Entnahme von Blattscheiben

Blattscheiben wurden mittels Korkbohrern (verwendete Durchmesser: 4 bis 20 mm) entweder
auf Styropor oder auf einem Haushalts-Kunststoffbrett ausgestanzt. Falls die Blattscheiben einer
Inhaltsstoff-Analyse zugefihrt werden sollten, wurde sofort ihr Frischgewicht bestimmt und das
Material anschlief3end in E-Cups in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Expansibilitatsmessung

Die Expansibilitét oder Dehnbarkeit von
Blattmaterial wurde fir die Zwecke dieser
Arbeit gemessen, indem die Basis des zu
untersuchenden Blattes mit der Hand fi-
xiert und die Spitze des Blattes mit der
Lastklemme einer Federwaage versehen
wurde (Abb. 3.8). Die Federwaage wurde
von Hand bis zur Anzeige einer Zuglast
von 100 g (entspricht einer Kraft von 1 N)
gedehnt; die dadurch erzielte Langenzu-
nahme des Blattes wurde mittels eines Li-
neals vermessen.

Bestimmung des I nter zellularanteils

Abb. 3.8 Expansibilitétsmessung mittels Federwaage

Das Blatt wird mit einer Kraft von 1 N (entspricht einer
Masse von 100 g) gedehnt und seine Langenzunahme re-
gistriert.
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Hierflr wurde zunéchst das Frischgewicht (mrg)eines soeben von der Pflanze abgetrennten
Blattes oder Blattteils bestimmt. Sodann wurde das Blatt in eine mit Wasser gefiillte Kunststoff-
spritze Uberfuhrt und durch manuelles Anlegen eines Unterdruckes Vakuum-infiltriert. Nach
dreimaligem sukzessiven Entspannen und Anlegen des Vakuums war der Interzellularraum des
Blattes vollstandig mit Wasser gefillt, was optisch dadurch kontrolliert werden konnte, dass das
Blatt nahezu durchsichtig erschien (Abb. 3.9). Ublicherweise werden Lichtstrahlen im Blatt an
den Grenzen zwischen Interzellularraum und Zellverband wegen der unterschiedlichen optischen
Dichte dieser Gewebe gebrochen. Ist der Interzellularraum mit Wasser gefllt, so erscheint das
Blatt dagegen viel durchsichtiger.

Nach dieser Prozedur wurde das Blatt der Spritze entnommen, vorsichtig ohne grof3en Druck
trockengetupft und nochmals gewogen (m;g). Die Differenz zwischen beiden Messungen resul-
tiert aus infiltriertem Wasser; der Interzellularanteil ergibt sich als prozentualer Volumenanteil
des Blattes aus:

. me - m
Interzellularanteil =100* ————F¢&

Abb. 3.9 Bestimmung
des Interzelularanteils

Die mit Wasser infil-
trierte Blatthéfte (unten)
ist durchscheinender als
die nicht infiltrierte
Blatthélfte (oben).

Bestimmung des Rippenanteils

Auch hierfur wurde zunéchst das Blattfrischgewicht (mgg) bestimmt. Anschlief3end wurde mit
einem scharfen Skalpell die Blatt-Mittelrippe vom Rest der Blattspreite abgetrennt und gewogen
(mmR). Eswurde darauf geachtet, das Blatt auf die Oberseite zu legen, sodass der Rand der nach
unten herausstehenden Rippe klar zu erkennen war.

Der Rippenanteil ergibt sich als prozentualer Gewichtsanteil des Blattes aus.

. . m
Rippenanteil =100* —&
Meg



4 Wachstumsbestimmung mit Hilfe digitaler Bildsequenzverarbeitung

Die Etablierung, Verbesserung und Uberfiihrung der , DISP-Methode' (digital image sequence
processing) in den botanischen Routinebetrieb stellte das Herzstiick des methodischen Teils die-
ser Arbeit dar. Entwickelt wurde das Messverfahren in einer Reihe vorangehender Arbeiten, die
sich der bildanalytischen Entwicklung der Methodik widmeten (v.a. Schmundt 1999). In der vor-
liegenden Arbeit kam die Technik erstmals zum Einsatz, um botanische Fragestellungen zu
bearbeiten und eine nennenswerte Anzahl von Replikaten zu untersuchen.

4.1 Messprinzip

Eine mit Infrarot-Diodenfeldern und entsprechenden CCD-Kameras

Filtersatzen versehene CCD-Kamera (Sony XC 75, Fa. Infrarot: —» @

Linos, Gottingen) weist senkrecht auf das zu untersuchen- Diodenfeld % &® /Rolle
Masse

de Objekt (Abb. 4.1). In regelméfdigen Zeitabstanden wird
ein Grauwert-Bild (640*480 Pixel; 256 Grauwerte) des
Objektes aufgenommen (Abb. 4.2).

Nach Abschluss der Aufnahme wird die Bildsequenz mit
Hilfe von Algorithmen ausgewertet, die z.T. in der Pro- U Rizinus-
grammiersprache C++, z.T. mit Hilfe des Bildverarbei- blatt
tungs-Interpreters Heurisko (Aeon-Verlag, Hanau) pro-
grammiert wurden. Bel der Auswertung werden Wuchs-
raten fUr jede Stelle des Blattes sowie fur jeden Zeitpunkt o _ _
T . y . Die optische Achse einer Kamera weist
berechnet. Fur diese Berechnung werden kleine raumliche o vecht auf ein Objext, hier ein
und zeitliche Nachbarschaftsregionen betrachtet. Die Rizinusblatt. Es muss sichergestellt sein,

; - 2 ; dass das Objekt sich nicht zur Kamera
guasi-punktuellen Wuchsraten kénnen raumlich und hin oder von ihr wegbewegt, Die Szene

Abb. 4.1 Schema des DI SP-Aufbaus

zeitlich gemittelt sowie a's Zeitreihen und farbcodierte wird mit Infrarotlicht beleuchtet.
Bilder ausgegeben werden

Abb. 4.2 Grauwert-Bilder von Tabak- und Rizinusblattern

Von links nach rechts. Tabakblatt in sichtbarem Licht, Tabakblatt in Infrarotlicht, Rizinusblatt in Infrarotlicht.
Der Ader-Intercostalfeldkontrast tritt im Infraroten deutlicher zutage, da sichtbares Licht im Wesentlichen an der Cuti-
culareflektiert wird, infrarotes dagegen zu einem grof3en Teil an den Luft-Zell-Ubergangen im Schwammparenchym.
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Die punktuelle Berechnung von Wuchsraten erfolgt mit Hilfe der Strukturtensor methode (Bi-
gun und Granlund 1987, HaulRecker und Spies 1999):

Jedes Grauwertmuster eines Bildes fuhrt in einem Bildstapel zu einem dreidimensionalen vir-
tuellen Gebilde (Abb. 4.3). Anschaulich gesprochen stellt die Oberflache dieses Gebildes die
Grenzflache zwischen dunklen und hellen Bereichen der betrachteten Umgebung dar. Die Ge-
samtheit aller, auf den verschiedenen Stellen dieser Oberfléche senkrecht stehenden Vektoren
bildet die Gesamtheit der Grauwertgradienten der betrachteten Umgebung. Diese Gesamtheit
(mathematisch gesehen eine Kovarianzmatrix) wird auch , Strukturtensor® genannt. Berechnet
man den auf alen Gradienten moglichst senkrecht stehenden Vektor (den Eigenvektor zum
kleinsten Eigenwert der Kovarianzmatrix), dann entspricht dies der Orientierung des Gebildes.
Entlang dieses Vektors bewegt sich der Schwerpunkt der realen Grauwertstruktur durch den
dreidimensionalen Bildstapel. Da er senkrecht auf allen Grauwertgradienten steht und somit die
Richtung der geringsten Grauwerténderungen innerhalb der betrachteten Umgebung angibt, be-
zeichnet man ihn als, Vektor der konstanten Helligkeit'.

Die x- bzw. y-Komponente der Geschwindigkeit der Grauwertstruktur (Abb. 4.3 und Abb. 4.4)
entspricht den beiden Quotienten von x-Komponente und zeitlicher Komponente beziehungs-
weise von y-Komponente und zeitlicher Komponente des Vektors der konstanten Helligkeit.

Die Wuchsr ate eines Blattbereiches entspricht der , Divergenz des Geschwindigkeitsfeldes des
entsprechenden Bildbereiches (Abb. 4.4 und Abb. 4.5). Die Divergenz ist definiert als die Sum-
me der Komponenten der réaumlichen Ableitungen. Anschaulich gesprochen werden zu ihrer Be-
rechnung die vier Randlinien des betrachteten Bildbereichs herangezogen: Es wird der mittlere
vyx-Wert der rechten und linken Randlinie berechnet sowie der mittlere vy-Wert der oberen und
der unteren Randlinie. Die Werte von rechter und linker Randlinie sowie von oberer und unterer
Randlinie werden voneinander subtrahiert; man erhét dvy und dvy. Beide Grof3en werden durch
den Abstand des jeweiligen Randlinienpars dividiert und schliesslich addiert.

Abb. 4.3 Orientierungs-
bestimmung

Eine sich bewegende Grau-

wertstruktur fihrt in eéinem

Bildstapel zu einem virtuellen =1 =2
Gebilde, aus dessen Orientier-

ung (Vektor der konstanten
Helligkeit) die Geschwindig-

keit der Struktur errechnet
werden kann:

Hat der Vektor der konstanten
Helligkeit die Komponenten
Ox, 0y und g;, so liegt dem vir-
tuellen Gebilde eine reale Ge-
schwindigkeit der Grau-
wertstruktur mit den Kompo-
nenten vy = g,/g; und

Vy = 0,/0: zu Grunde.

" 4
- 4
- 4

t=3

\S
\S
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Abb. 4.4 Geschwindigkeitsfelder in x- und y-Richtung

Die Geschwindigkeiten in die entsprechende Richtung des Bild-K oordinatensystems sind farbcodiert dar-
gestellt: Hohe Geschwindigkeiten sind rot, niedrige blau codiert. Die Aufnahmen geben Geschwindig-
keitsfelder auf kleinen Blattregionen flr einen kurzen Zeitabschnitt wider.

Abb. 4.5 Wuchsratenverteilung auf einem
Tabakblatt

Dargestellt ist die zu den Geschwindigkeits-
verteilungen von Abb. 4.4 zugehdrige farbco-
dierte Wuchsratenverteilung. (rot: hohe, blau:
niedrige Werte). Die relative Wuchsrate ent-
spricht der Divergenz des Geschwindigkeits-
feldes (dvi= Vi(2) - Vu(1); dvy = vy(2) - wy(1):

dv
RGR = div(v) = % +Wy
X

4.2 Technische Durchfihrung: Blattwachstum

Die Auswahl von Bléttern aus einer zur Verfiigung stehenden Pflanzenpopulation geschah auf-
grund ihrer mittels einer Linealmessung bestimmten Wuchsrate. Fir DI SP-Messungen wurden
ausschliesslich Blétter verwendet, die bei Start der Messung eine Wuchsrate von 40+10 %/d
aufwiesen. Die durchgefiihrte Messprozedur zur Ermittlung von Wachstumsmustern umfasste
acht verschiedene Schritte:

Fixieren der Blétter in der optischen Ebene
Aufbau des Bildaufnahmesystems
Aufnahme einer Bildsequenz

Begutachten der Sequenz

Abspeichern der Rohdaten

Auswertung

Interpretation und grafische Aufarbeitung der Resultate

© N o o M 0w Dd P

Abspeichern der Resultate
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1. Fixieren der Blatter in der optischen Ebene (Abb. 4.6)

Diese Fixierung ist notwendig, da eine auf- oder abwaérts gerichtete Bewegung des Blattes von
der DISP-Messung als Wachsen oder Schrumpfen interpretiert werden wiirde. Zu Artefakten
fiihren auch lokale Anderungen des Winkels zwischen der Oberflache eines Blattbereichs und
der optischen Achse, die etwa durch Verkrimmungen oder Aufwellungen des Blattes hervorge-
rufen werden konnen.

Das Blatt wird an jedem Fixierungspunkt mit einem kleinen Streifen Gewebeband verstérkt
(0,5 cm?). Bei Rizinus wird jede der acht Blattlappen-Spitzen fixiert (Abb. 4.6 links). Bei Tabak
wird die Blattspitze sowie die Mitte des rechten und linken Blattrandes fixiert (Abb. 4.6 rechts).
Der Stiel wird mit Parafilm an der Blatthalterungs-Ringkonstruktion fixiert, die wiederum an ei-
nem L aborstativ befestigt ist. Die Zugmassen (12 g schwere, wassergefllte Kunststoffbehalter)
werden Uber die Rollen der Ringkonstruktion geftihrt und mit den Gber Nylonfaden an ihnen be-
festigten Haarklammern an den Blattfixierungspunkten befestigt.

Falls die Sprossachse noch stark zuwéchst, wird die Pflanze auf ein hohenverstellbares Stativ ge-
stellt. Dadurch kann sie wahrend langeren Aufnahmen abgesenkt werden und es kann ein Hoch-
dricken der Blatthalterung in Richtung Kamera durch die Elongation der Sprossachse verhindert
werden.

Schliefdlich ist dafiir Sorge zu tragen, dassim Verlauf der Aufnahme das Messblatt nicht von
jungeren Bléttern oder von Bléattern anderer Pflanzen Gberdeckt oder zur Seite gedriickt werden
kann. Dies wird durch Fixierungen der potentiell strenden Blétter erreicht.

Abb. 4.6 DI SP-Aufbau und Blattfixierung bei Aufnahme von Rizinus (links) bzw. Tabak (rechts)
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2. Aufbau des Bildaufnahmesystems

Die Bildaufnahme wird mit Hilfe einer schwarz-wei(3-CCD-Kamera (Sony XC 75) realisiert.
Zentrales Bauteil einer CCD (charge-coupled device)-Kameraist ein rechteckiger Chip (ca.
12*16 mm), der das einfalende Licht in einer Pixelmatrix von 640 * 480 Bildelementen (Pixel)
aufnimmt. Die Kamera kann mit verschiedenen Objektiven und Zwischenringen versehen wer-
den, so dass mit variablen Objektdistanzen und Bildausschnitten gearbeitet werden kann. Die
meisten Aufnahmen wurden mit einem 25-mm-Objektiv (Blende 1,4-16; Schérfebereich 17 cm
bis unendlich, Fa. Cosmicar), einer Objektdistanz von 30 cm und einer Bildgrofie von 10 * 7 cm
aufgenommen. Die Kamerawird Uber ein in alle drei Raumrichtungen verstellbares Halterungs-
system an X-férmige Prézisions-Aluminiumgussprofile (X-95-Profile, Fa. Linos, Gottingen) be-
festigt. An der Kamera befindet sich ein System von sechs separat in ihrem Abstrahlungswin-kel
verstellbaren, mit je 15 Dioden ausgestatteten, Infrarot-Beleuchtungssystemen (940 nm, Fa. Con-
rad Electronic, Hirschau). Durch Verstellen der Abstrahlwinkel kann die Bildhelligkeit optimiert
und homogen eingerichtet werden.

3. Aufnahme einer Bildsequenz

Nach erfolgter Positionierung von Blatt und Kamerasystem wird die Kamera mit dem Rechner
verbunden und der Bildverarbeitungs-Interpreter ,Heurisko' gestartet. Durch Aufruf des, Work-
gpaces (Unterprogramm) , Bildeinrichtung' erhélt man eine Livebildanzeige auf dem Monitor
des Rechners, mit deren Hilfe das Bild in Schéarfe und Helligkeit optimiert wird (Abb. 4.7).
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bb. 4.7 Grauwert-Zeilenprofil eines Rizinusblattes
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Die mittlere Helligkeit der Intercostalfelder wird auf etwa 190 Grauwerte, keinesfalls aber tber
220 Grauwerte, einreguliert. Adern erscheinen stets dunkler.

Nach erfolgter Bildeinrichtung wird das optische Sytem durch Aufnahme eines auf dem Bl att
positionierten Mal3stabs kalibriert. Dies ermoglicht die Umrechnung von Pixel-Einheiten in cm.
Ebenso wird das Blatt vor Beginn (und am Ende) der DISP-Messung mit einem Lineal in Lénge
und Breite vermessen. Diese Vermessung dient der Verifikation der vom DI SP-System bestimm-
ten Gesamtwuchsrate des Bl attes.

Nun wird der Workspace , Acquisition* gestartet (Abb. 4.8). Der Experimentator wird aufgefor-
dert, die erforderlichen Parameter der Sequenz (Name der Sequenz, Bildanzahl, zeitlicher Ab-
stand zwischen zwei Bildern,...) einzugeben; die Aufnahme beginnt.

b - 460640 - 02551 |

Bildaufnahme  Videceingang  Inzpekkar

root hame rd000F 07
,ﬂ'iﬂ‘ 480x640 - [0:255] number of images &odl
Iispetta) time base 180
angle overzampling 4
authior awalter
output directory dh
inteqration number a1
acquisition.ws 0K |
#---- Purpose: TWorkspace for to——roreorrorror—groweIrooTeITe T
i growth is determined by calculating the divergence of the
B displacement wector field
Rt calculate the growth of a leaf from an image sSequence
Foom 1. the displacement wector field of the sequence is computed
#——— Z. the diwergence of the DVF is taken to be equiwalent to grc
#---- duthor: Doninik Schmundc
#---- Heurizko: 3.1lp, 3.Zh
#---- History:
#---- 24.11.97 + dschmun + deriwed from pceye.ws for the acquisition of plant
#____
#---- Inporte aus Zusatz-DLL's: -
| | ,

Abb. 4.8 Eingabemaske des Heurisko-Wor kspaces, Acquisition'

4. Begutachten der Sequenz

Nach dem Ende der Bildaufnahme ist es notwendig, die Sequenz zu begutachten. Dies geschieht
mit Hilfe des Programms ACDSee (Fa. ACDSee Systems, Victoria, Kanada). Ein Zeitrafferfilm
wird durch Auswahl jedes zehnten Bildes hergestellt und angeschaut, um zu entscheiden, ob die
Sequenz einer weiteren Auswertung zugefiihrt werden kann oder nicht. Bisweilen treten trotz
getroffener Sicherheitsvorkehrungen Probleme mit strenden Blé&ttern auf, die das Messblatt
zeitwellig Uberdecken. Weitere Storquellen sind abrutschende Befestigungsklammern der Zug-
massen sowie (hdchst selten) umherirrende Fliegen.
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5. Abspeichern der Rohdaten

Die Rohdaten werden auf CD gebrannt;
die Parameter der Bildsequenz und Beson-
derheiten der Aufnahme im Laborbuch
protokolliert.

6. Auswertung

Auch die Auswertung der Daten geschieht
mit Hilfe spezieller Heurisko-Workspaces.
Zunéchst berechnet der Workspace

,Evaluation* in der in Kap. 4.1 beschrie- Abb. 4.9 Punktmaske detektierter Geschwindigkeiten
Die weissen Punkte stehen fir Stellen, an denen der

benen Weise das Geschwindigkeitsfeld der W S ; .

_ _ i orkspace ,Evaluation‘ im zugrunde liegenden Zeit-
Bildsequenz (Abb. 4.9). Mit dem zur Verfl-  intervall eine Geschwindigkeit bestimmen konnte.
gung stehenden Rechner (Pentium 111, 450
MHz, 128 MB RAM) werden etwa 30 Bilder pro Minute bearbeitet; eine 24-h-Sequenz von 480
Bildern Lange wird also in etwa 16 min ausgewertet.

Danach wird der Workspace , Compact’ auf die Resultate angewendet (etwa zehnmal schneller
as,Evaluation‘), um die Datenmenge der Resultate zu komprimieren.

Schliefdich wird mit Hilfe des Workspaces, Display* eine farbcodierte Anzeige der Resultate
durchgefuhrt (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10,Display‘-Workspace zur Generierung und Darstellung von Zeitreihen der RGR-Verteilung
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In diesem Unterprogramm werden auch die Wuchsraten berechnet sowie Zeitreihen von Wuchs-
raten mit der Mdglichkeit der zeitlichen und réumlichen Mittelung tber Rechteckfléchen hinweg
ausgegeben.

Zur Geschwindigkeitsbestimmung wurden fur die Zwecke der vorliegenden Arbeit raum-zeit-
liche Umgebungen von 7*7 Pixeln und 5 Bildern gewahlt. In der auszuwertenden Bildsequenz
erfolgte die Berechnung der Geschwindigkeiten sequentiell fir jedes Pixel. Typischerweise
flhrte die Orientierungsberechnung fir 20 bis 30 % aller Pixel-Umgebungen zu einer erfolg-
reichen Geschwindigkeitsbestimmung.

7. Interpretation und grafische Aufarbeitung der Resultate

Farbcodierte Bilder der Wachstumsverteilung liefern jeweils nur eine Momentaufnahe des Ge-
schehens. Die Kombination von raumlicher und zeitlicher Verteilung des Wachstumsverlaufs er-
hélt man, indem man die Momentaufnahmen zu Filmen aneinanderreiht (im Verlauf der vor-
liegenden Arbeit wurden mehrere Filme aus farbcodierten Wachstumskarten erstellt), oder indem
man Zeitreihen von verschiedenen Positionen auf dem Blatt kombiniert. Fir eine Ubersichtliche
Darstellung der Resultate (siehe Kap. 7) darf die Anzahl der hierfir ausgesuchten Positionen je-
doch nicht zu grof3 sein. Eine einfache Darstellung der Wachstumsverteilung entlang der Blatt-
mittelrippe gelingt, indem verschiedene Rechtecke an Basis, Mitte und Spitze des Blattes ausge-
wahlt und von diesen Rechtecken die raumlich gemittelte Zeitreihe der Wuchsrate ausgegeben
wird (Abb. 4.11).

8. Abspeichern der Resultate

Jede Auswertung wird mit dem Abspeichern von mindestens vier Zeitreihen abgeschlossen: Den
Zeitreihen der mittleren Wuchsrate des Blattes, der Blattbasis, Blattmitte und Blattspitze.

Abb. 4.11 Flachenauswahl zur Ermittlung der
Wachstumsverteilung bei eéinem Rizinusblatt

Die Auswahl mehrerer digunkter Fléachen entlang der
Mittelrippe stellt die einfachste M&glichkeit dar, um
Zeitreithen von Wuchsraten verschiedener Blatt-
bereiche zu einem raum-zeitlichen Bild des Wachs-
tums zu kombinieren.

Streifenlichtprojektor

Durch den Einsatz von strukturiertem Licht gelang es in ersten Versuchen im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit, Blattbewegungen und Wuchsraten von einigen frei wachsenden Rizinus-
bléttern dreidimensional zu erfassen und mit Hilfe von Tiefenkarten eine Fehlerabschatzung der
(zweidimensional arbeitenden) oben vorgestellten DISP-Methode durchzufiihren (Kap. 7.2.3).
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Messprinzip

Ein Projektor wirft nacheinander einige Muster aus jeweils zueinander parallelen, gleich breiten
Lichtstreifen auf ein Messobjekt. Die verschiedenen Muster bestehen aus verschieden breiten
Streifen. Eine CCD-Kamera nimmt bei jeder Streifenprojektion ein Bild des Messobjekts auf.
Eine Analyse des dabei entstehenden zeitlichen Grauwertmusters ermdglicht die exakte Zuord-
nung von Positionen und damit wiederum eine Rekonstruktion der dreidimensionaen Oberfl&-
chenstruktur mittels geometrischer Triangulation: Es entsteht eine Tiefenkarte der Entfernung
jedes Bildpunktes von der CCD-Kamera. Wichtig ist hierfir eine vorherige Kalibration des opti-
schen Systems. Dies wird durch eine Serie von Aufnahmen realisiert, bei denen die Streifen ei-
nem flachen, mit Markierungen versehenen Kalibrierkorper aufprojiziert werden, der in mehre-
ren definierten Abstdnden von der Kamera positioniert wird.

Zusétzlich entsteht fir jeden Messzeitpunkt ein Grauwertbild der Oberflache, indem die Hel-
ligkeiten der Licht- und der Schattenstreifen nach Aufnahme der , gestreiften’ Einzelbilder her-
ausgemittelt werden und nur die natirlicherweise existierenden Grauwertkontraste der Oberfl&
che Ubrig bleiben.

Durch Iteration der Streifenprojektionssequenz entstehen schliesslich zwel Bildsequenzen
(fUr Tiefen und Grauwerte).

Technische Dur chfiihrung:

In der Plexikammer wurden sowohl frei wachsende (Abb. 4.12) als auch in die horizontale fi-
xierte Rizinusbldtter aufgenommen. Anhand der Tiefenkarten der fixierten Bl&tter konnte die
Veranderung der dreidimensionalen Struktur des Blattes und die sich daraus ergebenden Mess-
fehler fur die DISP-Methode errechnet werden.

Mit Hilfe der Kombination aus
Sequenzen von Tiefenkarten
und Grauwert-Sequenzen ist
es prinzipiell moglich, das
Wachstum frei beweglicher
Blé&tter zu vermessen
(Dissertation H. Spies, in
Vorbereitung).

Abb. 4.12 Streifenlichtprojektor-
Aufnahme eines Rizinusblattes

Die Krimmung des Blattes am En-
de der Nachtphase bedingt eine
starke Verformung des aufproji-
Zierten Streifenmusters. Die Analy-
se der Kriimmung und der Breite
der Streifen liefert ein Ma3 fur die
réaumliche Orientierung des Blattes
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4.3 Technische Durchfihrung: Wurzelwachstum

Die automatische Bestimmung von raum-zeitlichen Wachstumsverteilungen entlang Wurzel-
spitzen geschieht prinzipiell in der gleichen Art wie fir Blétter. Es ergeben sich jedoch einige
Anderungen im DISP-Aufnahme- und Auswerteverfahren, auf die nachfolgend eingegangen
wird.

Aufbau

Die CCD-Kamerawurde inklusive der Beleuchtungsmodule an ein X-95-Profil befestigt, das
denselben Inklinationswinkel wie die Rhizotron-Basi splatte aufwies (siehe Kap. 2.2). Typischer-
weise wurde auch hier ein 25-mm-Objektiv verwendet, jedoch mit einem 5-mm-Zwischenring,
sodass ein Bildausschnitt von etwa 18* 13 mm in einer Objektdistanz von 9 cm beobachtet wer-
den konnte. Da die Wurzelwachstumszone von Mais einen Berich von 10 bis maximal 12 mm
Uberdeckt und die Wurzeln sich mit 2 bis 3 mm pro Stunde verléngern, bedeutet dies, dass die
kompl ette Wurzelwachstumszone mit dieser Konfiguration nicht lénger als 2 bis 4 Stunden be-
obachtbar ist.

Dieses Problem wurde im Zuge einer physikalischen Diplomarbeit gel6st (R. Kusters, in Vorbe-
reitung), die sich mit automatischen Nachfthrungsei nrichtungen zur Bildaufnahme beweglicher
Objekte beschéftigte. Es wurde ein sogenannter , Wurzelfolger' konstruiert. Dieses Gerét besteht
aus zwei zueinander gekreuzten V erschiebetischen, an denen eine CCD-Kamera angebracht ist
(Abb. 4.13). Das Gerét ist am X-95-Profil des Durchfluss-Rhizotrons befestigt. Nahert sich die
Wurzel spitze wahrend der laufenden Aufnahme dem Bildrand, so wird die Kameraposition auto-
matisch so verschoben, dass die Wurzel spitze wieder ndher an der Bildmitte zu liegen kommt.

Mit Hilfe dieser Zusatzeinrichtung, die
gegen Ende der vorliegenden Arbeit zur
Verfligung stand, konnten kontinuierliche
Maiswurzelaufnahmen von mehreren
Tagen Dauer realisiert werden.

Abb. 4.13 Wur zelfolger

Kamera und Beleuchtung sind an zwei ge-
kreuzten V erschiebetischen befestigt, die
das System mit der wachsenden Wurzel -
spitze mitbewegen. Der Wurzelfolger wird
am ublichen X-95-Profil-Aufbau des
Durchfluss-Rhizotrons (Abb. 2.1 und Abb.
2.2) befestigt.
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Bildaufnahme

Die Aufnahme einer Bildsequenz wurde durch den Workspace , Acquisition_Wurzeltracker® ge-
steuert. Bilder wurden typischerweise mit Zeitabstanden von einer Minute aufgenommen. Neue
interaktiv einzugebende Parameter des Algorithmus sind die Mindestdistanz der Wurzel-spitze
vom Bildrand sowie die Verschiebung der Kameraposition bei Erreichen dieser Position.

Im nahen Infrarot zeigen Wurzelspitzen bei Auflicht-Beleuchtung einen vergleichbaren Kontrast
wie Blétter (Abb. 4.14; vergleiche Rizinusblatt Abb. 4.7). Dieser ist Uber die gesamte Lange der
Wachstumszone hinweg deutlich ausgepragt, sodass die Maiswurzel einer Wachstumsbestimm-
ung mit Hilfe der DISP-Techniken sehr gut zuganglich ist.

Abb. 4.14 Spaltenprofil (links) und Zeilenprofil (rechts) der Grauwertverteilung einer Maiswur zel

Auswertung einer Sequenz (Abb. 4.15)

Die Auswertung einer Bildsequenz erfolgte ebenfalls mit den Workspaces, Evaluation‘ sowie
,Compact’; der Workspace , Display’ wurde jedoch zeitgleich mit der Einfuhrung des Wurzel-
trackers auf die Erfordernisse der Wurzelmessung optimiert:

Mit Hilfe einer Zusatzfunktion lassen sich im Wurzel-Display-Algorithmus gemittelte Profile
der vy-Verteilung entlang der Wurzelwachstumszone automatisch generieren. Der Algorithmus
definiert dabei den ersten Punkt des Bildes, an dem er eine Geschwindigkeit registrieren konnte,
als Wurzel spitze, mittelt Gber alle vi-Geschwindigkeiten der in derselben Bildspalte dartiber und
darunter liegenden Pixel und fahrt iterativ nach hinten mit diesem Mittelungsverfahren fort.

So lange die Wurzel gerade und parallel zur x-Achse des Bildes wéchst, erhdlt man mittels dieser
Funktion die reale axiale Geschwindigkeitsverteilung innerhalb der Wurzelwachstumszone; bei
abweichender Wachstumsrichtung ergeben sich jedoch Artefakte: Sobald die Wurzel nicht mehr
in X-Richtung des Bildes wéachst, musste eigentlich die Y -Komponente der Geschwindigkeit mit
beriicksichtigt werden, um die axiale Geschwindigkeit zu berechnen. In diesem Fall misste dann
jedoch Uber Pixel senkrecht zur axialen Richtung und nicht in der Y -Richtung des Bildes ge-
mittelt werden. Diese Mittelung kann erst durchgefiihrt werden, wenn ein stabiles Verfahren zur
automatisierten Auffindung der Mittellinie der Wurzel vorliegt (Dissertation N. Kirchgessner, in
Vorbereitung).
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Die axiale (vx-)Geschwindigkeits-Verteilung wird bei Aufruf einer entsprechenden Funktion dif-
ferenziert und liefert so eine Wuchsratenverteilung entlang der Wachstumszone, die nicht auf
Basis von Fitprozessen an eine vorgegebene Funktion (wie in Kap. 4.2) entstanden ist.

Mit Hilfe einer weiteren Funktion 18sst sich eine beliebige Anzahl der so erhaltenen vx- und
RGR-Verteilungen zeitlich mitteln; bei Aufruf dieser Funktion wird fur jedes Pixel entlang der
Wachstumszone ein Mittelwert sowie eine Standardabweichung der entsprechenden vy- bzw.
RGR-Werte ausgegeben. Die Pixelwerte werden dabel auf den Abstand zur Wurzel spitze bezo-
gen und nicht auf ihre Lage im Bild-Koordinatensystem.

Die Mittelwertbildung selbst geschieht in einem iterativen Verfahren: Ausreisser, die mehr als
funf Standardabweichungen vom berechneten Mittelwert aller Messungen entfernt liegen, wer-
den verworfen; der Mittelwert und die Standardabweichung wird neu berechnet. Dieses Verfah-
ren wird insgesamt dreimal wiederholt. Dadurch fallen unter anderem Artefakt-Messungen direkt
vor und nach dem Verschieben der Kameraposition automatisch heraus.

Abb. 4.15 DI SP-
M aiswur zelaufnahmen

Von oben nach unten:
Infrarot-Originabild A
Infrarot-Originalbild B

Bildmaske der zuverlas-
sig ermittelten Geschwin-
digkeiten der zeitlichen
Umgebung von Original-
bild B

Farbcodierte Vx-Ge-
schwindigkeitsverteilung
der zeitlichen Umgebung
i von Originalbild B
L A e - (violett: hohe Geschwin-
digkeit; blau: niedrige
Geschwindigkeit)

Farbcodierte REGR-V er-
teilung der zeitlichen
Umgebung von Original-
bild B (rot: hohe
Wuchsrate; blau: niedrige
Wouchsrate)

FRE AR S e,

-




5 Inhaltsstoffbestimmungen

5.1 Ethanolische Extraktion

L 6sliche Kohlenhydrate (Glucose, Fructose und Saccharose), Aminoséuren und Anionen wurden
in ethanolischen Extrakten von Blattscheiben- und Wurzelsegment-Material bestimmt. Diese
Extrakte wurden wie folgt hergestellt.

Das gefrorene Pflanzenmaterial wurde in ein 1,5-ml-Safel ock-E-Cup Uberfihrt, das sich im
80-°C-Heizblock befand und mit 400 yl 80-%igem EtOH (mit 2 mM HEPES) gefiillt war. Mit
geschlossenem Deckel wurde fur 20 min extrahiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der auf Eis
abgekiihite Uberstand in ein entsprechend numeriertes 1,5-ml-E-Cup uberfiihrt. Diese Prozedur
wurde so lange wiederholt, bis auch das Blatt-Material weitgehend farblos war. Dies war nach
vier weiteren Schritten mit folgenden Mengen EtOH der Fall:

200 pl 50 %iger EtOH (2 mM HEPES)
200 pl 50 %iger EtOH (2 mM HEPEYS)
100 pl 80 %iger EtOH (2 mM HEPES)
100 pl 80 %iger EtOH (2 mM HEPES)

Zur Extraktion der Wurzelsegmente wurden jeweils nur die halben Mengen eingesetzt. Die ver-
einigten Teilextrakte wurden fur 30 s bei 14000 U/min zentrifugiert, um eventuell im Deckel be-
findliche Tropfchen mit dem Extrakt zu vereinigen. Schliefdlich wurde entsprechend der Mar-
kierung auf dem E-Cup mit 80 %igem EtOH auf 1 ml aufgefillt. Der Extrakt und die fur die
Stér-kebestimmung ebenfalls in 1,5-ml-E-Cups verbliebenen Blattscheiben konnten nun bei

-20 °C gelagert werden.

5.2 Losliche Kohlenhydrate

Die Bestimmung der Kohlenhydrate erfolgte photometrisch bei 334 nm (Spektrophotometer
Uvikon 930, Firma Kontron, Eching) durch einen gekoppelten Enzym-Test, bei dem die Um-
setzung von NADP zu NADPH quantitativ verfolgt wurde (Jones et a. 1977). Vier Enzyme
wurden dabei sukzessive zugegeben:

1. Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
2. Hexokinase
3. Phosphoglucoisomerase

4. Invertase
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Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase katalysiert a's Startenzym die Reaktion von Glucose-6-
Phosphat + NADP" zu 6-Phosphoglukonat + NADPH, .

Nach ca. 2 min kann Hexokinase zugegeben werden. Sie katalysiert die Umsetzung von Glucose
in Glucose-6-Phosphat und von Fructose in Fructose-6-Phosphat. Glucose-6-Phosphat wird in
diesem Schritt mit Hilfe des ersten Enzyms nachgewiesen: Pro vorhandenem Molekul Glucose
wird dabel ein Molekil NADP in NADPH, umgewandelt, was sich in einer charakteristischen
Erhéhung des Wertes der optischen Dichte (OD) widerspiegelt:

1 pmol NADPH, / ml entspricht 6,22 OD

Nachdem die optische Dichte auf einen neuen konstanten Wert angestiegen ist, wird Phospho-
glucose-1somerase zugegeben. Sie setzt das zuvor gebildete Fructose-6-Phosphat in Glucose-6-
Phosphat um, das dann wiederum Uber die bereits zugegebenen Enzyme nachgewiesen wird.

Schliefdich kann Invertase zugegeben werden, sobald die optische Dichte wieder einen konstan-
ten Wert erreicht hat. Dadurch wird die in der Kivette befindliche Saccharose in Glucose und
Fructose gespalten; diese werden von den in der Losung befindlichen beiden vorher zugegebe-
nen Enzymen wie gehabt verarbeitet und quantitativ erfasst. Man beachte, dass ein Saccharose-
molekul die Bildung von zwel Molekilen NADPH, verursacht.

Die Enzyme (Fa. Sigma, Minchen) wurden wie folgt aus Stamml dsungen angesetzt:

1. Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase aus Hefe: 40 Wl (1,4 Units) wurden bei 14000 U/min
abzentrifugiert. Der Uberstand, der aus Ammoniumsulfat zur Lagerung des Enzyms besteht,
wurde verworfen. Das Pellet wurde in 100 l Trispuffer (100 mM; pH 8,1; 1,5 mM MgCl»)
wieder aufgenommen und auf Eis gestellt.

2. Hexokinase: Hiervon wurden 60 pl (3 Units) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl
Trispuffer aufgenommen.

3. Phosphoglucoisomerase: 30 yl (5 Units) wurden abzentrifugiert; das Pellet wurde ebenfalls
in 100 pl Trispuffer aufgenommen.

4. Invertase: Ein 1,5-ml-E-Cup wurde zu einem Viertel mit kristallisierter Invertase gefuillt
(etwa 5 Units). Diese wurde in 100 pl Imidazolpuffer aufgenommen.

Folgender Ansatz wurde zur Messung jeweils in eine Kiivette pipettiert:
730 pl 100 mM Imidazolpuffer, pH 6,9 (mit 5 mM MgCl )
10 W ATP-L6sung (20 mg/ml)
10 Wl NADP-L6sung (12 mg/ml)
50 pl Extrakt (nach dem Auftauen 3 min bei 14000 U/min abzentrifugiert)

2 Yl Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-L 6sung
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Wahrend der Messung wurden je 2 il der Enzyme in der oben beschriebenen Reihenfolge mit
Hilfe eines Vielfachspatels gleichzeitig in ale flnf verwendeten K livetten zugegeben.

Nachdem die Aufzeichnung der Werte der optischen Dichte beendet war, wurden die Differen-
zen zwischen den Plateauwerten am Ende der enzymatischen Reaktionen mit Hilfe des Pro-
gramms LIKON (L. Hill) errechnet. Anhand dieser Werte (DOD in mUnits) waren die Hexose-
konzentrationen folgendermal3en zu berechnen:

DOD[mU |/1000 - 0,8ml - 1000[m]/50[m]- 1000[mg/ g]
6,22/ml / nmol | - Masse pflanzlichen Materials/mg]

Hexosen[nmol /gFG] =

5.3 Starke

Der quantitative Nachweis von Stérke erfolgte an Blattmaterial, das seit der ethanolischen Ex-
traktion bei —20 °C gelagert worden war.

Die Starke wurde durch ein Gemisch von Amylase und Amyloglucosidase (* Inkubationspuffer’,
siehe unten) enzymatisch in Glucose gespalten. Diese wurde wie im vorigen Abschnitt beschrie-
ben durch die ersten beiden Enzyme des gekoppelten Enzym-Ansatzes photometrisch qualitativ
nachgewiesen. In der Kivette fand bei dieser Messung Tris- anstelle von Imidazol puffer Ver-
wendung, da dessen pH-Wert von 8,1 die Wirkung der ersten beiden Enzyme stérker beglinstigt
als pH 6,9 des Imidazol puffers.

Trispuffer:
100 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 8,1 wurde mit ca. 3 ml HClyqn, auf 500 ml Puffer eingestellt

I nkubationspuffer:

50 mM Na-Acetat pH 4,9 mit 1,4 U Amyloglucosidase und 1 U a-Amylase

Zur Herstellung von 25 ml dieses Puffers wurden eingesetzt:
1,25 mmol NaAc
7 Tropfen 50 %ige Essigsaure
500 Wl Amyloglucosidase
5u a-Amylase

Die Enzyme wurden wieder abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet im Puffer
gel6st (16st sich nur schwer;das E-Cup muf3 ca. zehnmal gefiillt und geleert werden).
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Die Blattscheiben wurden in 1 ml bidestilliertem Wasser gewaschen und im selben E-Cup
gemorsert, in dem sie bisher aufbewahrt wurden:

300 Wl bidestilliertes Wasser wurde dazupipettiert und mit dem konischen Aufsatz einer Stand-
bohrmaschine bel geringer Drehzahl zwischen dem rotierenden Aufsatz und der Wand des 1,5-
ml-E-Cups durch kréftiges Anpressen zermahlen. Die nach dem Mahlen am Aufsatz verbliebe-
nen Blattreste wurden mit weiteren 200 pl bidestilliertem Wasser abgesptilt und mit den 300 pl
Blattsuspension im E-Cup vereinigt.

Die 500-pl-Suspension wurde fur mindestens 2 h bei 121 °C autoklaviert.

Nach dem Abkuhlen wurde ein Aliquot von 50 pl mit schrég abgeschnittener Pipettenspitze der
zuvor gut geschittelten Suspension (Vortexer) entnommen. Das Aliquot wurde mit 450 i
Inkubationspuffer versetzt, gut gemischt und Uber Nacht fir 16 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Mit 50 pl dieses Extraktes erfolgte nun wie oben beschrieben die Glucosebestimmung.
Der Starkegehalt der Probe wurde in der Einheit pmol Hexosen pro g Frischgewicht berechnet:

DOD[mU /1000 0,8mi - (500[m ]/50[ni])? - 1000[mg / g]
6,22[ml / mmol | - Masse pflanzlichen Materials/mg]

Hexosen[rmmol / gF G| =

Man beachte den gednderten Verdiinnungsfaktor: Es wurde nicht von 1000 yl EtOH-Extrakt,
sondern von 500 I Blattsuspension ausgegangen, von der nochmals 50 yl zum Stérkeverdau
entnommen wurden.

5.4 Aminosauren

Die Aminosduren werden mittels HPL C nach Derivatisierung mit o-Phtalsauredialdehyd (OPA)
an der priméren Aminogruppe zu einer fluoreszierenden Verbindung am Fluoreszenzdetektor
(SFM, Fa. Kontron, Eching) nachgewiesen. Die Derivatisierung erfolgt mittels eines automati-
schen Probengebers (465, Fa. Kontron, Eching) durch Zugabe von 35 pl Derivatisierungsreagenz
(siehe unten) auf 35ul Probe. Die Probe besteht aus im Verhdtnis 1:1 mit bidestilliertem Wasser
versetztem ethanolischen Extrakt. Nach Ablauf von exakt einer Minute Reaktionszeit wurden 20
Ml der derivatisierten Probe injiziert.

Die einzelnen Aminosauren werden nach ihrer Polaritét aufgetrennt, indem die Polaritét des
Laufmittelgemischs mit der Zeit verandert wird: Laufmittel B (siehe unten) ist unpolarer als
Laufmittel A (siehe unten) und wird diesem in immer hoherem Anteil dazugemischt. Dadurch
werden zunéchst die polaren, spéter die unpolaren Aminosauren eluiert und detektiert.

Die vom Fluorometer erfaldten Fluoreszenzsignale (Excitation: 330 nm; Emission: 450 nm) wur-
den mit dem Datenverarbeitungssystem D 450 (Fa. Kontron, Eching) ausgewertet.
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Derivatisierungsreagenz:

Mischung von 5 % (m/v) OPA in Methanol, 0,8 M Boratpuffer (mit KOH auf pH 10,4 einge-
stellt) und 3-Mercaptopropionsaure im Verhétnis von 10:90:1 (v,v,v).

Trennbedingungen der Aminosaduren-HPLC:

Laufmittel

A: 12 mM NaHPOy; pH 6,8 (mit 40 %iger H3PO, eingestellt); 0,24 % THF

B: 46,73 % 40 mM NaHPO,; pH 6,8 (40 %ige H3PO,); 32,71 % Methanol; 20,56 % Acetonitril

Durchfluf?; 0,8 ml/min

Gradient: 0-2min: 0 % Laufmittel B
2-11 min: lineare Erhéhung auf 10 % B
11- 17,25 min: 10%B
17,25 - 27,3 min: lineare Erhéhung auf 50 % B
27,3-38,3min: lineare Erhéhung auf 60 % B
38,3 - 44,3 min: lineare Erhdhung auf 100 % B
44,3 - 46,3 min: 100% B
46,3 - 48 min: lineare Absenkung auf 0 % B
48 - 60 min: 0 % Laufmittel B

Trennsaule:  Hypersil-ODS (3 um; 150*4,6 mm, Fa. Knauer, Berlin)

5.5 Anionen und Kationen

Die Konzentrationen von Anionen und Kationen wurden mittels Kapillar elektrophorese
(Spectra Phoresis 1000, Fa. ThermoSeparation, Darmstadt-Arheiligen) nach Bazzanella et al.
(1997) analysiert. Das Analyseprinzip basiert auf unterschiedlichen Laufzeiten der verschie-
denen lonenspezies durch eine Glaskapillare hindurch, an der eine Hochspannung anliegt.

Zur Analyse von Anionen fanden die zuvor hergestellten ethanolischen Extrakte Verwendung.
Der Elektrolyt zur Anionenbestimmung enthielt 7,5 mM Salicylsdure, 15 mM Trispuffer, 500
MM DoTAOH sowie 0,6 mM Ca(OH).. Die Trennung wurde in einer Glaskapillare (innerer
Durchmesser 75 um, Lange 76 cm) bel 28 kV und einer Kapillartemperatur von 25 °C mit 3-5
Minuten Injektionszeit durchgefiihrt.

Die Analyse von Kationen erfolgte an separat gesammeltem Blattmaterial, dasin vier Schritten
extrahiert wurde (Werte in Klammern geben die fur die Wurzeln verwendeten Mengen an):
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1. Inenem 2-ml-E-Cup wurde das Material mit 400 (150) I bidestilliertem Wasser homo-
genisiert; das Homogenisierungspistill wurde mit 2* 400 (150) Wl bidestilliertem Wasser ge-
waschen. Die Suspension wurde im Thermoblock fir 1 h bei 95 °C inkubiert und an-
schlief3end zentrifugiert. Der Extrakt wurde Ublicherweise 1:10 verdinnt und gemessen.

2. Das Pédllet wurde mit 600 (400) I NaCl (1 M) versetzt, 1 h bei Zimmertemperatur geschuitt-
elt und abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde anschlief3end dreimal mit je 100 pl bides-
tilliertem Wasser gewaschen; die Uberstande vereinigt und in einer Verdiinnung von 1:50
gemessen.

3. Im néchsten Schritt wurde das Material mit 600 (300) I 2 %iger Essigsaure versetzt und 1 h
bei Raumtemperatur geschittelt. Nach abzentrifugieren wurde es dreimal mit je 100 pl bi-
destilliertem Wasser gewaschen. Die Uberstande wurden vereinigt und in einer Verdiinnung
von 1:10 gemessen.

4. Im letzten Schritt wurde das Material mit 600 (300) ml 5 %iger HCI versetzt und fir 1 h bel
Zimmertemperatur geschittelt. Nach abzentrifugieren wurde es dreimal mit je 100 Wl bi-
destilliertem Wasser gewaschen. Die Uberstande wurden vereinigt, ein Aliquot von 100 p
wurde bei 80 °C zur Trockne eingeengt und in bidestilliertem Wasser wieder aufgenommen.
Die Messung erfolgte in einer Verdinnung von 1:5.

Der Elektrolyt zur Kationenbestimmung enthielt 6 mM Imidazol puffer (pH 4,5) und 2 mM 18-
Krone-6-Ether. Die Trennung wurde in einer Glaskapillare (innerer Durchmesser 75 um, Lange
43 cm) bei 20 kV und einer Kapillartemperatur von 20 °C mit 3-5 Sekunden Injektionszeit
durchgefihrt.

Elektropherogramme wurden mitels indirekter UV-Detektion bel 214 nm erhalten und durch ein
spezielles Datenverarbeitungssystem (Fa. ThermoSeparation, Darmstadt-Arheiligen) analysiert.

Kationenbestimmung in Wur zel-Segmenten von M ais aus dem Sandanzucht-Rhizotron

Bel dem in Davis durchgefihrten Versuch zum Einfluss des externen pH stand keine Kapillar-
Elektrophorese zur Verfligung. Dort kam ein Flammen-Atom-Absor ptions-Spektrometer bei
der Messung von Kalium, Calcium und Magnesium zum Einsatz.

Hierflr wurden die gesammelten Wurzelsegmente 2 d bel 65 °C getrocknet und in 10 ml 0,5 M
HCI fir 2 d unter stetigem Schiitteln inkubiert (Hunt 1982). 300 I einer CsLa-Mischung (50
ppm Cs; 100 ppm La) wurden fir Zwecke der quantitativen Analyse zugegeben. Calcium und
Magnesium wurden im Messmodus der Absorptionsspektroskopie, Kalium im Messmodus der
Emissionsspektroskopie gemessen.

Bel diesem Versuch wurden auch Proben des Sand-Anzucht-Substrates nach Zugabe von Was-
ser, 30-mindtiger Inkubation und Vakuumextraktion der Losung auf Kalium, Calcium und Ma-
gnesium untersucht. Drei bis funf Standardl 6sungen wurden aus Stammldsungen (je 1000 ppm
des jeweiligen Elements) angesetzt. Die Konzentration der Standardldsungen Uberdeckte den Be-
reich der gemessenen Konzentrationen des jeweiligen Elements.
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5.6 Transkriptmengen des Expansin-Gens NtExpl
Extraktion von Gesamt-RNA

Tabakblatter wurden hierfur mit Hilfe eines Skalpellsin Intercostalfelder, Seitennerven 1. Ord-
nung und Mittelrippen aufgeteilt. Gewebeproben von je 300 +/-100 mg FG wurden in Safel ock-
E-Cups Uberfuhrt und nach Schockgefrieren in fllssigem Stickstoff bei —80 °C aufbewahrt.

Fur die Extraktion von Gesamt-RNA (Logemann et a. 1987, modifiziert) wurden die Gewebe-
proben nach Zugeben einer Stahlkugel in einer Schittelmihle (Firma Retsch, Goppingen) fir

2 min gemdrsert. Nach Zugabe von 600 pl Extraktionspuffer (6 M Guanidin-HCl, 20 mM ED-
TA, 20 mM MES, pH 7,0; 140 mM [3-Mercaptoethanol) wurden die Proben gemischt und auf Eis
gestellt. Nach 15 min wurden 300 gl Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (24:24:1, v:v:v) zuge-
geben und wieder gut durchmischt. Die Stahlkugel wurde nun entfernt; die Suspension zen-
trifugiert (3000 g, 3 Minuten bel 20 °C). Die in der wasrigen Phase enthaltenen Nukleinsduren
wurden nun mit 0,7 Volumina 96 %igem EtOH und 0,05 Voluminal M Essigsaure 20 min bei
Zimmertemperatur gefallt und anschlief3end 15 min bel 16000 g unter 4 °C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde zunéchst mit 3 M Natriumacetat, pH 5,4 und anschlief3end mit 70 %igem Ethanol
gewaschen. Nach Zentrifugation (15 min bei 16000 g, 4 °C) wurde der Uberstand abgehoben,
das Pellet kurz an der Luft getrocknet und in reinem Formamid aufgenommen.

Durch Messung der Extinktion bei 280 nm (Absorption Protein) und 260 nm (Absorption Nu-
kleinsaure) wurden Reinheit (fir reine RNA gilt OD260 / OD2go > 1,8) und Menge (1 OD2g ent-
spricht einer RNA-Menge von 40 mg/ml) der erhaltenen RNA bestimmt. Die RNA-Pr8paratio-
nen wurden auf eine Konzentration von 1 mg/ml RNA verdunnt und bei -80 °C aufbewahrt.

Her stellen Digoxigenin-markierter Sonden mittels DNA-Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Als Ausgangsplasmid zur Herstellung der Digoxigenin-markierten Sonde diente ein pBlueskript
I1-Plasmid, welches das Expansin-Gen NtExpl (Fragmentgrofie 1,3 kbp) aus Tabak-Suspen-
sionskultur enthielt (Link und Cosgrove 1998). Das Plasmid lag a's getrocknete cDNA vor (1 g,
von Bruce M. Link und Daniel J. Cosgrove, PennState University, Pennsylvania, USA zur Ver-
fugung gestellt). Eswurdein 5 pl bidestilliertem Wasser aufgenommen und 1:1000 verdinnt.

Fur die PCR wurde folgender Ansatz gewéhlt (Endkonzentrationen):
5yl DNA-Templat (ca. 1 ng)
5l Primer SK (1 uM)
5l Primer KS (1 uM)
5 Wl Inkubationspuffer(100 mM Tris-HCl, pH 8,3; 50 mM KCl; 2,5 mM MgCl>,)
5u dATP, dCTP, dGTP, dTTP (250 uM)
24,8 pl Wasser
0,2 Wl Goldstar DNA-Polymerase
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Am PCR-Thermocycler wurden folgende Einstellungen gewahit:
1.) Denaturierung bel 95 °C fur 4 min
2.) 30 Zyklen von

Denaturierung: 45 Sekunden bei 95 °C
Primerbindung: 45 Sekunden bei 45 °C
Extension: 80 Sekunden bei 72 °C

3.) Extension bel 72 °C fir 5 min

Anschlief3end wurde auf Eis abgekiihlt und die erfolgreiche Markierung der Sonde durch Gele-
lektrophorese Uberprift.

Northern Blot

4 g Gesamt-RNA wurden mit 1/10 Volumen Probenpuffer (10 * MOPS-Puffer (200 mM
MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, pH 7,0), 0,1 pg/ml Ethidiumbromid, 0,5 % (v/v)
Bromphenolblau) versetzt, 15 min bei 65 °C denaturiert, sofort auf Eis abgekihlt und in einem
1 %igen Agarosegel (10 % (v/v) Formaldehyd, 1 * MOPS-Puffer) unter Verwendung von

1* MOPS-Puffer als Laufpuffer bei 80 V elektrophoretisch aufgetrennt.

Nach der Auftrennung wurde unter UV-Licht Gberprift, ob die Auftrennung der Proben gleich-
maldig war. Die RNA wurde per Kapillarblot mit 5* SSC (0,75 M NaCl, 75 mM tri-Natriumcit-
rat-Dihydrat, pH 7,0) Gber Nacht auf eine Nylonmembran (Duralon-UV, Stratagene) transferiert.

Hybridisierung und Detektion mittels Chemilumineszenz

Die Membranen wurden nach dem Kapillartransfer kurz in 5 * SSC gewaschen und anschlief3end
auf ein feuchtes 3AMM-Whatmanpapier gelegt. Die Fixierung der RNA an die Membran erfolgte
durch Bestrahlung mit UV-Licht bei 366 nm (A uto-crosslink-Modus des Stratalinker 1800,
Stratagene).

Die Nylonmembran wurde eine Stunde in Dig Easy Hyb (Boehringer, Mannheim) bei 45 °C
vorhybridisiert. Nach Zugabe der Sonde (20 ml des PCR-Ansatzes zur Digoxigenin-Markierung
in 40 ml Dig Easy Hyb) wurde Uber Nacht bei 55 °C hybridisiert. Unspezifisch gebundene DNA
wurde durch zweimaliges Waschen mit 2* SSC, 0,1 % SDS bei 55 °C fir 15 min und anschlief3-
end 2* 10 min mit 0,1 SSC, 0,1 % (g/v) SDS bei 55 °C entfernt.

Die Membran wurde kurz mit bidestilliertem Wasser abgesptilt. Zur Abséttigung freier Bin-
dungsstellen auf der Membran wurde diese mit Puffer 1 (1 % (g/v) Blocking (Boehringer,
Mannheim) in Maeinsdurepuffer (100 mM Maleinsaure, pH 7,5; 150 mM NaCl, 0,3 % (v/v)
Tween-20) fur 30 bis 45 min inkubiert. Danach erfolgte eine einstiindige Inkubation mit einem
an alkalische Phosphatase konjugierten Anti-Digoxigenin-Antikorper (Verdinnung 1:10000 in
Pufer 1; Boehringer, Mannheim).
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Nach viermaligem Waschen mit TBST (20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 500 mM NaCl, 0,1 % (v/v)
Tween 20) fur je 10 min bei 30 °C und anschlief3¥ender Inkubation mit Detektionspuffer (100 mM
Tris-HCI, pH 9,5; 100 mM NaCl) fur 10 min, erfolgte eine erneute Inkubation mit Detektions-
puffer, der das Chemilumineszenz-Substrat fr die alkalische Phosphatase (250 uM CDP-Star;
Promega, Mannheim) beinhaltete.

Quantifizierung der Expression

Die Nylonmembran wurde luftblasenfrei in Plastikfolie eingeschweisst. In der Dunkelkammer
wurde in einer Filmkassette ein Hyperfilm ECL (Amersham, Braunschweig) aufgelegt, der nach
einer Expositionszeit von 2 bis 5 min entwickelt wurde.

Die Schwérzung des Rontgenfilms an der Stelle der jewelligen, zu den Proben gehdrigen Banden
konnte nach Abfotografieren des Films (Kameravom Typ OM 900, Fa. Olympus, MUnchen) mit
Hilfe des Bildverarbeitungs-Programms Heurisko quantifiziert werden, indem die Differenz zwi-
schen dem mittleren Grauwert einer Bande und dem Grauwert des Blothintergrunds fir jede
Probe ermittelt wurde. Die Grauwerte der Proben eines Blots konnten dann miteinander vergli-
chen, bzw. als Perzentile der maximalen Grauwertdifferenz eines Blots ausgedriickt werden.

5.7 Gaswechselmessungen

Unter Verwendung eines offenen Gaswechsel systems (Porometer CQP-130, Fa. Walz, Effel-
trich) wurde der Gasaustausch zwischen Rizinusbl&ttern und der Umgebungsluft in einer Blatt-
kivette bestimmt (von Caemmerer und Farquhar 1981). Hierfir wurde eine Differenzmessung
der CO, und Wasserdampf-Gehalte von Mess- und Referenzgas durchgefiihrt. Messgas stromte
durch die Blattkivette und anderte dabei seine Zusammensetzung durch Assimilation und Trans-
piration der Pflanze. Referenzgas wurde durch einen Ausgleichsbehdlter geflihrt. Die Messungen
erfolgten mit Hilfe eines Infrarot-Gasanalysators (BINOS 4 P, Fa. Heraeus) bei vorgegebener
Durchflussrate. Assimilation A [pumol CO; * s*m?] und Transpiration T [mmol H,O * s**m?]
wurden nach folgenden Formeln berechnet (BF: in der Kivette befindliche Blattflache):

A= DCOZ[ppm] * Flusgmi/min] / 60/ 22,4 [mi/mmol] / 1000 / BF [ci?] * 10000

T = DH,O [ppm] * Flusgmi/min] / 60/ 22,4 [mi/mmol] / 1000000 / BF [c?] * 10000

Es wurden Versuche unter Standard-Azuchtbedingungen (Kap. 7.2) sowie unter Dauerlicht
(Kap. 7.8) durchgefihrt.



Ergebnisse

6 Wurzelwachstum

In der apikalen Wachstumszone einer Wurzel finden sich stets Zellen, diein Teilung begriffen
sind und Zellen, die sich in der Streckungsphase befinden. Die Zellen verschiedener Entwick-
lungsstadien befinden sich dabei in raumlich getrennten Regionen, deren Ubergéange zueinander
flieffend sind (Kap. 1.3). Aus dem klaren anatomischen Aufbau der Zone ergibt sich ein réaum-
liches Muster der Wachstumsverteilung, das klarer mit Regionen verschiedener cytol ogischer
Entwicklungszustande korreliert, als es zum Beispiel bei Bléttern dikotyler Pflanzen der Fall ist.
Unter ‘“Wachstum’ wird dabei fir die Zwecke dieser Arbeit der Volumenzuwachs einer Region
verstanden; unabhangig davon, welche Entwicklungsprozesse im Gewebe dieser Region momen-
tan stattfinden (Zellteilung, Zellstreckung, parallele Differenzierungsprozesse; siehe Kap. 1.1).

Wachstum, genauer gesagt das Zustandekommen réaumlicher oder zeitlicher Wachstumsmuster
(Kap. 1.2) wurde in Versuchsansatzen untersucht, die durch Aussenbedingungen von entweder
konstanter oder variabler Natur charakterisiert waren. Im nachfolgenden Ergebnisteil sind zu
Beginn jedes Abschnitts daher kurz die Rahmenbedingungen genannt, unter denen die Er-
gebnisse des jeweiligen Abschnitts erhalten wurden. Wachstumsmuster konnten anhand von vier
Parametern der Dynamik der Wurzelwachstumszone erhalten werden, die zwar getrennt
voneinander aufgel st werden kdnnen, sich jedoch stets wechsel seitig beeinflussen:

1. Zeitliche Dynamik des Gesamtwachstums der Wurzelwachstumszone. Dieses manifestiert
sich in der Geschwindigkeit der Wurzel spitze; V spitze.

2. Langeder Wurzelwachstumszone
3. Raumliche Verteilung von Wuchsraten tber die Wurzelwachstumszone hinweg

4. Transversale Oszillationen der Wurzelspitze

Die Resultate der vorliegenden Arbeit wurden vorwiegend durch Untersuchungen an Maiswur-
zeln erhalten; einige Untersuchungen konnten auch an den wesentlich kleineren Wurzeln von
Tabak durchgefiihrt werden. Aus der Literatur liegen keine Hinweise darauf vor, dass sich die
Organisation der Wachstumszonen von monokotylen und dikotylen Pflanzen voneinander unter-
scheidet.

Eine ausfuhrliche Charakterisierung des Pflanzenmaterials ist eine wesentliche Voraussetzung
flr Untersuchungen der Wachstumsdynamik. Bevor Reaktionen der Pflanze hinsichtlich ihrer
Wachstumsdynamik auf Anderungen externer Parameter und deren regul atorische Funktion un-
tersucht werden kdnnen, muss der Ausgangszustand des wachsenden Organs sehr genau bekannt
sein. Um die Charakterisierung dieses Ausgangszustandes, der eher ein Flief3gleich-gewicht als
einen statischen Zustand darstellt, geht es im nachsten Abschnitt.
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6.1 Wachstum unter Standardbedingungen

Als Standard-Aussenbedingungen bei der Untersuchung von Maiswurzel-Wachstum wurden
konstante Temperaturverhéltnisse (in der Regel 26 °C), konstante L uftfeuchte (50 + 10 %), 12 h
hell / 12 h dunkel (Lichtintensitét: 120 UE; Licht an von 8 bis 20 Uhr) und eine Anzucht in Nahr-
stoff-freiem Aussenmedium gewahlt.

Unter diesen Bedingungen be-
schleunigt sich die Wachstums-
geschwindigkeit der Wurzelspitze
(V spitze) Und erreicht einige Tage
nach der Keimung bei einer Lénge
der Primdrwurzel von etwa 5 cm
einen Plateauwert (Abb. 6.1). Diese
absolute Wuchsrate wird Uber eini-
ge Tage hinweg konstant bei 2 bis
3 mm/h gehalten (Abb. 6.2). Der
Plateauwert von V spitze h8Ngt dabei

nicht von der Ausgangs-masse des
Samens ab (Abb. 6.1) wievid- Abb. 6.1 Zunahme von Ve iMm Verlauf der Entwicklung

-~
DADA

VSpilze [mm/h]

O m<310mg
[0 310mg<m<350mg
A m>350mg

\ \ \ \ \
50 60 70 80 90 100

Wourzellange [mm]

Die Daten wurden im Sand-Rhizotron an Keimlingen verschiedener Aus-

lercht erwartet werden konrite, da gangsmassen (siehe Legende) erhoben. Je Klasse lagen 20 Keimlinge vor.

die Pflanze bei den gewéahiten

Standardbedingungen auf die

Nahrstoffreserven ihres Speichergewebes angewiesen ist. V sjitze Unterscheidet sich aber stark von
Individuum zu Individuum (Abb. 6.1 und 6.3): Bel einem Versuch im Sandanzucht-Rhizotron
(Abb. 6.1) wurde die absolute Wuchsrate von Keimlingen mit verschiedenen Samen-massen (3
Klassen mit je 20 Individuen: leicht, mittel und schwer) verfolgt. Der erreichte Pla-teauwert
schwankte unabhéngig von der Samenmasse zwischen 2 und 3 mmv/h. Im Durchfluss-Rhizotron
wurde bei einer Population von 40 Keimlingen eine noch hthere Variationsbreite der absoluten
Wouchsraten festgestellt (Abb. 6.3). hier wurden fur V sirze Werte zwischen 1 und 2,5 mm/h ge-
funden. Aufgrund dieser hohen intraspezifischen Variabilitéat der Wachstumsge-
schwindigkeiten ist die Bildung von Wachstums-Mittelwerten aus Daten verschiedener Individu-
en immer mit einer hohen Varianz verbunden.
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Abb. 6.2 Vg;iize Nach Inkubation im Durchfluss-Rhizotron Abb. 6.3 Intraspezifische Variabilitat von V sjitze
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Standardabwei chungen Durchfluss-Rhizotron
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Die Nahrstoffversorgung aus dem Samen heraus ermdglicht es der Primérwurzel des Maiskeim-
lings bei Anzucht in bidestilliertem Wasser bis zu einer L&nge von etwa 30 cm heranzuwachsen.
Dabel wird Uber vier bis finf Tage hinweg ein konstanter Wert von V size.gehaten (Daten nicht
gezeigt). Der Samen wiegt vor der Keimung im Mittel 330 mg; die Pflanze wiegt zehn Tage
nach der Keimung etwa 2 g, hat dann aso etwa das funffache ihres Ausgangsgewichts an Wasser
und Kohlendioxid aufgenommen. Wahrend dieser Zeit kann an der Primérwurzel von Mais stu-
diert werden, wie die Reservestoffe des Samens fir die Anspriiche des konstant zuwachsenden
sink-Gewebes der Wurzel spitze mobilisiert werden.

6.1.1 Tagesgang

In mehreren Versuchen zeigte sich, dass kein deutlicher Tagesgang vorhanden ist (Abb. 6.4).
Zwar treten kurzfristige Schwankungen von V sitze auf; diese kdnnen jedoch nicht mit bestimm-
ten Tageszeiten korreliert werden. Die wahrend eines Tages auftretenden Schwankungen der ab-
soluten Wuchsrate einzelner Individuen sind wesentlich geringer (fur die vier untersuchten Indi-
viduen ergeben sich maximale Differenzen von 0,4 mm/h; zweimal 0,3 mm/h und 0,2 mm/h) as
die intraspezifische Variabilitét des untersuchten Parameters (0,8 mm/h bei den vier Pflanzen
von Abb. 6.4; bis Gber 1,5 mm/h bei den Pflanzen von Abb. 6.3).

Dieses Resultat konnte mit Hilfe einer Serie von klassischen Punktvermessungen an einer kom-
pletten Population bestétigt werden (Abb. 6.5). Auch bei den hierauf untersuchten Tabak-
wurzeln ist kein Tagesgang im Wachstumsverhalten zu erkennen (siehe Kap. 7.2.8; Abb. 7.44).

2,0
Maximale Beschleunigung:
0.1 mm/h?
1,5 4
!
_ /P PO
< 7
£ N e v \
E Y
» 1,0 7
9
x
> ‘ 17
051
Nacht Tag
0,0 T T T T T
20 24 4 8 12 16 20
Uhrzeit

Abb. 6.4 DISP-Messung von Viie bei vier Maiswurzeln im Tagesgang

Die Linien verschiedener Farben gehdren zu verschiedenen Pflanzen. Die Daten wur-
den bei einer Anzucht unter 21 °C erhoben. Die blaue Kurve zeigt die Standardabwei -
chungen von V g dieser Wurzel wéhrend einer halben Stunde.
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Aussagekr aft der Messungen an Einzelpflanzen

Dieses Resultat hat Gber seine Aussage beziglich
des Tagesganges hinaus noch eine weitere, fir die
Argumentation der vorliegenden Arbeit sehr rele-
vante Bedeutung beziiglich der Frage, wie aussa-
gekréftig die Resultate von Einzelpflanzen sind. In
Experimenten, die zu dynamischen Anderungen
der absoluten Wuchsrate fhren, stellt die Varianz
der Population kein Mal3 dar, um die Signifikanz
der Veranderung zu quantifizieren, weil die intra-
spezifische Variabilitdt des Ausgangszustandes
(und damit auch des Endzustandes) sehr hoch ist.
Die Varianz der zu unterschiedlichen Zeitpunkten
gemessenen Wuchsraten eines Individuums ist
hierfur aussagekréftiger, da davon ausgegangen
werden kann, dass sich dessen absolute Wuchsrate
in engeren Grenzen als der Variationsbreite der
Popul ation andert.

Diese Aussage gilt analog auch fur die weitere

3,5

3,0

2,5

VSpitze [mm/h]

2,0
Nt. Tag

15

OU 28
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24’I T T T T T T

20 8 20 8 20 8 20
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Abb. 6.5 Linealver messung von Vgize an
20 Pflanzen im Verlauf mehrerer Tage

Dargestellt sind die Populationsmittelwerte; die
absolute Standardabweichung liegt bei jeweils
etwa 0,5 mm/h.

Der unten dargestellte Temperaturverlauf deutet
bereits eine gewisse Abhdngigkeit der absoluten
Wouchsrate von der Aussentemperatur an.

Betrachtungen der vorliegenden Arbeit, in denen Parameter untersucht werden, die einer hohen
intraspezifischen Varianz unterliegen. Sie impliziert, dass die Angabe einer Varianz oder Stan-
dardabweichung fur den Vergleich zweier Populationen hinsichtlich eines Parameters, dessen
zeitliche Dynamik betrachtet wird, nicht aussagekréftiger ist, als der Vergleich von Ergebnissen
zweier Individuen, die mit hoher zeitlicher Auflésung untersucht wurden. Dennoch wurden die
jeweiligen Untersuchungen falls méglich mehrfach repliziert.

6.1.2 Raumliche Verteilung von Wuchsraten in der Wachstumszone

In der meristematischen Region der Wur-
zelspitze findet sich nur eine sehr geringe
Element-Wuchsrate (REGR; Kap. 1.4). In
basaler Richtung schlief3t sich die Region
der Wurzelstreckungszone an, in der die
Wuchsrate deutlich ansteigt. Das Maxi-
mum der Verteilung ist einige Millimeter
hinter der Wurzel spitze lokalisiert; etwa 1
cm hinter der Wurzelspitze ist die Wuchs-

0 %f/h 30 %/h

rate dann wieder auf Null abgesunken
(Abb. 6.6 und 6.7). Jede im Meristem pro-
duzierte Zelle durchlauft dieses Wachs-
tumsfeld im Verlauf ihrer Entwicklung.

Abb. 6.6 Farbcodierte Dar stellung der Wuchsraten-
verteilung entlang einer Wurzelspitze von Mais

Bildgréfie ca. 175 mm; REGR farbcodiert dargestellt
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Abb. 6.7 Wuchsraten (REGR) und Geschwindigkeitsverteilung (vy) entlang der Wachstumszone

A: Resultate einer DISP-Messung incl. Standardabweichungen innerhalb von 60 min
B: Anfitten dieser Resultate mit logistischen Fitfuntionen (Morris und Silk 1992)

Im Gegensatz zu bisher in der Literatur verdffentlichten Ergebnissen konnten in der Zone maxi-
maler Wachstumsaktivitdt aufgrund der h6heren réumlichen Aufldsung der DI SP-Messmethode
gegenuber bisher verwendeten Methoden zwei Aktivitdtspeaks voneinander getrennt werden
(ADbb.6.7). Diese Aktivitatspeaks pulsieren in ihrer Hohe und ihrer relativen Lage zueinander
(Details siehe weiter unten; Kap. 6.4).

Mittelt man die Wachstumsverteilungen
entweder Uber lange Zeitraume oder Uber
eine Anzahl verschiedener Individuen hin-
weg, so verschmelzen die beiden Maxima
(Abb. 6.8). Da mit den bislang gebréauchli-
chen Vermessungstechniken eine starke
raumliche oder zeitliche Mittelung unver-
meidbar war, sowie dartiber hinaus die puli-

REGR [%/h]

0 2 4 6 8 10 12 14 16

zierten Wuchsratenverteilungen oft Mitte- Entfernung von Wurzelspitze [mm]
lungen Uber eine gewisse Anzahl von Indi- Abb. 6.8 Mittelung aller verwendbaren REGR-
viduen darstellten, tberrascht es nicht, dass Profile unter Standar dbedingungen

Uber die Existenz zweier getrennter Peaks Datenbasis: sechs DISP-Messungen bei 26 °C
bislang nicht berichtet wurde.

Die funktionelle Relevanz dieser beiden Peaks wird auch durch die unterschiedlichen Wachs-
tumsreaktionen der beiden Aktivitatszentren bei dynamischen Anderungen der Umwelthedin-
gungen belegt (siehe Kap. 6.2 und 6.4).
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6.1.3 Transversal-Oszillationen der Wurzelspitze

Der beobachtete Wachstumsprozess lauft in Verbindung mit réaumlichen Oszillationen der Wur-
zelspitze von zum Teil erheblicher Amplitude ab. Die Wurzelspitze wird dabei oft um 2 mm ge-
geniiber der gedachten Achse der Wurzelwachstumszone ausgel enkt und bewegt sich dabel mit
Geschwindigkeiten von bis zu 1 mm/h senkrecht zur Elongationsrichtung der Wachstums-zone
(Abb. 6.9). Die auftretende Schwingungsbewegung der Wurzel spitze wird im weiteren Verlauf
der Arbeit , Transversal-Oszillation® genannt. Es konnte sich hierbel um Circumnuta-tionen der
Wurzelspitze handeln (Kap. 9.3). Da die Wurzel wdhrend ihres Wachstumsprozesses durch die
Geometrie des Aufbaus in eine Ebene gezwungen ist, kann nicht entschieden werden, ob es sich
bei den Transversal-Oszillationen um helikale (dreidimensionale) oder pendelnde (zweidimen-
sionale) Bewegungen handelt. Unter Standardbedingungen wurden Periodenlangen von 40 bis 70
min gemessen; die Transversal-Oszillationen waren nicht zu jedem Zeitpunkt deutlich ausge-

pragt.

vy [mm/h]
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Abb. 6.9 Transver sal-Oszillation der Wur zelspitze unter Standar dbedingungen

24

A: Geschwindigkeitskomponente der Bewegung der Wurzel spitze in Y -Richtung (v,) wahrend

sechs Stunden deutlich ausgepragter oszillatorischer Aktivitét (DI SP-Messung).

B: Aktivitét der Transversal-Oszillationen der Wurzel spitze aus der gleichen Bildsequenz wéhrend
13 Stunden. In der ersten Halfte des Experiments ist keine deutliche Periodizitdt zu erkennen.

C: Fourieranayse der Zeitreihe von Teilabbildung A (Software Origin, Fa. Microcal Software,
Northampton, USA). Eine Fourieranalyse fittet den gemessenen Kurvenverlauf an eine Schar von
Sinusfunktionen mit verschiedenen Frequenzen an und ermdglicht so eine Frequenzanayse. Die
ermittelten Daten zeigen einen Peak bei einer Frequenz von 0,0188 min™ (Periodenlange: 53 min).
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Die transversale Bewegung ist beim Aufreten dieses Wachstumsmusters nicht auf die Wurzel-
spitze beschréankt. Die Oszillation ist Uber die gesamte Lénge der Wurzelwachstumszone hinweg
deutlich ausgeprégt (Abb. 6.10).

_ REGR [%/h] vy [mm/h]
t [min] [ — m -
A 0 %/h 30 %/h -0,5 mm/h +0,5 mm/h
120 +
9 t
60 L
30
O L
| | | |

0 12 0 12
X-Koordinate des Bildes [mm]

Abb. 6.10 Farbcodierte Dar stellung von Wuchsr aten- (links) und vy-Verteilung (rechts)
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6.1.4 Inhaltsstoffverteilung

In diesem Abschnitt werden die Resultate von Konzentrations- und Depositionsratenverteilungen
wichtiger Inhaltsstoffe in der Wurzelwachstumszone dargestellt. Ziel ist nicht eine umfassende,
detaillierte Darstellung, sondern eine Klassifizierung der Stoffe beztigich ihrer auftretenden
Verteilungsmuster unter Standard-A nzuchtbedingungen.

Zeitliche und raumliche K onzentr ationsver teilungen

Fur Kohlenhydrate, Aminosduren und Anionen wurden Ernten zu vier Zeitpunkten des Tages
durchgefiihrt, die neben der Information tber die rdumliche Verteilung der Inhaltsstoffe in der
Wurzelwachstumszone auch einen ersten Anhaltspunkt Uber die Existenz von Tagesgangen der
fraglichen Inhaltsstoffverteilungen geben kdnnen. Die Differenzen zwischen den Messungen zu
verschiedenen Zeiten sind allgemein recht gering.

Fur Glucose beispielsweise betragen sie nur wenige Prozent des mittleren Gehaltes. Essind je-
doch in allen untersuchten Wurzel segmenten systematische zeitliche Unterschiede zu erkennen
(Abb. 6.11). Um 23 Uhr und um 7 Uhr treten hthere Gehalte auf als bei den beiden Messungen
um 15 Uhr. Die Resultate der Messungen um 15 Uhr stimmen jedoch nahezu perfekt tiberein.
Glucose zeigt zu jedem Zeitpunkt einen deutlich vom Apikalmeristem zur Basis der Wurzel-
wachstumszone hin abfallenden Konzentrationsgradienten.

Saccharose
30 |
200 20 1
10 A
—&— 15 Uhr (Tag 1)
I0) v— 23 Uhr 0 % 3% s &
L 150 A = 7 Uhr ) Fructose
o —e— 15 Uhr (Tag 2) T 307
= o
£ = 20
= £
§ 100 3 104
g 01
IS Glucose
3 100 +
S 50
N
50
0 ‘ 1
15 Uhr (1) 23 Uhr 7 Uhr 15 Uhr (2)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
i [ Segment 1 und 2
Entfernung von Wurzelspitze [mm] 01 Segment 3 bis 10
Abb. 6.11 Tagesgang des Glucose-K onzentr ationspr ofils Abb. 6.12 Tagesgang Kohlenhydrate

Im Rahmen der Messfehler ergibt sich fir alle drei untersuchten Kohlenhydratspezies dasselbe
Bild; insbesondere in den hinteren Segmenten, die die Elongationszone der Wurzel umfassen
(Abb. 6.12). Glucose- und Fructose-K onzentrationen steigen vom Meristem zur Basis der Elon-
gationszone hin an; die Saccharosekonzentration fallt dagegen ab.

Das Verhdltnis von Hexosensumme zu Saccharose betragt (bezogen auf mmol/g FG) im Meri-
stem 1 (30:30); in der Elongationszone 26 (130:5).
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Bel alen untersuchten Inhaltsstoffen wurden die mittleren Konzentrationen der Elongations-
zonen (Segment 3 bis 10) errechnet und auf den jeweiligen Substanz-Mittelwert (aller vier Zeit-
punkte) normiert. Tragt man diese normierten Gehalte gegen die Zeit auf, so wird erkennbar,
dass viele Inhaltsstoffe in den Nachtstunden erhohte Gehalte aufwei sen: Neben den untersuchten
Kohlenhydraten zeigen viele Aminosduren sowie einige Anionen in der Nacht tendenziell er-
hohte Gehalte (Abb. 6.13, Tab. 6.1).

Aminoséuren
Zucker Anionen

150

(%]

Glycin
Aspartat
Asparagin
Glutamin
Glutamat

AS Gesamt

(4 100 Mal 4
Sucrose 50 Cit

Fructose

23 Glucose

15 15 15
Uhrzeit Uhrzeit Uhrzeit

7

Abb. 6.13 Tagesgange fur Zucker, Anionen und Aminosauren in den Elongationszonen

Depositionsratenverteilung

Die Depositionsr ate einer Substanz in einem bestimmten Segment der Wurzelwachstumszone
kann mit Hilfe der Kontinuitétsgleichung (Kap. 2.3) errechnet werden. Falls die Konzentrations-
verteilung eines Stoffes sich zeitlich nicht andert (weder von Tag zu Tag, noch im Tagesgang),
fallt der zeitliche Term der Kontinuitétsgleichung weg und die Depositionsrate eines Stoffes er-
rechnet sich nach:

D(X) = C(x2)*v(x2) — C(x1)*v(x1)

Dabel steht D(x) fur die Depositionsrate an einer Stelle x der Wurzelwachstumszone, die zwi-
schen den Stellen x1 und x2 gelegen ist. C steht fir die Stoff-Konzentration; v fir die Geschwin-
digkeit des Gewebe-Elements im Wurzel-K oordinatensystem (siehe Kap. 1.4 sowie Abb. 6.28),
die sich aus dem Integral der REGR-V erteilung ergibt. Depositionsraten werden tblicherweise in
der Einheit nmol/mm/h errechnet und geben den Netto-Mengen-Eintransport pro Stunde in ein
bestimmtes Wurzel segment an. Auf den zeitlichen Term der Gleichung zur Berechnung von De-
positionsraten konnte verzichtet werden, da keine nennenswerten tageszeitlichen Veranderungen
der Konzentrationen auftreten.

Legt man die mittlere Wuchsratenverteilung des Wurzelwachstums unter Standardbedingungen
(Abb. 6.8) zugrunde, so kann man mit Hilfe einer Modellrechnung die wichtigsten Charkteristika
der Beziehung von Konzentrations- und Depositionsratenverteilungen grafisch veranschaulichen
(Abb. 6.14).
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Abb. 6.15 Biomassenverteilung entlang der Wur zel

Muster der raumlichen und zeitlichen Konzentrationsverteilungen

Die gemessenen Inhaltsstoffverteilungen kdnnen beztglich ihrer Konzentrationsgradienten in
verschiedene Klassen eingeteilt werden (Tab. 6.1). Aus der Klassenzugehorigkeit der Sub-
stanzen lassen sich auch Aussagen Uber ihre Depositionsratenverteilungen treffen (vergleiche
Abb. 6.14).

Es gibt Stoffe, die ein Maximum in der meristematischen (M) Region, den vordersten 2 Milli-
metern der Wurzel spitze, aufweisen und deren Gehalt zur Basis der Elongationszone (E) hin ab-
fallt. Diese Stoffe werden der Klasse ME zugeordnet. Hierzu gehort beispielsweise Kalium
(Abb. 6.16), dasim Meristem Gehalte von bis zu 130 pmol/g FG aufweist; am Ende der El on-
gationszone aber nur noch eine Konzentration von etwa 60 pmol/g FG hat. Inhaltsstoffe mit die-
ser Verteilung haben ihr Depositionsmaximum wie oben beschrieben wurde (Abb. 6.14) stets
apikal der Zone des starksten Wurzelwachstums.
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Stoffe mit der umgekehrten Verteilung, also mit monoton zum Apikal meristem hin abfallenden
Konzentrationen, werden der Klasse EM zugeordnet. Hierzu gehort bei spiel sweise Glucose
(Abb. 6.16) mit meristematischen Gehalten von 5 pmol/g FG und Spitzenwerten an der Basis der
Elongationszone von 120 umol/g FG. Das Depositionsmaximum dieser Stoffe liegt hinter der
Zone maximalen Wachstums (basal).

Ferner gibt es Stoffe, die nahezu homogen Uber die gesamte Zone verteilt sind (Klasse H; Depo-
sitionsmaximum genau in der Zone stérksten Wachstums) und inhomogen verteilte Stoffe ohne

monotonen Konzentrationsverlauf (Klasse IH), Uber deren Depositionsmaximum a priori nichts
ausgesagt werden kann. Zu letzterer Klasse gehort beispielsweise Phosphat (Abb. 6.16), dessen

Konzentrationsmaximum mit 8 pumol/g FG um vier Millimeter hinter der Wurzel spitze liegt.

Eine umfassende grafische Darstellung der Konzentrationsverteilungen der Inhaltsstoffe findet
sich weiter hinten (Abb. 6.23 und 6.24).

Stoffe, die eine Tendenz zur Existenz eines Tagesganges aufweisen, sind in Tabelle 6.1 mit ei-
nem Stern (*) gekennzeichnet.

Konzentrationen Depositionsraten
80 30
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Abb. 6.16 Konzentrations- und Depositionsratenprofile einiger beispielhaft ausgewahlter Substanzen
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Tab. 6.1 Gradienten, Konzentrationen und Tagesgange von | nhaltsstoffen in Maiswurzeln

Gradient: Raumliche Gradienten; die Inhaltsstoffe sind hierbei in folgende Klassen eingeteilt: EM (hthere Ge-
halte in der Elongationszone; rot), ME (hthere Gehalte im Meristem; blau), H (homogen), IH (inhomogen)
Fir Meristem (Merist.) und Elongationszone (Elongz.) sind jeweils mittlere K onzentrationen angegeben.

Falls ein Tagesgang der Inhaltsstoffverteilung zu erkennen ist, steht in der Rubrik Tagesg. ein Stern (*)

Anzucht in Wasser Anzucht in Nahrlésung
Inhaltsstoff ) Merist. | Elongz. Tagesgg ) Merist. | Elongz. Tagesgg
Gradient fumollg FG] *:ja) Gradient fumollg FG] *:ja)

Glucose EM 15 120 * EM 15 90 -
Fructose EM 2 40 * EM 2 23 -
Saccharose ME 28 4 * ME 15 3 -
Nitrat - EM 35 -
Citrat H - - 0 -
Malat EM 5 10 * ME 5 15 -
Chlorid EM 10 15 * ME 10 -
Sulfat H 4 4 - H 3 4 -
Phosphat IH 8 - IH 8 -
Kalium ME 130 60 ME 120 60
Calcium ME 5 3 ME 5 3
Magnesium ME 8 3 ME 9 4

Natrium IH 190 150 IH 200 170
Ammonium H 15 13 ME 40 25
Lithium ME 5 25 ME 3 1,5

AS Ges EM 40 50 * H 50 50 -
GIn H 10 12 * ME 23 13 -
Glu ME 8 2 * ME 5 2 -
Asn EM 3 7 * IH 4 9 -
Asp ME 6 1 * ME 5 1 -
Ser H 2 25 * H 2 25 -
Val EM 1 - EM 12 25 -
Gly EM 1,5 * EM 1,5 4 -
Ala IH 4 * IH 3 5 -
His H 18 18 * EM 0,3 1 -
Phe EM 0,4 1,3 * EM 0,3 1,3 -
Tyr EM 0,2 1,0 * EM 0,2 1,1 -
Leu EM 0,3 0,9 - EM 0,3 1,2 -
GABA ME 1,0 0,4 * H 0,3 04 -
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6.2 Einfluss externer Nahrstoff-Verfugbarkeit

Mit Hilfe der nachfolgend beschriebenen Versuche kann untersucht werden, wie sich die Art der
Na&hrstoff-Rekrutierung auf Wachstumsmuster der Wurzel auswirkt. In Wasser ist die Wurzel auf
einen Eintransport der Nahrstoffe aus dem Endosperm angewiesen; in Nahrldsung (hohe externe
Nahrstoff-Verfligbarkeit) kann sie die extern angebotenen Nahrstoffe nutzen.

Versuchsdesign

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit fanden mehrfach Anzuchten von je 20 Maiskeimlingen im
Durchfluss-Rhizotron statt, die einen Vergleich des Wachstumsverhaltens von Wurzeln unter
verschiedenen externen Nahrstoff-Verfligbarkeiten erlaubten (je 10 Replikate). Die Populationen
wurden dabel entweder in bidestilliertem Wasser (Abkulrzung: ,Wasser*) oder in Ingestad-Nahr-
[6sung mit 10 mM Stickstoffkonzentration (Abkirzung: , Nahrlésung') kultiviert. Bel Verwen-
dung von Ingestad-Nahrl6sung standen in der Nahrldsung alle von der Pflanze bendtigten Mikro-
und Makronahrelemente in ausreichender Menge zur Verfiigung (N&hrl dsungszusammensetz-
ung: siehe Kap. 2.1). Die Ubrigen externen Kultivierungsbedingungen entsprachen den in

Kap. 6.1 genannten Standardbedingungen. Wachstumsverteilungen und Inhaltsstoffe wurden
nach einer Inkubationszeit von drei Tagen im Rhizotron gemessen.

In einem separaten Versuch (drei Replikate) wurde die dynamische Wachstumsreaktion einer zu-
wachsenden Wurzel bei instantaner Anderung der externen Nahrlésungs-Verfiigbarkeit unter-
sucht. Die untersuchte Pflanze wurde in Wasser kultiviert; nach zwel Tagen Inkubation im Rhi-
zotron wurde Ingestad-Nahrl6sung addiert (Stickstoff-Endkonzentration: 10 mM); die externe
Nahrstoff-Verfligbarkeit anderte sich hierbei sprunghaft.

6.2.1 Wachstum

Biomassever haltnisse

Keimlinge, die im Rhizotron unter 350 35
Einsatz von N&hrldsung kultiviert 300 - C—J Wasser |} 30
. . . . I Nahrlosung
werden, erreichen eine insgesamt ho- 250 - 25
here Biomasse sowie ein hoheres 200 - L 20 S
=
n

Spross-Wurzel-Verhdtnis als Keim- 150
linge aus Wasser-Anzuchten 100 -

(Abb. 6.17). Die Wurzel erreicht al- 50 4

lerdings kein signifikant hoheres 0

Frischgewicht; ebenso ist die Sei- Sprofé - Wurzel SWv
tenwurzel ausbildung nahezu unbeein-
flusst.

- 15

- 1,0
m - 0,5
- 0,0

Anzahl Seitenwurzeln

FG [mg] bzw. Anzahl Seitenwurzeln

Abb. 6.17 Biomassenver haltnisse in Wasser und Nahrldsung

SWV bezeichnet den Quotienten des Frischgewichtes von Spross
und Wurzel
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Absolute Wuchsr ate

Eine signifikante Anderung ergibt sich jedoch hinsichtlich der Wachstumsgeschwindigkeit der
Wurzelspitze: In Nahrlésung werden geringere Werte gefunden alsin Wasser. Bei Vermessung
der absoluten Wuchsrate mittels Punktmarkierungen werden fir Wurzeln aus Wasser-Anzucht
Wachstumsgeschwindigkeiten von 2,64 mm/h; fir Wurzeln aus Nahrl6sungsanzucht 1,67 mm/h
gemessen (Abb. 6.18).

Verteilung der Element-Wuchraten

Gemittelt Uber ale mit der DISP-Methode untersuchten Wurzeln hinweg (jewells finf Wurzeln),
zeigt sich, dass die starksten Wachstumsdifferenzen zwischen Wurzeln beider Anzuchten in der
Zone maximaler Wachstumsaktivitét auftreten (Abb. 6.19). Hier werden Mittelwerte fir V spitze
von 2,63 (Wasser) bzw. 1,89 mm/h (Nahrlésung) gefunden. Die maximale Wuchsrate betragt

47 %/h (Wasser) bzw. 34 %/h (Nahrl6sung). In der basalen, abfallenden Flanke der Verteilung
unterscheiden sich die Element-Wuchraten deutlicher alsim apikalen (meristematisch aktiven)
Tell der Wachstumszone. Die Langen der Wachstumszonen sind identisch (10 mm); ebenso die
Position des REGR-Maximums (4 mm).

- 60
= 37 = 50 - o
= < Wasser
E 241y X, 40 1 —o— Nahrlosung
@ ne 30 ~
2 1 O] 4
>w IE.I:J 20
0 10 -
W NL 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Entfernung von Wurzelspitze [mm]
Abb. 6.18 Vgire in Wurzeln aus Abb. 6.19 REGR-Verteilungen fur Wurzeln aus Wasser und
Wasser (W) und Nahrlésung (NL) N&hrldsung

Mittel aus je funf 1-h-DISP-Mittelwerten verschiedener Wurzeln

Vergleicht man die Frischgewichtsverteilung in den

Wachstumszonen der Wurzeln aus den unterschied- E 1.0

lichen Behandlungen, so zeigt sich, dass die Wurzeln g 08 -

der Nahrlésungsanzuchten eine hohere Biomasse pro E 0,6 -

Segmentlange haben (Abb. 6.20). Da der Trockenge- % 0.4 -

wichtsanteil von Wurzeln beider Anzuchten bei acht 2 4,5 ©O— Wasser

. . . . c —&— Nahrlosung
Prozent liegt (Daten nicht gezeigt), bedeutet dies, 2 0
u y T T T T T T T T T

dass die in Nahrldsung kultivierten Wurzeln dicker 01234586728 910
s.nd as dlgenlgen aus blde?tllllertem Wasser. Dort Entfernung von Wurzelspitze [mm]
jmtt Zwar ene raSChe_re Verlangerf'mg dgr Wurzgln as Abb. 6.20 Frischgewichtsverteilung von Wurzeln
in Nahrlosung auf; die Wurzeln bilden jedoch einen aus Wasser und Nahrlosung

geringeren Durchmesser aus. Mittelwerte der Ernten aller Segmente
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Transversal-Oszillationen

Auch bezliglich der oszillatorischen Bewegung der wachsenden Wurzel spitze ergibt sich ein
Unterschied zwischen Wurzeln, die bei unterschiedlicher externer Nahrstoff-Verfligbarkeit ange-
zogen werden: Wahrend in bidestilliertem Wasser eine Oszillationsperiode von 40 bis 70 Minu-
ten auftritt (Abb. 6.9), ist in Nahrlésung im Wesentlichen eine Oszilationsperiode von 10 bis 15
min zu finden (Abb. 6.21). Diese ist
mehr oder weniger deutlich von einer
Oszillation der gréf3eren Periodenlan-
ge Uberlagert. Dies legt den Schluss
nahe, dass die Oszill-ationsfrequenzen
von der Art der Nahrstoffversorgung
in die Wurzel-wachstumszone hinein
abhangen: bei Versorgung der Zone
durch das Endo-sperm des Samens
tritt eine langsame-re Oszillationsbe- ) T per = 65 min

wegung auf als bei Aufnahme von -3 - - - - -
Nahrstoffen tber eine kiirzere Strecke 00 5200 %40 300 S0 400 420
hinweg aus der Rhizo-sphére (siehe
hierzu Kap. 9.3).

vy [mm/h]

Zeit [min]
Abb. 6.21 Y-Oszillation der Wurzelspitze in Nahrldsung

Wachstumsr eaktion bei sprunghafter Anderung der externen Nahr stoff-Verfiigbarkeit

Die Verteilung der Element-Wuchsraten zeigt bereits wenige Stunden nach einer Anderung der
externen Nahrstoff-Verfligbarkeit eine deutliche Reaktion (Abb. 6.22).

Im oben beschriebenen Experiment (Versuchsdesign) ergibt sich vor der Nahrldsungszugabe ei-
ne nahezu lineare Zunahme der REGR-V erteilung von der Wurzel spitze (0 %/h) bis zum 4 mm
dahinter gelegenen Punkt der maximalen Wachstumsaktivitét (Uber 50 %/h). Die Verteilung fallt
mit einer recht geringen, gleichmél3igen Steigung (REGR bel 7 mm tber 30 %/h) bis zum Ende
der Wachstumszone hin ab. Ein solch moderater Abfall an der basalen Flanke ist typisch fur eine
Wachstumsverteilung unter Standardbedingungen, bei denen die zwei Aktivitatspeaksin der Zo-
ne starksten Wachstums miteinander verschmolzen sind.

Bereits zwel Stunden nach Erhohung der externen Nahrstoff-Verfligbarkeit ist Uber die gesamte
Lange der Wachstumszone hinweg eine deutlich verminderte Wachstumsaktivitat wahrzuneh-
men; vor alem jedoch in den ansteigenden und abfallenden Flanken der Verteilung. Nach funf
Stunden zeigt sich wieder eine Zweiteilung der maximalen Wachstumsaktivitét; die im weiteren
Verlauf des Experiments erhalten bleibt. Nach 15 Stunden hat sich die fur Nahrlsungsanzuchten
typische REGR-Verteilung ausgebildet: Der basale Peak des Aktivitatszentrums (REGR bei

4 mm: 40 %/h) ist etwas hoher als der apikale Peak; die Wachstumsaktivitét klingt nach hinten
rascher ab (REGR bei 7 mm: 20 %/h) als bei fehlender externer N&hrstoff-Versorgung.
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Zusammenfassend kann die Wachstumsreaktion der Wurzel in diesem Experiment wie folgt be-
schrieben werden:

Die maximale Element-Wuchsrate sank von 50 auf 40 %/h ab; die Position des Aktivitats-
zentrums blieb konstant etwa 4 mm hinter der Wurzelspitze; bis 10 mm hinter der Wurzel spitze
war wahrend des gesamten Experiments eine minimale Wachstumsaktivitat zu erkennen.

i 15 h
60

40

20

60 | 7 h
40

20

60 - 5h

40 -

REGR [%/h]

20

60—- 2h
40 -

20

50 Vor NL-Zugabe (0 h)

40

20

Entfernung von Wurzelspitze [mm]

Abb. 6.22 Entwicklung der REGR-Verteilung wahrend &i-
nes Nahrstoff (NL)-Additionsexperiments
Dargestellt sind Stundenmittel der DISP-Messung
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6.2.2 Inhaltsstoffverteilungen

Die Verteilungen von Inhaltsstoffen in Wurzeln aus unterschiedlichen externen Nahrstoff-
Verhdltnissen werden in diesem Abschnitt hinsichtlich zweier Char akteristika untersucht:

Raumliche Verteilung (Tab. 6.1; Abb. 6.23 und Abb. 6.24)
Tageszeitliche Variation (Tab. 6.1; Abb. 6.25)

Aufgrund der bei diesen raumlichen und zeitlichen Analysen gewonnenen Erkenntnisse kdnnen
dann im néachsten Schritt folgende abgeleitete Gr6l3en der Inhaltsstoffverteillung berechnet
werden:

I ntegrale Substanz-Mengen in der gesamten Wachstumszone (Abb. 6.26 und Abb. 6.27)
I ntegrale Substanz-Depositionen in der gesamten Wachstumszone (Abb. 6.26 und 6.27)
Ladungsbalance innerhalb der Wurzelwachstumszone (Abb. 6.26 und Abb. 6.27)
Substanzaustausch zwischen Wachstumszone und Restwurzel (Tab. 6.2)

Raumliche Gradienten der Inhaltsstoffverteilungen (Tab. 6.1, Abb. 6.23 und Abb. 6.24)
Konzentrationen von Zuckern und Aminosauren
Das externe Angebot dieser Stoffe unterscheidet sich in den beiden Behandlungen nicht.

Bel den Zuckern treten keine nennenswerten Unterschiede zwischen Wurzeln beider Behand-
lungen auf; insbesondere, wenn nicht die Biomasse, sondern die Segmentlange als Bezugsgroélie
gewahlt wird. So sind z.B. die niedrigeren Glucose-Konzentrationen pro g Frischgewicht in
Wourzeln aus Nahrldsungs-Anzucht auf das hohere Frischgewicht der Wurzel ssgmente zurtick-
zuftihren. Pro Millimeter Segmentlange ergeben sich nahezu identische Konzentrationen.

Auch die meisten Aminosauren zeigen sehr ahnliche Konzentrationsprofile in Wurzeln der ver-
schiedenen Behandlungen. Eine wichtige Ausnahme hiervon stellt Glutamin dar, das in néhr-
stofffreien Verhatnissen eine nahezu homogene Verteilung mit tendenziell niedrigeren Gehalten
im Meristem zeigt, wahrend seine Konzentration in Wurzeln der Nahrlésungsanzucht deutlich
vom Meristem zur Basis hin abféllt. Die meristematische Glutamin-Konzentration ist in Wurzeln
der Nahrl6sungsanzucht mehr als doppelt so hoch wie in Wurzeln der Wasser-Anzucht. Gluta-
mat zeigt im Meristem einen gegensinnigen Unterschied. Die absoluten Konzentrationen der
Aminosduren sind in Nahrlsung leicht erhoht, was nahezu ausschliesslich durch den Effekt von
Glutamin zustande kommt, der von Glutamat etwas kompensiert wird.

Depositionsraten

Bezlglich der Depositionsratenprofile ergeben sich nur minimale Unterschiede zwischen Wur-
zeln der verschiedenen Anzuchten; selbst im Fall von Glutamin sind die Profile nahezu identisch
(einzige grafisch dargestellte Depositionsratenprofile; siehe Abb. 6.23), da die Konzentrations-
unterschiede hauptsachlich im kaum zuwachsenden Meristem auftreten.
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Abb. 6.23 Rdumliche Verteilungen der Zucker- und Aminosiuren-K onzentrationen in der Wur zelwachstumszone

Von oben nach unten: Zuckerkonzentrationen (Bezugsgrofie: Frischgewicht); Zuckerkonzentrationen (Bezugsgrofie: Seg-
mentlange); Aminosdurekonzentrationen (Bezugsgrofie: Frischgewicht) inklusive Depositionsratenverteilung Glutamin.
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Konzentrationen von Anionen und Kationen

Das externe Angebot der meisten untersuchten lonen unterscheidet sich bei den beiden Behand-
lungen (Ausnahme: Citrat, Malat und Lithium).

Bel den Anionen- und Kationengehalten zeigen sich deutlichere Unterschiede als bei Zuckern
und Aminosauren im Vergleich der beiden Behandlungen. Die Stickstoff-Spezies Nitrat und
Ammonium zeigen in Nahrldsung hthere Gehalte; Nitrat tritt sogar nur bei VVorhandensein ex-
terner Nahrstoffe auf; die Konzentration steigt vom Meristem (2 pmol/g FG) bis zum Ende der
Wachstumszone (Uber 30 mmol/g FG) nahezu linear an. Ammonium ist zwar in Wurzeln beider
Behandlungen zu finden, weist jedoch bel hoher Nahrstoff-V erflgbarkeit eine etwa doppelt so
hohe Konzentration auf; im Meristem ist sein Gehalt um einen Faktor drei erhoht (40 statt 15

pmol/g FG).
Die Anionen Citrat, Malat und Chlorid zeigen dagegen unter Nahrstofffreien externen Beding-

ungen erhohte Konzentrationen. Die Malat- und Chlorid-Konzentrationsprofile der beiden Be-
handlungen unterscheiden sich dabel ausschliesslich in der Elongationszone.

Sulfat, Phosphat, Kalium, Calcium, Magnesium und Natrium zeigen trotz veranderten externen
Nahrstoff-Angebots keine veranderten Konzentrationsprofile. Dies zeigt, dass die Wurzel bezlg-
lich vieler Inhaltsstoff-K omponenten in der Lage ist, einen recht hohen Grad der Homdostase
aufrecht zu erhalten, solange die Reserven des Endosperms dazu ausreichen.

Depositionsraten

Bel den Kationen sind generell deutlichere Gradienten vom Meristem zur Basis der Elongations-
zone hin ausgeprégt als bei den Anionen, die summarisch eine recht homogene Verteilung zei-
gen. Ein zur Basis der Elongationszone hin deutlich ansteigender Konzentrationsverlauf kann
nur fur Nitrat in Nahrldsungs-Anzuchten festgestellt werden. Dies bedeutet, dass die untersuch-
ten Anionen vorwiegend in der Zone maximaler Wachstumsaktivitét deponiert werden, wahrend
die Kationendeposition ihr Maximum in einem apikaleren Abschnitt der Wachstumszone auf-
weist (vergleiche Abb. 6.14). Elektroneutrale Verhaltnisse konnten beispiel sweise durch Varia-
tionen von (vorwiegend negativ geladenen) Proteingruppen der Zellwandmatrix eingestellt wer-
den. Depositionsratenverlaufe von Kationen werden im Bezug auf den Effekt des externen pH-
Wertes weiter unten noch eingehend besprochen (Kap. 6.3.2; Abb. 6.31).

Manche Inhaltsstoffe (z.B. Asparagin, Glycin) zeigen zwar wahrend des Messintervalls eine ste-
tige Zunahme; die in ndhrstofffreier Anzucht tendenziell zu entdeckenden Tagesgange
(Abb. 6.13) treten jedoch bei keinem der untersuchten Inhaltsstoffe in Erscheinung.

C/N-Verhéaltnis

Eine wichtige Grof3e des pflanzlichen Metabolismus ist das Verhaltnis von Kohlenstoff zu Stick-
stoff. Fur die in diesem Abschnitt betrachteten Spezies gilt, dass die kohlenstoffhaltigen Verbin-
dungen eine von der Behandlung unbeeinflusste K onzentration zeigen; die N-Spezies jedoch ei-

ne deutlich hohere Konzentration bel hoher externer Nahrstoff-Verfligbarkeit.
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Abb. 6.24 Rdumliche Verteilungen von Anionen- und Kationen-Konzentrationen in der Wur zelwachstumszone

Ergebnisse: Wurzelwachstum
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Tageszeitliche Variation der Inhaltsstoff-K onzentrationen

Bel keinem der untersuchten Inhaltsstoffe von Wurzeln aus Néhrldsungs-Anzucht kann eine
deutliche tageszeitliche Variation erkannt werden (Abb. 6.25). Die Mittelwerte der Segmente der
Elongationszone (siehe Kap. 6.1.4) sind zu allen vier Messzeitpunkten bei den meisten unter-
suchten Substanzen vergleichbar; wenige Inhaltsstoffe weisen eine stetig ansteigende Konzen-
tration auf (z.B. Asparagin und Glycin). In Wurzeln aus Wasser-Anzuchten konnen hingegen
tendenziell fur die meisten Substanzen Tagesgange entdeckt werden (Abb. 6.13).

Das Vorhandensein einer hohen externen Nahrstoff-Verfligbarkeit wirkt sich also offenbar giin-
stig auf die zeitliche HOmoOstase der |nhaltsstoff-Zusammensetzung aus.

Zucker Anionen Aminosren

Glycin
Aspartat
Asparagin
Glutamin
Glutamat

AS Gesamt

Sucrose

Fructose

23 Glucose

7
Uhrzeit

15

Uhrzeit Uhrzeit

Abb. 6.25 Tagesginge der Inhaltsstoffkonzentrationen der Elongationszone in Nahrlésungsanzucht

Die Konzentrationen der Segmente 3 bis 10 wurden gemittelt und auf den Mittelwert aler vier Zeitpunkte
(von Wurzeln aus Wasser- und Nahrl ésungsanzucht) normiert (siehe Kap. 6.1.4; Abb. 6.16).

6.2.3 Integrale Betrachtung von Substanzmengen und Substanzdepositionen

Ziel der néchsten beiden Abschnitte ist es, Aussagen Uber die Ladungserhaltung in der Wurzel-
wachstumszone zu treffen sowie mogliche summarische Regul ationsmechanismen auf Ebene der
Inhaltsstoffe bezuglich des Wachstums unter verschiedener externer Nahrstoff-Verfligbarkeit zu
untersuchen. Hierfir werden abgel eitete Grof3en verwendet, die sich aus den Resultaten der zeit-
lich und raumlich hoch aufgel 6sten Messungen der vorigen Abschnitte ergeben.

Begonnen wird diese Betrachtung mit einer Analyse der summarischen Mengen und Depositi-
onen von Inhaltsstoffen der verschiedenen untersuchten Klassen. Dabel wird Uber die Segmente
der Wachstumszone sowie Uber die einzelnen Spezies einer Stoffklasse integriert.

Zwei wichtige Voraussetzungen fiir die Giiltigkeit der folgenden Uberlegungen sind dabei:

1. Die Lange der Wachstumszonen ist von der Behandlung unabhéngig (siehe Abb. 6.19). So
kann fur Wurzeln beider Behandlungen dieselbe Anzahl von Segmenten fiir die Berechnung
von integralen Grof3en der Wurzelwachstumszone betrachtet werden.

2. Weder beztglich der Wachstumsverteilung noch bezliglich der Inhaltsstoffverteilung treten
Tagesgange auf. Dies ermoglicht die in Kap. 6.1.4 geschilderte, vereinfachte Berechnung
von Depositionsraten.
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Zucker

Die Summe der Gehalte |6slicher Zucker ist in Wurzeln beider Behandlungen gleich hoch und
betragt 600 nmol (Abb. 6.26). Leicht erhdhte Glucosegehalte von Wurzeln aus Nahrldsung wer-
den von leicht verminderten Gehalten von Fructose und Saccharose kompensiert. Beziiglich der
Deposition unterscheiden sich die Verhaltnisse der beiden Behandlungen jedoch: In Wurzeln aus
Wasseranzuchten wird eine hohere Menge an Zuckern deponiert (210 gegentiber 150 nmol/h).

Aminosauren

Hier werden umgekehrt fir die meisten Spezies zwar hthere Stoffmengen bel Versorgung mit
Nahrlésung erhalten (AS Gesamt: 330 gegentiber 230 nmol); die Deposition innerhalb der Wur-
zelwachstumszone unterscheidet sich jedoch nicht fir die Wurzeln beider Behandlungen (Abb.
6.26). Die Summe der deponierten Aminosduren liegt jeweils bei 55 nmol/h. Ein inter-essanter
Effekt ist bei Glutamin zu sehen: Zwar unterscheidet sich die Menge in den beiden Behandlun-
gen um den Faktor zwel (110 bzw. 60 nmol); die Depositionssumme ist jedoch mit 15 bzw. 16
nmol/h gleich hoch, da die Depositionsratenverteilungen (Abb. 6.23) sich nur im Meristem ge-
ringfligig voneinander unterscheiden.

Kationen und Anionen

Hier werden die Konzentrationen und Depositionen nicht auf die molekularen Gehalte, sondern
auf die Ladungsequivalente bezogen, da fur diese Stoffe nur eine summarische Betrachtung der
L adungsausgleich-Verhdtnisse Sinn macht (Phosphat und Citrat: 3-fach geladen; Ca, Mg, Sulfat,
Malat: 2-fach; alle anderen 1-fach).

Bel den Kationen und Anionen (Abb. 6.27) sind die Ladungsequivalentmengen in nahrstofffreier
Anzucht geringer asin Nahrldsung (Kationen: 1370 gegeniiber 1730 nmol; Anionen: 350 ge-
genuiber 400 nmol). Dieser Unterschied stimmt mit dem Unterschied im Frischgewicht der be-
trachteten Wachstumszonen Uberein; das heisst, beztiglich der Ladungsaquivalente sind die
Summe der Kationen- und der Anionenkonzentrationen jeweils von der Behandlung unabhangig.
Ebenso ist die Depositionssumme weder bei Kationen noch bei Anionen von der Behandlung
abhangig (Kationen: 300 nmol/h; Anionen: 90 nmol/h). Die verminderten Depositionen von
Ammonium und Nitrat in Wurzeln der Wasser-Anzucht werden durch erhdhte Depositionen von
Natrium, bzw. Citrat, Malat und Chlorid ausgeglichen.

Ein Ladungsausgleich ist jedoch in der Wurzelwachstumszone weder beztiglich der vorhandenen
noch beziiglich der netto eintransportierten Mengen zu sehen: Die Werte fUr Kationen liegen erheb-
lich hoher als die Werte fur Anionen. Ein denkbarer Mechanismus zur Etablierung der Ladungs-

neutralitét ist wie bereits erwahnt die Synthese von Uiberwiegend negativ geladenen Proteinen.
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C/N-Verhéltnis

Das bezuglich der in der Wachstumszone vorliegende erhohte C/N-Verhdltnis bei Anzucht in
Wasser gegentiber Anzucht in N&hrlésung kommt also sowohl durch einen erhéhten Eintransport
von Kohlenstoffverbindungen zustande al's auch durch einen verringerten Eintransport von Nitrat
und Amonium, nicht jedoch durch einen verringerten Eintransport von Aminosauren Letzterer ist
von der externen Nahrstoff-Verfligbarkeit nicht beeinflusst.
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Abb. 6.26 Summe der Stoffmengen und Depositionsraten in der Wurzelwachstumszone: Zucker
und Aminosauren
(W: Anzucht in Wasser; NL: Anzucht in N&hrldsung)
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Abb. 6.27 Summe der Equivalentmengen und -depositionsraten in der Wurzelwachstumszone:
Anionen und Kationen
W: Anzucht in Wasser; NL: Anzucht in Nahrldsung

6.2.4 Betrachtung von Flussraten an der basalen Grenzflache der Wurzelwachs-
tumszone

Ziel des nachfolgenden Abschnittes ist es, Aussagen beziiglich des Stoffaustauschs Uber die
Grenzflache zwischen der Wur zelwachstumszone und dem dahinter angrenzenden, sich nicht
mehr verlangernden Teil der Wurzel zu machen. Wie gezeigt werden wird, ergeben sich daraus
schussendlich Aussagen tber die Sink-Source-Mechanismen der Wachstumszone.

Eine wichtige gedankliche Voraussetzung fur die Betrachtung der Verhatnisse an dieser Grenz-
flache ist die Verwendung des Wur zelkoor dinatensystems (Abb. 6.28):
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Aus der Sichtweise des Wurzelkoordinatensystems bleibt die Wurzel spitze stets an derselben
Stelle. Die Expansion der Zellen innerhalb der Wurzelwachstumszone bringt es mit sich, dass
aus der Wachstumszone stetig Gewebe nach hinten abgegeben wird. Innerhalb der Wachstums-
zone nimmt die Geschwindigkeit dieses VVorgangs nach hinten kontinuierlich zu (vergleiche vy in
Abb. 6.7 B und in Abb. 6.30). Vom Erreichen der Grenzflache an bleibt die Geschwindigkeit
konstant, mit der ein Gewebe-Element nach hinten transportiert wird.

Fur die Inhaltsstoff-K onzentrationsprofile ergeben sich im Wurzelkoordinatensystem stets kon-
stante Verteilungen, die meist entweder ein konstant ansteigendes oder ein konstant abfallendes
Verhalten zeigen. Stets néhern sich die Konzentrationen asymptotisch dem Wert am Ende der
Wachstumszone an. Im Laborkoordinatensystem wirde sich die Konzentration (aufgrund der
Bewegung der Wurzel) sténdig éndern.

Laborkoordinatensystem — V'(X) = V(X) - Vserze —»  Wurzelkoordinatensystem

Absolute Flussrate =
Integrale Deposition =
AFR [anI/h] = VSPITZE*C

Ort b Ort
© I_Q_‘ Ce — - V’(X) = - Vspimze
cf lco] [Ce— V(X)=0 C| c c
o] ||
o \
m
= \ Gesamt-
7 menge
/ G [nmol]

‘ R
V'(x) = 0

V(X) = Vserze

‘ Relative Flussrate RFR [%/h] = AFR/G
> Zeit > Zeit

Abb. 6.28 Berechnung von Absoluten und Relativen Flussraten im Wur zelkoor dinatensystem

Beide Grof3en quantifizieren den Stoffaustausch zwischen der Wurzelwachstumszone und dem dahinter
liegenden, sich nicht mehr verléngernden Teil der Wurzel.

Absolute Flussrate (AFR)

Der Transport eines bestimmten Inhaltsstoffes aus der Wachstumszone in den dahinter liegen-
den, sich nicht mehr verlangernden Teil der Wurzel hinein, ergibt sich aus dem Produkt der Ge-
schwindigkeit und der Konzentration (Menge/Segment) an dieser Stelle. Da sowohl die Konzen-
tration als auch die Geschwindigkeit Uber den Tag hinweg konstant bleiben, herrscht stets die
gleiche Flussrate aus der Wachstumszone heraus nach hinten. Die Flussrate eines bestimmten
Stoffesist dabei um so hoher, je hoher seine Konzentration am Ende der Wachstumszone ist (die
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Geschwindigkeit, mit der die Konzentration multipliziert wird, bleibt jeweils gleich). Die Fluss-
rate entspricht genau der integralen Netto-Deposition des Stoffes in die Wachstumszone hinein:
Alles, was die Wachstumszone tber die genannte Grenzfléche verlasst und damit Bestandteil der
nicht mehr wachsenden Wurzel wird, muss zuvor in die Wachstumszone hinein deponiert wor-
den sein; entweder @) aus dem externen Substrat, b) via Leitgewebe aus den dahinter liegenden
Teilen der Pflanze. Weiterhin trégt c) die Verteilung und Intensitdt metabolischer Prozesse in-
nerhalb der Wachstumszone zur Veranderung der Stoffdeposition und damit zum spezifischen
Transport aus der Wachstumszone bel.

Relative Flussrate (RFR)

Diese Flussrate kann nun in Beziehung gesetzt werden zur Gesamtmenge des jeweiligen Stoffes
in der Wachstumszone. Die Gesamtmenge ergibt sich aus der Summation der in den einzelnen
Segmenten gemessenen Gehalte. Der Quotient aus Flussrate und Gesamtmenge gibt die relative
Flussrate dieses Stoffes aus der Wachstumszone in die sich nicht mehr verlangernde Wurzel an
und kann fur Vergleiche zwischen verschiedenen Substanzen oder Behandlungen oft eine sehr
aussagekraftige Grof3e sein.

Biomasse-Flussr aten

Begonnen wird diese Betrachtung mit den Verhaltnissen der Biomasse, fr die die oben genann-
ten Uberlegungen in gleicher Weise zutreffen, wie fiir Inhaltsstoffe der Wurzel. Die Berechnung
der BiomassenflUsse ist dartiber hinaus von zentraler Bedeutung fur die Charakterisierung des
Wachstumsverhaltens unter veranderten externen Bedingungen, da sie selbst eine Bezugsgroiie
zur Einordnung der Substanz-Flussraten darstellt.

Am Ende der Wachstumszone herrscht eine Geschwindigkeit von 2,63 (Wasser) bzw. 1,89
(Nahrlésung) mm/h. Die spezifischen Frischgewichte der letzten Segmente betragen 0,5 bzw.
0,69 mg/mm. Setzt man diese Werte in die Formel zur Berechnung der absolute Flussrate ein
(Abb. 6.28), dann ergibt sich ein Wert von 2,63 * 0,5 = 1,3 [mg/h] in nahrstofffreier, sowie ein
Wert von 1,89 * 0,69 = 1,3 [mg/h] in néhrstoffhaltiger Losung (Tab. 6.2). In beiden Fallen wird
also pro Zeiteinheit gleich viel Biomasse produziert. Die Gultigkeit dieser Aussage kann anhand
der Frischgewichtsbestimmung der kompletten Wurzel verifiziert werden (Abb. 6.1): Die Wur-
zeln sind nach drei Tagen in beiden Behandlungen gleich schwer.

Die Gesamtmasse Ggj, der Wurzelwachstumszone unterscheidet sich jedoch: Fir Wurzeln aus
Wasser-Anzucht ergibt sich ein Wert von 5,3 mg; in Nahrldsung ein Wert von 6,4 mg (siehe
Abb. 6.20). Das bedeutet im Hinblick auf die relative Flussrate der Biomasse:

Eine Wurzelwachstumszone aus Wasseranzucht gibt pro Stunde einen Bruchteil von

100 * 1,3/ 5,3 = 24,5 % an den weliter hinten liegenden, nicht mehr wachsenden Teil der Wur-
zel ab; eine Wachstumszone aus Nahrl6sungsanzucht gibt dagegen pro Stunde lediglich einen
Bruchteil von 19,9 % an diesen Teil der Wurzel ab. Somit ist gezeigt, dass die relative Wuchs-
rate der Wachstumszone bei Anzucht in Wasser hoher ist als bel Anzucht in Nahrlésung. Bel
Wurzeln aus Wasseranzucht befindet sich nach einer Stunde etwa 1/4; bel Wurzeln aus Néhrl6-
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sungsanzucht etwa 1/5 der Ausgangsmasse der Wachstumszone im nicht mehr wachsenden Be-
reich der Wurzel.

Differenzflussraten

Die berechneten Werte des Biomasse-Flusses kdnnen auch als Bezugsgr 63en fiir die Fluss-
raten der Inhaltsstoffe dienen. Weist eine bestimmte Substanz eine hohere relative Flussrate
auf as die Biomasse, so bedeutet dies, dass der , Ausfluss' dieser Substanz (in diesen , Fluss -
Begriff gehen Transport und Metabolismus ein) mit der herausfliessenden Biomasse dessen Ein-
transport in die Wachstumszone (via Aufnahme aus der Rhizosphére, L eitgewebe oder Syn-these
vor Ort) Uberschreitet; die Wachstumszone stellt beziglich dieser Substanz ein Source-Gewebe
flr den Rest der Wurzel dar. Waren die Verhaltnisse ausgeglichen, so miisste der Aus-transport
des Inhaltsstoffes dem Austransport der Biomasse entsprechen. Ist der Austransport der betrach-
teten Substanz geringer als der Biomasseaustransport, so stellt die Wurzelwachstumszone fir
den betrachteten Stoff ein Sink-Gewebe dar.

Die Differenz zwischen der relativen Flussrate der Biomasse und der relativen Biomasse einer
Substanz wird nachfolgend , relative Differenzflussrate’ genannt. Die absolute Differenzfluss-
rate errechnet sich als Produkt aus relativer Differenzflussrate und Gesamtmenge des Inhalts-
stoffes in der Wachstumszone.

Wie den vorangehenden Betrachtungen entnommen werden kann, ist die absolute Differenzfluss-
rate um so hoher (Wachstumszone al's Source), je stérker das Konzentrationsprofil der betrachte-
ten Substanz vom Meristem zur Basis der Elongationszone hin ansteigt: Wenn der Anstieg des
Konzentrationsprofils den Anstieg des spezifischen Frischgewichtsprofils Giberschreitet, ist die
relative Flussrate der Substanz hoher als die relative Flussrate der Biomasse und es ergibt sich
eine positive relative Differenzflussrate. Fallt das Konzentrationsprofil dagegen vom Meristem
zur Basis der Elongationszone ab (Wachstumszone als Sink), so verlasst nur ein geringer Teil der
in der Wachstumszone befindlichen Substanzmenge die Wachstumszone via Biomasse-Aus-
transport; die relative Differenzflussrate nimmt einen negativen Wert an.

Flussraten von I nhaltsstoffen

Fur alle Inhaltsstoffe mit nachweisbaren Konzentrationen ergeben sich positive absolute Fluss-
raten in den nicht mehr wachsenden Teil der Wurzel hinein (Tab. 6.2). Die relativen Flussraten
der untersuchten Inhaltsstoffe bewegen sich in einem Bereich von 10 bis 40 % fur Wurzeln aus
Wasseranzucht; bzw. in einem Bereich von 9 bis 34 % fur Wurzeln aus Nahrlésungsanzucht.

Bezliglich der Sink-source-Mechanismen der Wurzelwachstumszone kann dabei folgendes fir
die jeweiligen Substanzen ausgesagt werden:

Zucker

Glucose und Fructose zeigen in beiden Behandlungen positive relative Differenzflussraten; in
Wasser-Anzucht treten jedoch deutlich hohere Werte auf (Tab. 6.2). Bei Glucose findet sich in
Wasseranzucht eine relative Differenzflussrate von 12 %/h (Fructose: 15 %/h); in Nahrl6sungs-
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anzuchten ergibt sich eine relative Differenzflussrate von 5 %/h (Fructose: 2,3 %/h). Saccharose
zeigt in beiden Behandlungen eine negative Differenzflussrate von vergleichbarer Intensitét
(-12 %/h in Wasseranzucht; -11 %/h in Nahrlésungsanzucht). Aufgrund der physiologischen
Rolle und der aus der Literatur bekannten enzymatischen Ausstattung sind diese Ergebnisse
qualitativ zu erwarten: Saccharose ist die vorwiegende Transportform fir den Eintransport in das
wachsende Gewebe; dort wird unter Saccharoseverbrauch Glucose und Fructose synthetisiert,
wovon ein gewisser Teil nicht in der Wachstumszone (fur Respiration, Zellwandaufbau, allge-
meinen Biomasseaufbau) verbraucht, sondern nach hinten abgegeben wird. Der grof3ere Antell
von Hexosen, der bei Wurzeln aus Wasseranzucht an die , Restwurzel® abgegeben wird, kdnnte
dadurch zu erkléren sein, dass Wurzeln aus Nahrlésungsanzucht eine hohere respiratorische Ak-
tivitét besitzen a's Wurzeln aus Wasseranzucht.

Aminosauren

In Wurzeln aus Wasser-Anzuchten zeigen die Aminosauren eine leicht positive relative Diffe-
renzflussrate (5 %/h). Dies entspricht einer absoluten Differenzflussrate von 11 nmol/h. In Wur-
zeln aus Nahrldsungsanzuchten liegt die Differenzflussrate praktisch bei Null (Tab. 6.2).

Bezliglich der einzelnen Aminosaurespezies sind in Wasseranzucht Asparagin (3,9 nmol/h),
Alanin (2,9 nmol/h) und Glycin (2,0 nmol/h) digjenigen Spezies, die am stérksten zum Amino-
sauren-Ausfluss beitragen. Glutamat (-1,9 nmol/h) und Asparaginsdure (-1,6 nmol/h) stellen die
Komponenten des stérksten Eintransports dar. In Nahrldsung sind es dieselben Aminoséuren, die
hauptsachlich (mit lediglich verringerter Intensitét) zum Ausfluss beitragen. Der Eintransport ge-
schieht hier vornehmlich in Form von Glutamin (-6,3 nmol/h). Dieses wird zwar bezlglich seiner
Depositionsratenverteilung in Wurzeln aus Wasseranzuchten und Nahrl6sungsanzuchten ver-
gleichbar deponiert; in Wurzeln aus Nahrl6sungsanzuchten verléasst jedoch nur noch ein sehr ge-
ringer Teil dieser Aminosdure via Biomasse-Ausfluss die Wurzelwachstumszone.

Kationen und Anionen

Hier tritt der deutlichste Unterschied zwischen Wurzeln aus Wasser-Anzuchten und Nahrl6-
sungs-Anzuchten bei Nitrat auf (Tab. 6.2): Bei Anzucht in N&hrldsung verlasst sehr viel Nitrat
via Biomasse-Ausfluss die Wurzel (relative Differenzflussrate 14 %/h; absolute Differenzfluss-
rate 18 nmol/h), was darauf schliessen lasst, dass viel Nitrat in der Wurzelwachstumszone selbst
aufgenommen wird. Die Ubrigen N&hrelemente zeigen viel ausgeglichenere Verhdtnisse. In
Wasseranzucht muss der Austransport theoretisch dem Eintransport entsprechen (Differenzfluss-
raten missen theoretisch Null sein); in Nahrlésung weisen die geringen Differenzflussraten dar-
auf hin, dass sich Aufnahme in der Wachstumszone selbst und Eintransport via Leitgewebe die
Waage halten.

Bel Malat tritt in Wurzeln der Wasser-Anzuchten eine leicht positive relative Differenzflussrate
auf (6,6 %/h); in Wurzeln aus Nahrl6sungsanzucht ist dagegen eine negative Differenzflussrate
zu beobachten (-8,8 %/h). Dies deutet darauf hin, dass Malat je nach externer Nahrstoffverfig-
barkeit in der Wurzel synthetisiert (oder eintransportiert) werden kann.
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Tab. 6.2 Flussraten an der basalen Grenzflache der Wurzelwachstumszone von Mais

Menge: Gesamtgehalt aller zehn Segmente der Wachstumszone. abs. steht fir absolut, rel. fur relativ, Diff.fluss-
rate fUr Differenzflussrate. Die hochsten Werte der relativen Flussrate sind rot markiert, die niedrigsten blau.

Anzucht in Wasser Anzucht in Nahrlésung
Flussrate Diff.flussrate Flussrate Diff.flussrate
Inhaltsstoff | Men- Men-
ge abs. rel. | abs. rel. ge abs. rel. | abs. rel.
nmol [nmol/h| %/h |nmol/h| %/h nmol [nmol/h| %/h |nmol/h| %/h
Biomasse 53mg|13mgh| 24,5 - - 6,4mg|1,3mgh| 19,9 - -
Glucose 425 156 37 52 12 456 114 25 24 5
Fructose 129 51 39 19 15 111 25 22 25 2,3
Saccharose 42 5,3 13 -5,0 -12 33 29 9 -3,6 -11
Nitrat 0 0 - 0 - 123 42 34 18 14
Citrat 18 4,6 26 0,2 1,2 0 0 - 0 -
Malat 42 13 31 2,8 6,6 17 19 11 -1,5 -8,8
Chlorid 71 19 27 1,8 25 42 6 15 -2,0 -4.8
Sulfat 17 4,3 26 0,2 11 22 5,2 24 0,9 4.2
Phosphat 36 7.4 20 -15 -4,0 50 9,8 19 -0,2 -04
Kalium 416 83 20 -19 -4,6 435 84 19 -2,5 -0,6
Calcium 17 53 31 12 6,8 21 31 15 -1,1 -51
Magnesium 19 3,3 17 -1,4 -7,2 29 3,8 13 -2,0 -6,7
Natrium 782 180 23 -11 -14 988 169 17 -27 -2,8
Ammonium 72 17 24 -0,3 -04 182 31 17 -4,9 -2,7
Lithium 16 3.2 21 -0,6 -3,8 13 1,8 14 -0,7 -5,6
AS Ges 225 66 29 11 49 329 63 19 -2,9 -0,9
Gln 60 14,7 25 0,2 0,3 112 16 14 -6,3 -5,6
Glu 16 2,0 12 -19 -12 17 2,1 12 -1,3 -7,5
Asn 33 12 36 39 12 51 12 24 2,0 39
Asp 11 11 10 -16 -14 11 1,0 9 -1,2 -11
Ser 13 38 30 0,7 5,6 15 3,0 20 -0,1 -04
Val 13 4,8 38 1,7 14 15 35 24 0,7 4,6
Gly 15 5,6 38 2,0 14 23 55 24 1,0 43
Ala 22 84 38 2,9 13 29 7,7 26 19 6,4
His 10 29 29 0,5 51 6,0 1,6 26 04 6,0
Phe 6,3 2,5 40 1,0 15 74 18 24 0,3 47
Leu 4.4 19 43 0,8 18 6,5 1,8 27 0,5 7,0
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6.3 Einfluss des externen pH-Werts

Dem pH der Zellwand wird seit langem ein starker Einfluss auf das Wachstum zugesprochen
(,acid-growth-Hypothese', siehe Kap. 1.3). Deshalb wurde der Einfluss des pH-Wertes der
Nahrlésung auf Wachstums- und Inhaltsstoff-V erteilungen der Wurzel eingehend untersucht.

Die Experimente hierzu wurden im Sandanzucht-Rhizotron in Davis (Kap. 2.1) an Keimlingen
der Varietdt FR27RHM ~ FRMO017RHM durchgefihrt. In der Bodenl6sung des Sandes wurden
verschiedene, zeitlich konstante pH-Werte eingestellt. Nach der , acid growth’-Hypothese hétte
bei niedrigen pH-Werten eine gesteigerte Wachstumsaktivitdt erwartet werden kénnen. Messung-
en des pH-Wertes an der Rhizodermis der Pflanzen im verwendeten Aufbau (Walter et a. 2000)
zeigten dort einen um maximal 0,2 Einheiten gegentiber der Bodenl 6sung abgepufferten Wert.

6.3.1 Wachstum

Bezlglich der absoluten Wuchsrate der Keimlingswurzel konnte im untersuchten pH-Bereich
keine Reaktion auf die externen Verhaltnisse festgestellt werden. V sitze der untersuchten Popu-
lationen betrug bei pH-Werten von 4,2 bis 8,6 jeweils 2 mm/h (Abb. 6.29). Die mit Hilfe von
Punktmarkierungen untersuchten
Wachstumsverteilungen zeigen, dass

ein unterschiedlicher externer pH- zz 12:25 mmh RS iz
Wert darliber hinaus keinen Einfluss 2,0 ot e .
auf die Form der REGR- oder v(x)- 15 1 % 2
Verteilungen hat (Abb. 6.30). Die 101 2 .
intraspezifische Variabilitét der ZZ PN~ )
absoluten Wuchsrate tritt auch in 25 | 187 mm/h w0
diesem Experiment deutlich zu 2.0 4 . e® % =
Tage. Bel 30 zur Vermessung 15 - S
ausgewahlten Wurzeln traten Werte _ Lo e % _
zwischen 1,2 und 2,6 mm/h auf. E 057 4 - E
g °° 7168 mmmn ° g

VSpilze [mm/h]

4,2 5,4 6,1 >7

pH Substrat

Abb. 6.29 Einfluss des Substrat-pH in
Sand auf das Wachstum

pH>7 steht fir eine Population (je 20
Keimlinge) bei pH 7 sowie zwei Popu-
lationen bei pH 8,6. Alle iibrigen Werte Abb. 6.30 Einfluss des Substrat-pH auf REGR- und V(x)-Verteilungen
stammen aus Vermessungen von drei
Populationen bei dem angegebenen ex-
ternen pH-Wert.

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15
Entfernung von Wurzelspitze [mm]

Die Teilabbildungen sind nach absteigenden Werten von V g geordnet
(jewells links oben angegeben); die Symbole stehen fir den externen pH:
Dreieck: pH 4,2; Quadrat pH 5,4; Raute pH 6,2; Kreis pH>7.
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6.3.2 Inhaltsstoffverteilungen

Bezuglich der Inhaltsstoffverteilungen ergaben sich bel 150
unterschiedlichen externen pH-Werten signifikante Kalium
Unterschiede zwischen den Wurzeln der einzelnen 100 1
Anzuchten (Abb. 6.31). Der Unterschied ist sehr klar . ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ
bereits bei Betrachtung der integralen Verhéltnisse zu
sehen: Bel niedrigem pH treten hthere Magnesium- 0 :
sowie deutlich erhthte Calcium-K onzentrationen als _ 154 Magnesium
bei hohem externen pH-Wert in den untersuchten g, 104
Wurzeln auf. Bei Magnesium ergibt sich eine 1,7-fach £
erhéhte Konzentration im Vergleich von pH 4,2 und — 7] ﬂ ﬂ ﬂ m
pH >7; bei Calcium tritt ein Faktor von finf auf. Kali- 0 _
umkonzentrationen sind vom pH-Wert dagegen nicht #7 Calcium
beei nflusst. i ]

2

0 .
pH 4.2 pH 5.4 pH 6.2 pH>7

N . . ) Abb. 6.31 Einfluss des Substrat-pH auf die
Raumliche Verteilung von Konzentrationen und mittleren K ationengehalte von Maiswurzein

Depositionsraten in den Wachstumszonen

Die Konzentrationsprofile aller drei Kationen nehmen vom Meristem zur Basis der Wachstums-

zone hin ab (Abb. 6.32 oben) und bestadtigen damit die auch in Wurzeln hydroponischer Anzuch-
ten gefundenen Verhdtnisse. Im Abstand von sechs Stunden durchgeftihrte M essungen ergaben

auch hier keine signifikante zeitliche Anderung der Konzentationen (Daten nicht gezeigt).

Die Konzentrationen von Kalium und M agnesium in Wurzeln der Sandanzucht-Rhizotron-
Kulturen (pH 6,2: Kalium im Mittel 100 pumol/g FG; Magnesium 10 pmol/g FG) liegen deutlich
Uber den entsprechenden Werten der Durchfluss-Rhizotron-Experimente (Abb. 6.24; Ingestad-
Nahrlésung gepuffert auf pH 6,0: Kalium 70 umol/g FG; Magnesium 4 pmol/g FG). Fur Calci-
um werden in Wurzeln der Sandanzucht-Experimente dagegen niedrigere K onzentrationen ge-
funden (2 umol/g FG gegentiber 3,5 pmol/g FG). Bedingt durch die andere Anzuchtform ent-
wickleten die Wurzeln in Sandanzucht um den Faktor zwel hdhere Biomassedichten [mg FG/mm|,
als die Wurzeln aus der Anzucht im Durchfluss-Rhizotron. Dies kann zu einem unterschiedlich-
en Verdinnungseffekt der Kationengehalte in der Biomasse gefiihrt haben; allerdings wurden
auch verschiedene Varietdten von Mais verwendet.

Die Depositionsratenverteilung von Calcium ist allgemein homogener als digjenige von Ka-
lium oder Magnesium (Abb. 6.32 unten). Die erhohten Konzentrationen von Calcium bei niedri-
gen pH-Werten gehen mit durchgangig erhéhten Depositionsraten einher. Fir ale drei Kationen
findet eine Deposition bevorzugt apikal der Stelle maximaler Wachstumsintensitét statt. Fir
Calcium werden maximale Depositionsraten von 1 nmol/mm/h gefunden; fir Magnesium

2 nmol/mm/h; fir Kalium 30 nmol/mm/h. Die integrierten Depositionsraten bei pH 6.2 betragen
fur Calcium 1,3 nmol/h (Faktor drel niedriger als im Durchfluss-Rhizotron; vergleiche Tab. 6.2);
fir Magnesium 9,5 nmol/h (Faktor drei hdher) und fir Kalium 130 nmol/h (Faktor 1,5 hoher).
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Abb. 6.32 Konzentrations-(oben) und Depositionsratenverteilungen von Kalium, Magnesium
und Calcium bei unterscheidlichem pH der Bodenlésung in Sandanzuchten
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6.4 Einfluss der Temperatur

Der Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von Wurzeln wurde in der Literatur in statischen
Experimenten (konstante Temperatur wahrend der Dauer der Kultivierung) bereits gut dokumen-
tiert (z.B. Pahlavanian und Silk 1988). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte die starke Abhén-
gigkeit der absoluten Wuchsrate von der Temperatur bei statischen Experimenten untersucht wer-
den: Unter Standardbedingungen treten bei 21 °C mittlere Werte fir V gpitze VOn 1,2 + 0,5 mm/h
auf; bei 26 °C liegt der Mittelwert bel 2,6 £ 0,6 mm/h, also etwa doppelt so hoch (vergleiche
Abb. 6.5, Abb. 6.8 (jeweils 21 °C) und Abb. 6.18 (26 °C)).

Uber die zeitliche Dynamik wahrend einer Temperaturanderung konnte bislang jedoch noch
nichts ausgesagt werden. Ziel der Untersuchungen dieses Abschnittes war daher, rédumlich und
zeitlich hoch aufgel 6st die Reaktion einer Wurzelwachstumszone auf einen Temperatursprung
zu untersuchen. Dabel wurde die Temperatur im Durchfluss-Rhizotron bei einem Experiment
unter Standardbedingungen mit Hilfe einer Heizspirale innerhalb weniger Minuten von vorher
konstant 21 °C auf 26 °C erhoht. Dieser Versuch wurde dreimal mit qualitativ identischen Er-
gebnissen repliziert; die dargestellten raumlich und zeitlich hoch aufgel 6sten Resultate beziehen
sich auf einen dieser Versuche.

Zeitliche Dynamik der absoluten Wuchsrate

Bel einer sprunghaften Temperaturerhthung kann unmittelbar nach dem Temperaturwechsel
eine heftige Reaktion von V s;itze beobachtet werden (Abb. 6.33). Bei Mittelung der Werte von

V siitze Uber 30 min ist die absolute Wuchsrate bereits im Zeitintervall, das auf die Temperatur-
anderung folgt, deutlich erhdht (von 1,4 auf 1,7 mm/h). Eine weitere halbe Stunde spéter ist ein
Plateauwert (1,9 — 2,0 mm/h) erreicht, der in den folgenden 11 Stunden nur noch unmerklich
erhdht wird. Die dabei auftretende Beschleunigung der Wurzel spitze tiberschreitet den Hochst-
wert fir Geschwindigkeitsdnderungen in statischen Experimenten um den Faktor 5. In statischen
Experimenten konnten maximale Beschleunigungen von 0,1 mm/h festgestellt werden (Abb. 6.5);
wahrend des Temperaturwechsels lag die Beschleunigung bei etwa 0,5 mm/h.
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Abb. 6.33 Temperaturwechsel von 21 auf 26 °C: DISP-Messung der Entwicklung von Vy spitze
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Dynamik des Vorgangs in hoher rdumlicher und zeitlicher Auflésung

Ahnlich wie im Fall der Nahrstoff-V erfiigbarkeitsanderung ergibt sich auch hier die deutlichste
Anderung der REGR-Verteilung wieder im Aktivitatszentrum wenige mm hinter der Wurzel-
spitze (Abb. 6.34). Dabel treten im Stundenmittel REGR-Spitzenwerte von 65 %/h unmittel bar
nach dem Temperatursprung auf. Nach einigen Stunden hat sich die maximale Wuchsrate bel

50 %/h eingependelt, wahrend sie vor dem Temperatursprung bei 30 %/h lag. Die Zweigipflig-
keit der Vertellung ist gut zu erkennen. Der vordere Aktivitatspeak ist in der Regel hoher; jedoch
treten auch Verteilungen im Stundenmittel auf, bel denen der hintere Aktivitatspeak hoher ist
(15 Uhr und 23 Uhr). Der vordere Aktivitétspesak liegt bei 21 °C zun&chst nur etwas mehr als

2 mm hinter der Spitze; die Wachstumszone erstreckt sich nur wenig tiber 7 mm hinaus.

Die Anderung der raumlichen Ausdehnung der Wachstumszone kann mit Hilfe einer Differenz-
bildung besser veranschaulicht werden (Abb. 6.35): Berechnet man die REGR- Differenz-Werte
zwischen der mittleren Verteilung vor dem Temperatursprung und dem aktuellen Stundenmittel
nach dem Temperatursprung, so zeigt sich, dass sich die Wachstumszone wahrend der Dauer des
Experiments nur sehr geringfigig verlangert. Eine Wuchsratensteigerung um 5 %/h ist bereits
eine Stunde nach Temperaturwechsel 7 mm hinter der Spitze zu sehen; auch 11 Stunden nach
Temperaturwechsel ist die Steigerung dort nicht grof3er. Die maximale Reaktion auf den Tem-
peraturwechsal findet 3 mm hinter der Wurzel spitze statt. Eine Steigerung um 15 %/h ist in der
gesamten Zone von 2,5 bis 6 mm hinter der Wurzelspitze zu erkennen.

Die Temperaturreaktion der Wachstumszone ergab daher weitere Hinweise auf die
raum-zeitliche Natur der Wachstumszone an sich sowie auf funktionelle Unterschiede
2wischen den beiden Aktivitatspeaks des Wachstumsmaxi mums.
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Abb. 6.34 Zé&itliche Entwicklung des REGR-Pr ofils (Stun- Abb. 6.35 REGR-Differenzen
denmittel) bei Temperatursprung von 21 auf 26 °C nach dem Temperaturwechsel
Temperatursprung fand kurz vor 13 Uhr statt. Farbcodierte Darstellung; deutlichste

Anderungen 3 mm hinter Wurzelspitze.



7 Blattwachstum

Blattwachstumsuntersuchungen wurden an zwei Arten, Rizinus und Tabak, durchgeftihrt, um
maoglichst allgemeine Aussagen Uber das Auftreten von Wachstumsmustern in dikotylen Pflan-
zen zu erhalten. Von beiden Arten liegt eine grof3e Anzahl an Studien hinsichtlich ihres Wachs-
tums und ihrer Entwicklung vor. Aufgrund der grof3en Anzahl transgener Pflanzen gilt Tabak
nach Arabidopsis a's zweitwichtigste M odellpflanze zur Untersuchung des Blattwachstums; Ri-
zinus hat eine vergleichbare Bedeutung bezlglich interner Stofftransportprozesse.

In beiden Arten wurden im Verlauf der Arbeit analoge raum-zeitliche Wachstumsverteilungen
erhalten; die Analyse der Wechselwirkung mit externen sowie internen Parametern (Aussenbe-
dingungen bzw. Inhaltsstoffverteilungen) wurde aus Zeitgriinden vorwiegend an Tabak durch-
gefuhrt.

7.1 Strukturelle Heterogenitat des Blattes

Ein Blatt stellt keine homogene Masse einheitlicher Zellen dar, sondern ist stets aus einer Viel-
zahl unterschiedlicher Zelltypen aufgebaut. Selbst Zellen desselben Typs, die in unmittelbarer
réumlicher Nachbarschaft liegen, treten in unterschiedlichen Differenzierungszustanden auf. Da-
durch entstehen im wachsenden Blatt starke réumliche Entwicklungsgradienten, die sich auch in
Wachstumsgradienten auf3ern. Die Frage, wie ein dynamisch expandierendes Blatt das Wachs-
tum verschiedener Zelltypen in unterschiedlichen Entwicklungszustanden koordiniert, ist noch
vollkommen offen. Ebenso ist es unklar, ob im Verlauf der Blattentwicklung V erschiebungen
zwischen den Anteilen unterschiedlicher Zelltypen oder Gewebe zueinander auftreten. Im Ver-
lauf dieses Abschnittes sollen Basisdaten hinsichtlich des materiell-strukturellen Aufbaus eines
zuwachsenden Blattes dargestellt werden.

Dabel werden folgende Aspekte der strukturellen Heter ogenitat des Blattes untersucht
Zusammenhang von Biomasse und Fléche
Anteil von Ader und Intercostalfeld
Anteil des Interzellularraumes

Trockengewichtsanteil

7.1.1 Zusammenhang von Biomasse und Flache

Der Quotient aus Frischgewicht und Blattflache wird , spezifische Blattmasse' genannt. Mes-
sungen an Tabak haben ergeben, dass die spezifische Blattmasse im Verlauf der Entwicklung
konstant bleibt. Fir Pflanzen einer Plexikammer-Anzucht unter Standardbedingungen (siehe
Kap. 7.2) wurde ein Wert von 28,5 mg/cm? erhalten (Abb. 7.1). Dieser Befund bestétigt frihere
Untersuchungen, in denen auch gezeigt werden konnte, dass die spezifische Blattmasse sich
nicht signifikant zwischen Bl&ttern unterschiedlicher Stockwerke unterscheidet (Walter 1997).
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Daraus resultiert die fur die Aussagekraft der DISP-
Flachenzuwachs-V ermessungen wichtige Erkenntnis,
dass eine Vermessung des Blattflachenzuwachses
auch auf den Biomassezuwachs schliessen 1&sst. Da
fur Bléatter dikotyler Pflanzen zudem bekannt ist, dass
die Blattspreite wahrend ihrer postemergenten Ent-
wicklung eine konstante Dicke (Dose 1914) beibe-
halt, gilt, dass die Messung des Blatt-Flachenwachs-
tums auch dessen Frischgewicht- oder Volumen-
zunahme widerspiegelt.

7.1.2 Anteil von Ader und Intercostalfeld
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Abb. 7.1 Spezifische Blattmasse von Tabak

Daten von acht Pflanzen aus der Plexikammer

Eine erste grobe Differenzierung des Blattgewebes stellt die Unterscheidung von Blattadern und
Zwischenaderbereichen dar. Der Anteil an Rippengewebe im Blatt bleibt wahrend der Entwik-
klung konstant, unterscheidet sich aber deutlich von Blattstockwerk zu Stockwerk (Abb. 7.2 A).
Das Wachstum von Blattspreite und Blattrippe verlauft proportional zueinander: Rippe und In-

tercostalfeld wachsen gleich stark zu.

Zwischen Bléttern unterschiedlicher Stockwerke besteht eine sehr unterschiedliche Geweb-ver-
teilung: In einem spéteren Entwicklungsstadium der Pflanze angelegte Blé&tter zeigen deutlich
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Abb. 7.2 Anteil der Mittelrippe am Blatt-Frischgewicht von Tabak

Abb. A zeigt Werte, die an einer in der Plexikammer kultivierten Population im Zeitraum von 12
Tagen erhoben wurden. Die Blétter gehorten drei unterschiedlichen Blattstockwerken an; Fitgera-
den der durchschnittlichen Mittelrippenanteile und zugehdrige K orrel ationskoeffizienten sind in
der Legende angegeben. Blatt 6 und 8 erreichten im Untersuchungszeitraum den ausgewachsenen
Zustand Abb. B zeigt die Mittelrippen-Anteile einer représentativen Einzel pflanze am letzten

Erntetag.
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hohere Mittelrippenanteile. Der Bereich der Mittelrippenanteile reicht typischerweise von unter
10 % (Blatt 6) bis etwa 30 % (Blatt 14) (Abb. 7.2 B). In Einzelfdlen konnten Mittelrippenanteile
von 7 % (Blatt 5) bis tber 30 % (Blatt 14) gemessen werden.

Unterschiedliche Rippenanteile der Blétter verschiedener Stockwerke resultieren aus unter-
schiedlich grof3en Querschnittfléchen der Mittelrippe. Die Querschnittflache der Mittelrippe
nimmt von der Basis zur Spitze hin ab. Misst man sie am Ubergang von Blattstiel zu Blattspreite
(,Stielflache’), so ist fur Blétter der verschiedenen Stockwerke eine Verteilung von der Form e-
ner Hystereseschleife zu erkennen (Abb. 7.3). Bel der Blattanlage im Apikalmeristem werden
um so dickere Blattrippen angelegt, je spéter die Blattanlage im Verlauf der Pflanzenentwicklung
erfolgt. Die Stielflache wéachst im weiteren Verlauf der Blattentwicklung weitgehend proportio-

nal zur Blattmasse an. ”

Abb. 7.3 Stidflache und Blattmasse bel Tabak 20

Daten der aufeinanderfolgenden Blétter einer zuféllig
ausgewdhlten Pflanze. Das noch stark zuwachsende,
kleine Blatt 21 hat eine wesentlich gréfl3ere Stiel-
fléche als das ausgewachsene, gleich schwere Blatt 7.
Die Abfolge der Blattstockwerke ist durch die Ver-
bindungdlinie der Datenpunkte angedeutet.
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7.1.3 Anteil des Interzellularraumes
Zwischen dem Interzellularvolumen eines Blattes und seinem Rippenanteil besteht ebenfalls eine
deutliche Korrelation: Blatter mit hohem Interzellularvolumen-Anteil haben einen niedrigen
Rippenanteil und umgekehrt (Abb. 7.4).

Bel einigen Bléttern wurde das Interzellularvolumen getrennt in Blattbasis und -spitze unter-
sucht; dabei ergab sich fir die Basis stets ein etwas niedrigerer Wert (88 + 5 % des Wertes der
Blattspitze). Dabei ist zu beachten, dass der Interzellularen-Anteil nur in Intercostalfeldbereich
des Blates untersucht wurde und die Mittelrippe nicht in die Messung eingeschl ossen war.
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7.1.4 Trockengewichtsanteil

Unter konstanten Anzuchtbedingungen steigt auch das Trockengewicht eines Blattes — genauso
wie das Frischgewicht — in etwa proportional zur Flache an (Abb. 7.5). Der Trockengewichtsan-
teil (TGA) von Bléttern verschiedener Stockwerke variiert jedoch wiederum. Bel Pflanzen aus
Erdanzucht liegen die Trockengewichtsanteile von Tabakbl&ttern zwischen 3 und 10 %. Das ent-
spricht relativen Wassergehalten von 97 bis 90 %. Bel Auftragung gegen die Bezugsgrolie Mit-
telrippenanteil ist zu sehen, dass der TGA eines Blattes um so hoher ist, je hoher der Rippenan-
teil des betreffenden Blattesist (Abb. 7.6).
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Abb. 7.5 Trockengewichtsanteil Blatt 10 Tabak Abb. 7.6 Korrelation TGA-Mittelrippenanteil Tabak

Die Korrelation zwischen TGA und Mittelrippenanteil (Abb. 7.6) bedeutet jedoch nicht, dass die
Mittelrippe einen hoheren TGA als das I ntercostalfel dgewebe hat und der TGA deshalb propor-
tional zum Mittelrippenantell zunimmt. In der Tat ist das Intercostalfeldgewebe der Ort der stérk-
sten Akkumulation von Trockenmasse (Abb. 7.7). Ein Gradient ist von der Mittelrippe tGber die
Seitennerven erster Ordnung bis hin zum &ltesten Bereich der Intercostalfelder hin zu erkennen.

Die Korrelation zwischen TGA und Mittelrippenanteil kann also eher dahingehend interpretiert
werden, dass Blatter mit hohem TGA in den Intercostalfeldern einen hohen Mittelrippenanteil
,bendtigen’, um entweder a) eine ausreichende Stlitzfunktion fir das etwas schwerere Blattge-
webe zu gewéhrleisten oder b) einen htheren Anteil von Leitgewebe bereitzustellen.

Der TGA wird entscheidend von
den externen Bedingungen beein-
flusst. Unter ansonsten gleichen
Aussenbedingungen fuhrt die Ver-

doppelung der Lichtdauer zu einer
Erhdhung des TGA um den Faktor
1,5 bis 2 (Abb. 7.7). H] H]
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Abb. 7.7 TGA-Verteilung in Blatt 10 Tabak

Daten von zwel typischen Bléttern vergleichbaren Entwicklungszustandes
aus Dauerlicht und 12 h hell / 12 h dunkel unter Standardbedingungen in

der Plexikammer (14:00 Uhr). Von links nach rechts: Mittelrippe, Seiten-
nerven erster Ordnung, Intercostalfelder an Blattbasis, -mitte und —spitze.
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7.2 Wachstum unter Standardbedingungen

Die ausfuhrliche Charakterisierung der auftretenden Wachstumsmuster unter Standardbeding-
ungen ist im Fall des Blattes noch wichtiger alsim Fall der Wurzel. Fir dikotyle Blétter existie-
renin der Literatur zwar einige zeitlich hochaufgel 6ste Untersuchungen, diese wurden jedoch
unter sehr unterschiedlichen externen Bedingungen erhoben und kdnnen daher nur bedingt mit
den hier erarbeiteten Ergebnissen verglichen werden. Die Wahl von Standardbedingungen fir
derartige Untersuchungen muss Gesichtspunkte aus drei verschiedenen Themenkreisen umfas-
sen:

1. Technische Erfordernisse des V ersuchsaufbaus
2. Auswahl der zu untersuchenden Blétter

3. Wahl von Okofaktoren fiir die Anzucht

Standar dbedingungen:

Versuchszigl ist es, pflanzliches Wachstum automatisiert unter weitgehend natiirlichen Wachs-
tumsbedingungen optisch zu vermessen. Der dabei auftretende Wechsel von Tag und Nacht
macht es erforderlich, im Versuchsaufbau eine physiologisch inaktive Beleuchtung (nahes Infra-
rot) fUr die Bildaufnahme einzusetzen. Zur Lichtversorgung der Pflanzen erwies es sich fir das
Gelingen einer automatisierten Vermessung al's unumganglich, Neonrohren zu benutzen. Deren
Infrarotantell ist sehr gering. So konnten kontinuierliche Bildsequenzen ohne eine manu-elle
Anpassung der Kamerablende aufgenommen werden. Eine zweite Zwangsbedingung der Mess-
methode ist die Fixierung des Blattes in einer Ebene. Hierfur wurde das beschriebene, zyklische
Abspann-System (Kap. 4.2) mit Anhangemassen von 12 g verwendet.

Die Auswahl der mit der DISP-Methode zu untersuchenden Blétter geschah nach vorheriger
Vermessung und Extrapolation des Wuchsratenverlaufs (Walter 1997) unter dem Kriterium,
dass die Untersuchungsblétter wahrend (des ersten Tages) des Experimentes eine Wuchsrate von
40 £ 10 %/d (entspricht einem Mittelwert von etwa 1 bis 2 %/h) hatten. Die Blé&tter waren dann
einerseits grof3 genug, um im Aufbau fixiert werden zu kénnen (Tabak: ca. 10 cm lang; Rizinus:
L1 ca. 8 cm) und zeigten andererseits noch tber Tage hinweg eine hohe Wachstumsaktivitét. Bei
Tabak erfillten stets ein bis zwel Blétter der Pflanzen (Entwicklungszustand: mindestens 15
sichtbare Blé&tter; Pflanzen 6 bis 10 Wochen alt) dieses Kriterium; oft konnte Blatt Nr. 12 ge-
wahlt werden. Bei Rizinus erfillte aufgrund der geringeren Anzahl von Blattstockwerken (5 bis
8 sichtbare Blétter) bel vergleichbarem Pflanzenalter nur ein Blatt pro Pflanze dieses Kriterium
(oft F2 oder F3).

Als Okofaktoren zur Anzucht der Pflanzen in der Plexikammer wurden gewahlt: 12 h hell / 12h
dunkel; Lichtintensitat (von 8-20 Uhr) 150 + 50 uE; Temperatur 25 + 3 °C; relative Luft-
feuchte 50 £ 10 %. Die Anzuchtbedingungen der Pflanzen waren damit denjenigen in einer typ-
ischen Gewéachshaus-Anzucht vergleichbar (bis auf die spektrale Qualitét der Beleuchtung). Die
Pflanzen zeigten in der Plexikamer vergleichbare Wuchsraten wie im Gewéchshaus und erreich-
ten die Bluhreife.
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7.2.1 Wachstumsverteilungen in verschiedenen Blattstockwerken

Dadie Wuchsrate jedes Blattes mit der
Zeit exponentiell absinkt (vergleiche Wal-

Wachstumsverteilungen

200
ter 1997 sowie Walter und Schurr 1999) 175 /\ —e—Blattflache ||
und Blétter im Abstand von einigen Tagen 150 7N ™ i‘é"g‘{i;jgag |
neu gebildet werden, ergibt sich entlang s I \

der Sprof3achse ein charakteristi-scher 100 / \

Gradient der Wachstumsverteilung Uber

/ N\

Flache [cm?] oder RGR [%/d]

verschiedene Blattpositionen hinweg (Abb & / N

7.8). Die Blétter verschiedener Blattstock- S0 / \

werke zeigen ein zeitlich um mehrere Tage 25 4// Jvm
versetztes Verhalten. Im Tagesgang konn- 0 —Faegate =

ten jedoch keine Unter-schiede zwischen 0 2z 4 6 B?att ploositilozn 14 1618 20
Bléattern verschiedener Positionen festge-

stellt werden. Abb. 7.8 Wachstumsverteilung entlang der Sprossachse

Blattflachen und absoluter Zuwachs sind Gauf3-férmig Uber
die Blattpositionen von Tabak hinweg verteilt; die relative
Wuchsrate nimmt monoton nach oben hin zu.

7.2.2 Nyctinastien

Sowohl Tabak als auch Rizinus weisen starke Blattbewegungen zu Beginn und zu Ende der
Nachtphase auf, die Nyctinastien genannt werden. Bei Tabak &ndert sich im Wesentlichen nur
der Inklinationswinkel zwischen Blatt und Sprossachse (Abb. 7.9). Die natlrliche Bewegung der
Blétter ist dabel um so stérker, je stérker die Bl&tter wachsen, was auf eine Verbindung zwischen
den Nyctinastien und den Flachen-Wachstumsmustern hindeutet.

Mit zunehmendem Alter eines Blattes andert sich auch dessen Inklinationswinkel (Abb. 7.9:
wahrend der Nacht ist der Unterschied zwischen dem &lteren und jingeren Blatt zu erkennen).
Diese Bewegungsform wird , Epinastie’ genannt.

Bel Rizinustreten drei Uberlagerte Bewe-

gungserscheinungen auf (Abb. 7.10): Tags 50

sind die Blé&tter nahezu eben und horizon- = oo

tal ausgerichtet; bei Nacht klappen die 2 0~

Blétter herunter, wolben ihre Flachen z w0

glockenformig auf und fihren aus dem E 2

Blattstiel heraus Circumnutationsbewe- £ 20-

gungen durch. Bei Rizinus kann die Blatt- , T""g | | ‘N""Ch‘ | ‘
bewegung grafisch durch die Angabe des 8 12 16 20 24 4 8
Inklinationswinkels und der Wélbung der Uhrzeit

Bl attfl ache veranschaulicht werden Abb. 7.9 Nyctinastische Blattbewegungen bel Tabak
(Abb. 7.11). Dargestellt sind Mittelwerte von 3 Pflanzen. Die Verteilung

des Blattwachstums entspricht Abb. 7.8: Blatt 17 wéchst
nicht nur stérker zu, sondern macht auch deutlichere Auf-
und Ab-Bewegungen durch as Blatt 14.
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Abb. 7.11 Nyctinastische Be-
wegungen von jungen (F1)
und alten (P) Rizinusblattern

Neben dem Inklinationswinkel
(im Inset mit a bezeichnet)
wurden hier auch die Sehnen-
lange b (die, Luftlinien’-
Entfernung von der Blattspitze
zum Stielansatz) sowie die Bo-
genlénge c (die tatséchliche
Lé&nge des Blattlappens) gemes-
sen. Das Verhdltnis dieser bei-
den Langen gibt die Krimmung
des Blattes an; je grof3er c/bist,
desto glockenférmiger ist das
Blatt gewdlbt.
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Diesist ein hochst unangenehmer Befund, da vor dem Hintergrund der starken Blattbewegung
eine recht starre Fixierung der zu messenden Blétter in der Focalebene der Kamera unumgang-
lich ist. Es wurden erhebliche experimentelle Anstrengungen unternommen, um diese Bewe-
gungen zu verhindern und dennoch fir ein moglichst , natirliches Wachstum der Blé&tter zu sor-
gen. Zunachst wurde mit Rahmenkonstruktionen aus Draht experimentiert. Diese fiihrten jedoch
zu stark aufgewellten Bléttern (Abb. 7.12) und damit zu grof3en Messartefakten. Schlief3-lich er-
wiesen sich die beschriebenen, zyklischen Einspannvorrichtungen (Kap. 4.2) as das Mittel der
Wahl zu Verhinderung von Nyctinastien. Durch Optimierung der Anhangemassen konnte hier
schliefdlich auch die raum-zeitliche Charakteristik des unfixierten Blattwachstums experi-mentell
eingestellt werden (siehe Kap. 7.3).

Abb. 7.12 Links: Drahtrahmen zur Fixierung von Tabakbléattern, rechts: Blatt nach 5 Tagen im Drahtrahmen

Aufnahmen von Arabidopsis thaliana sowie Solanum tuberosum zeigten, dass auch hier bel gut
wachsenden Pflanzen erhebliche Nyctinastien auftreten und die Analysen von anderen Arten mit
denselben Problemen verbunden gewesen wéren.
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7.2.3 Genauigkeit der DISP-Messmethode

Die digitale Bildsequenzanayse-Methode (DI SP-Methode; Kap. 4) wurde in der vorliegenden
Arbeit erstmals systematisch zur Untersuchung von Blattwachstum eingesetzt. Die prinzipielle
Eignung der Methode sowie ihre messtechnisch bedingten Genauigkeit wurde in einer vorange-
gangenen Studie evaluiert (Schmundt, 1999). In der Praxis hangt die Genauigkeit der Resultate
stark davon ab, ob Bewegungen des Untersuchungsobjekts entlang der optischen Achse der Ka-
mera auftreten oder nicht. Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt wurde, kénnen solche
Bewegungen daraus resultieren, dass ein Blatt sich krimmt oder faltet, bzw. dadurch, dass es
sich insgesamt nach oben oder unten bewegt (z.B. durch Eigenbewegung oder Luftzirkulation).

Tabak- und Rizinusbl&tter wurden unter anderem deshalb fir diese Studien ausgesucht, weil sie
keine stark gefalteten oder gekriimmten Oberfléchen aufweisen. 1hre Eigenbewegung wirkt sich
dennoch — auch bel optimaler Fixierungstechnik — auf die Genauigkeit der DISP-Messmethode
aus. Eswurden zwel Testansétze verfolgt, um zu untersuchen, wie stark Bewegungen des beo-
bachteten, fixierten Blattes die bestimmten Wuchsraten beeinflussen:

Zwei-K amer asystem

Mit einem Zwei-Kamerasystem wurde in mehreren Experimenten an Rizinus und Tabak Blatt-
wachstum gleichzeitig von oben und unten aufgenommen (Abb. 7.13). Die gemessenen Wuchs-
raten differierten dabel stetsin der Mitte der Nacht am stérksten. Zu dieser Zeit ware die Orien-
tierung des unfixierten Blattes stark von derjenigen bei Tag verschieden (vergleiche Abb. 7.10).
Im Fixierungsrahmen kann es zu diesem Zeitpunkt zu leichten Aufwdlbungen kommen.

In Abb. 7.13 ist der Zeitverlauf von zwei Wuchsratenmessungen der Blattlappenmitte von Rizi-
nus dargestellt. Dieser Punkt auf dem Blatt ist am weitesten von allen Fixierungspunkten entfernt
und hat daher die grofitmogliche Bewegungsfreiheit entlang der optischen Achsen. Die von un-
ten beobachtende Kamera registriert in der Mitte der Nacht zu geringe Wuchsraten; das heisst,
der Beobachtungspunkt hat sich von ihr wegbewegt. Dies stimmt mit dem natirlichen Krimm-
ungsverhalten des Blattes tiberein, das sich zu dieser Zeit aufwolbt (vergleiche Abb. 7.10). Mit
der von oben beobachtenden Kamera werden gleichzeitig zu hohe Wuchsraten registriert.

5
—e— von oben
4 4 —&— von unten
e Fitkurve
)
‘ "

|

REGR [%/h]

Abb. 7.13 Tagesgang der REGR-Verteilung von Rizinus (Blattmitte), aufgenommen mit 2 Kameras (rechts)
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Die wichtigsten Charateristika des zeitlichen Wachstumsmusters (siehe nachfolgender Ab-
schnitt) werden jedoch von beiden Kameras erkannt: Zu Beginn der Messung tritt ein Artefakt-
Peak auf, der durch das Einspannen des Blattes bedingt ist. Am Beginn der Nacht kommt es zu
einem realen, auch im unfixierten Blatt auftretenden Peak, der von beiden Kameras identisch re-
gistriert wird. Dasselbe gilt fur das Wachstumsmaximum am Nacht-Tag-Ubergang. Zu Beginn
des Tages treten drei kurzfristige Oszillationen der Wuchsraten-Amplitude auf, die von beiden
Systemen in Phase, aber mit unterschiedlicher Intensitét detektiert werden.

Uber das gesamte 24-h-Intervall gemittelt, wird vom oberen Bildaufnahmesystem eine mittlere
Wuchsrate von 1,16 %/h registriert; vom unteren werden im Mittel 1,01 %/h registriert. Die Ab-
weichung von der intermediren (realen) Wuchsrate betrégt also fur den Tagesmittelwert 7 %. In
der Mittelung Uber das 24-h-Intervall weichen die beiden Messungen um 15 % nach oben bzw.
unten von der mittleren Fitlinie ab. Der Extremwert der Messdifferenz gegen 2 Uhr mor-gens
betragt 1%/h; das heisst, dass beide Auswertungen zu diesem Zeitpunkt einen Messfehler von
0,5 %/h aufweisen.

An Blattstellen, die ndher an den Abspannpunkten liegen, treten geringere Differenzen auf (hier
nicht gezeigt). Bel Verwendung geringerer Anhéngemassen treten wesentlich grofiere Differen-
zen zwischen den beiden Wuchsratenmessungen von oben und unten auf.

Streifenlichtpr ojektor-Aufbau

Quantitativere Fehlerabschétzungen konnten mit dem Streifenlichtprojektor-Aufbau (Kap. 4.2)
durchgefuhrt werden. Hiermit fand eine zeitaufgel 6ste Tiefenvermessung von Rizinusbldttern
tUber mehrere Stunden am Nacht-Tag-Ubergang statt (Tab. 7.1; Abb. 7.14). Es wurde mit frei
wachsenden Bléttern sowie mit Blattern im DISP-Aufbau gearbeitet (2, 12 und 30 g Anhange-
masse).

Den Tiefenkarten konnten folgende Ergebni sse enthnommen werden:

Frei wachsende Blatter weisen selbst bei nahezu horizontaler Blattstellung (tagstiber) H6hen-
differenzen von maximal 3,5 cm auf. Eingespannte Blétter sind um so flacher, je stérker die An-
héngemasse ist, weisen aber selbst bei 30 g Anhangemasse noch Hohendifferenzen von bis zu 3

mm (Blattlénge ca. 10 cm) auf. Gegenlber dem frei wachsenden Blatt ist ein eingespanntes Blatt
also bis zu einem Faktor 10, flacher’.

Tab. 7.1 Analysewerte von Streifenprojektor-Aufbau-Tiefenkarten.

Frei wachsendes | Im DISP-Aufbau eingespannte Blétter; Anhdngemasse:
Blatt

29 129 309

Maximale Hohendifferenz

innerhalb d. Blattes [mm] 35 7 5 3

Anderung der mittleren
Blatththe [mmvh] 4,4 1,27 0,01 0,04
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Die Dynamik der mittleren Blatthohenver anderung zeigt einen noch gréf3eren Unterschied
zwischen frel wachsenden und eingespannten Bléattern auf. Wahrend ein frei wachsendes Bl att
zum Messzeitpunkt seine Lage im Raum (absolute Tiefe) in einer Stunde im Mittel um 4,4 mm
verandert, zeigen eingespannte Blatter wesentlich geringere Anderungsraten (1/100 der Kon-
trollbl&tter).

Zur Berechnung der raumlichen Verteillung des Fehlers der DISP-Methode wurde eine Kartie-
rung der Hohenveranderung fr ein mit 12 g fixiertes Blatt (Abb. 7.14) durchgefihrt.

Entlang der Mittelrippe treten nur vernachlassigbare Hohenander ungen auf, die im Wesent-
lichen aus der Verlangerung der stets leicht gekrimmten Rippe resultieren (Abb. 7.15 links).
Senkrecht zur Richtung der Mittelrippe treten an der Basis des Battlappens ebenfalls keine nen-
nenswerten Anderungen auf (Abb. 7.14). Wie bereits erwahnt, ist die Hohe des eingespann-ten
Blattlappensin der Mitte am variabelsten. Dort konnte innerhalb einer Stunde eine Absen-kung
von 0,5 mm beobachtet werden (Abb. 7.15 Mitte). Bei einer Kamera-Objekt-Distanz von 30 cm
fuhrt dies nach dem Strahlensatz zu einer Verzerrung einer abgebildeten, in der Focal ebe-ne be-
findlichen, Lénge von 0,5 mm/ 300 mm = 0,17 %. Dafir die Berechnung der Flache die Lénge
zum Quadrat eingeht (der Fehler verdoppelt sich), resultiert die Absenkung des Blattes um 0,5
mm/h in einem Wuchsratenfehler von 0,34 %/h. Die mit dem Streifenprojektor-Aufbau gemes-
sene Hohenveranderung der Blattposition stimmt also recht gut mit den in Abb. 7.13 dargestell-
ten Messdifferenzen der beiden DI SP-Messungen mit beidseitiger Kameraposition-ierung von
maximal 0,5 %/h Uberein.

Gemittelt Uber das gesamte Blatt ergeben sich Hohenanderungen von typischerweise unter 0,1
mm/h und damit Wachstumsmessfehler von unter 0,1 %/h.

Der Einfluss von Veranderungen der Blattorientier ung kann an einem Querschnitt durch den
vorderen Tell des Blattlappens quantifiziert werden (Abb. 7.15 rechts). Die Hohe des Blattrandes
andert sich in einer Stunde um 2 mm (eine derartige Hohenveranderung ist nicht selten, liegt
aber eher im oberen Bereich der auftretenden Werte). Diese Anderung resultiert aus einer tiber
den Querschnitt auf 20 mm Lénge gleichméaliig verteilten Abwartsdrehung des Blattlappens um
arctan (2/20) = 6 Grad in die Horizontale hinein. Die von der Kamera registrierte Flachenprojek-
tion wachst dadurch von cos (6°) = 0,9945 auf cos (0°) = 1 an. Der hierdurch bedingte Messfeh-
ler betragt also 0,55 %/h.

Treten Fehler beider Arten auf, also durch Hohe und Drehung bedingte, so addieren sie sich.

Der aus Blattdrehungen resultierende Fehler kann durch Messungen mit dem 2-Kamera-DI SP-
System nicht registriert werden, da sich Drehungen zur Focalebene hin von beiden Beobach-
tungsrichtungen aus a's Erhéhung der scheinbaren Wuchsrate auswirken. Drehungen aus der Fo-
calebene heraus wirken sich in verringerten scheinbaren Wuchraten aus.
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Abb. 7.14 Tiefenkarten eines Rizinusblattes zu den Zeitpunkten t=0 und t=60 min (mit 12 g abgespannt)

Von oben nach unten: Originalbild zur Zeit t=0; Originalbild zur Zeit t=60 min; Tiefenkarte zur Zeit t=0; Tie-
fenkarte zur Zeit t=60 min. Die Originalbilder wurden aus den Aufnahmen des Streifenprojektor-Aufbaus mit-
tels Helligkeitsangleichung der Streifen (siehe Abb. 4.7?) rekonstruiert. Die Tiefe (Abstand von Kamera) ist
auf den beiden unteren Bildern farbcodiert in Schritten von 0,5 mm dargestellt. Der Strichabstand des Gitter-
rasters betrégt 2 mm. Der vordere Tell des Blattlappens dreht sich im Aufnahmeintervall etwas nach unten.
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Langsschnitt Querschnitt bei X=56 mm Querschnitt bei X=80 bzw. 82 mm
20 7 20 20
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Abb. 7.15 L angs- bzw. Quer schnitte durch die beiden Tiefenkarten des Rizinusblattes (10-fach Uberhoht)

Links: Langsschnitt durch die Blattmittelrippe; Mitte Querschnitt durch die Positionen der Blattlappenachseln
und den zentralen Tell der Mittelrippe; rechts: Querschnitt durch den vorderen, sich wegkriimmenden Teil des
Blattlappens.

Fazit der Fehlerabschéatzung

Die Verringerung der Blattbewegungen um einen Faktor 100 durch dieim Verlauf der vorlie-
genden Arbeit erstellte Einspannmethodik resultiert in einer hohen Praktikabilitét der DISP-
Methodik. Bel Mittelung Uber den gesamten Bildbereich liegt der Messfehler unter 0,1 %/h und
ist damit vernachl&ssigbar, da die untersuchten Bléatter im Mittel mit einer Wuchsrate von mehr
als 1 %/h wachsen. Die zeitliche Lage der Wachstumsmaxima und —minima des Gesamtbl attes
kann mit der Methode sehr gut detektiert und damit auch interpretiert werden. Ebenso kénnen
kurzfristige Effekte, die sich tiber das gesamte Bl att erstrecken, sehr prézise registriert werden.

Bel Mittelung Uber Blattbereiche liegt der putative Messfehler e nach Grof3e der Blattbereiche -
zwischen 0,1 und 1 %/h. Fir die Zwecke der vorliegenden Arbeit wird daher auf eine Interpreta-

tion von Effekten verzichtet, zu deren Darstellung das Blatt in mehr al's zehn Regionen unterteilt

werden muss.

Die Interpretation kleinskaliger Wachstumsmuster, insbesondere an den Blattrandern, ist jedoch
mit Vorsicht zu betrachten. Lokal konnen auf dem Blatt Messfehler von bis zu 1 %/h auftreten.
Die grofite Fehlerquelle stellen dabei Drehungen dar, die durch Kippbewegungen des vorderen
Blattlappenteils, aber auch durch Aufwolbungen zentralerer Teile hervorgerufen werden konnen.
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7.2.4 Wachstumsverteilung auf dem Blatt

Im vorigen Abschnitt wurden bereits zentrale Charakeristika des Wachstums-Tagesganges an-
hand der Vermessung einer Stelle der Blattlappenmitte von Rizinus aufgefihrt (Abb. 7.13). Bel
Tabak sind diese Muster ebenfalls deutlich ausgepragt. Die nachfolgende Betrachtung beginnt
mit einer Analyse der Verhdltnisse auf dem Gesamtblatt und widmet sich dann sowohl in zeitli-
cher als auch réumlicher Dimension immer kleinskaligeren Prozessen.

7.2.4.1 Zeitliche Muster

Bel Tabak sind unter Standardbedingungen bel Integration Uber das gesamte Blatt folgende
Muster des Wachstums-Tagesganges klar zu erkennen (Abb. 7.16):

1. Im Ubergang zwischen Licht und Dunkelheit ist die Kurve der Wuchsratenverteilung von
starken Peaks (Amplituden bis Uber 10 %/h) Gberlagert: Zu Beginn der Nacht tritt eine
Wachstumssteigerung auf, der eine Erniedrigung der Wuchsrate nachfolgt. Dassel be Phano-
men tritt umgekehrt zu Beginn des Tages auf. Beide Phdnomene konnten auch zu anderen
Tageszeiten induziert werden (Licht aus wahrend der eigentlichen Tagphase hatte den glei-
chen Effekt; analog Licht an wéhrend der Nacht)

2. Das eigentliche Wachstumsmaximum tritt am Nacht-Tag-Ubergang auf und betragt bei der
dargestellten Messung etwa 2 %/h. Die Hohe des Maximums hangt ganz vom Entwicklungs-
zustand des Blattes ab. Es wurden Maximalwerte von bis zu 6 %/h festgestellt.

3. DasMinimum der Verteilung liegt am Tag-Nacht-Ubergang (genau 12 h friiher). Im Mini-
mum sinkt die Wuchsrate auch bei stark zuwachsenden Bléttern nahezu auf Null ab.

w
1

Wuchsrate [%/h]
N
—

Tag Nacht
0 T T T T

12 16 20 24 4 8

Uhrzeit

Abb. 7.16 Wachstumstagesgang von Tabak (DI SP-M essung)

Fir diese Messung wurde Uber den gesamten Bildbereich gemittelt; dargestellt sind alle Messwerte im Zeitabstand
von drei Minuten.
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Die Verteillung von Wachstumsmaxima und —minima tber den Tagesgang hinweg lasst sich mit
Hilfe der Faden-Methode Uber mehrere Tage hinweg gut verifizieren (Abb. 7.17). Im Mittel liegt
das Wachstumsmaximum von Tabak einige Minuten nach dem Nacht-Tag-Ubergang, das Rizi-
nus-Maximum dagegen etwas vor dem Nacht-Tag-Ubergang (Abb. 7.18). Die Streuung der be-
obachteten Werte ist jedoch grof3; es wurden bel beiden Arten Maximumslagen von bis zu vier
Stunden Abstand zum Nacht-Tag-Ubergang gefunden.
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Uhrzeit Uhrzeit
Abb. 7.17 RGR-Tagesgang Tabak (Fadenmessung) Abb. 7.18 Zeitliche L age des RGR-Maximums
Dargestellt sind Mittelwerte und Standard- Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
abweichungen von 12 Bléttern Extremwerte aus 8 Tabak- und 9 Rizinus-Bildsequenzen.

Kurzfristige Wachstumsoszillationen bei Lichtwechsel

Die kurzzeitigen, intensiven Wachstumspeaks, bzw. Wachstumsoszillationen an den Licht-
wechsel-Ubergangen treten nicht bei allen beobachteten Blattern auf. In 40 hierauf durchsuchten
Sequenzen konnten bei 80 % (32 Sequenzen) derartige Oszillationen von einer Dauer bis zu zwel
Stunden gefunden werden. In der Literatur finden sich jedoch viele Hinweise auf das Vorhan-
densein der Oszillationen (Kap. 10.4); auch mit Hilfe der Fadenmethode lief3en sich die Peaks
bei vielen Bléttern verifizieren. Wenn eine Lichtwechsel-Oszillation auftritt, |auft sie mit fast
mathematischer Strenge ab und erfasst meist das gesamte Blatt in gleichmaiger Stérke, also oh-
ne raumlichen Gradienten (Abb. 7.19). Der Abfall der dargestellten Verteilung verlauft expo-
nentiell mit einer Abklingzeit von 15 min.

7.2.4.2 Raum-zeitliche Muster

Entlang der Mittelrippe wird stets ein relativ deutlich ausgeprégter Gradient der Wachstumsver-
teilung von Basis zur Spitze hin gefunden. Auch hier sind sich die Ergebnisse von Tabak

(Abb. 7.20) und Rizinus (Abb. 7.21 und Abb. 7.22) recht ahnlich. Bel Tabak ist das Maximum
der Wuchsraten allerdings oft nicht direkt an der Basis, sondern etwas zur Blattmitte hin ver-
schoben zu finden. Die mit Hilfe der DISP-Methode beobachteten raumlichen Gradienten der
Element-Wuchsraten (Abb. 7.22) stimmen ebenso wie die zeitlichen Wachstumsverteilungen mit
Resultaten aus klassischen Messungen tberein (Abb. 7.23).
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Abb. 7.19 Transiente Wachstumsoszillation zu Beginn der Nacht

Uber der Kurve der Blatt-Mittelwerte der Wuchsraten sind im Abstand von 9 min die zugehorigen
farbcodierten Wachstumsmomentaufnahmen der Sequenz dargestellt. Die exponentielle Abklingzeit
der abfallenden Flanke des Peaks betrégt 15 min.
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Abb. 7.20 Raum-zeitliche Wachstumsverteilung von Tabak

Die Daten der zugrunde liegenden Bildsequenz wurden in einem Raster
von 2 h und 10 % der Mittelrippenlénge gemittelt.
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Abb. 7.21 Raum-zeitliche Wuchsr atenverteilung entlang der Rizinus-Mittelrippe
Die Daten der zugrunde liegenden Bildsequenz wurden in eéinem Raster
von 2 h und 10 % der Mittelrippenlénge gemittelt.
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Abb. 7.22 REGR-Verteilung an Basis, Mitte und Spitze von Rizinus

Die Daten der zugrunde liegenden Bildsequenz wurden in eéinem Raster von 1 h Uber
drei aneinandergrenzende Bereiche des mittleren, vorderen Blattlappens gemittelt.

12
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Abb. 7.23 Basis-Spitze-Gradient der DI SP-Messungen Abb. 7.24 Basis-Spitze-Gradient klass. M essungen
24-h-Mittelwerte der angegebenen Datensitze Die Daten wurden mit einer Schieblehre erhoben.

Die Auspragung des Gradienten héngt stark vom
Entwicklungszustand des Blattes bzw. seiner mittle-
ren Wuchsrate ab.

7.2.4.3 Kleinskalige Effekte

Raumliche Wachstumsgradienten treten natirlich nicht nur entlang der Blattmittelrippe, sondern
auch entlang anderer Achsen auf der Blattoberfléache auf. Esist jedoch schwierig, diese Gradien-
ten zweidimensiona grafisch sinnvoll darzustellen. Als geeignetes Mittel dient hierzu die Anfer-
tigung von Computer-lesbaren Filmen (mpegs), die aus den farbcodierten Einzelbildern der
Wachstumsverteilung erzeugt werden konnen.

Bereits die Zusammenstellung einzelner Abbildungen dieser Filme zeigt die bekannten Grund-
muster der tageszeitlichen Wachstumsverteilung und des Basis-Spitze Gradienten (Abb. 7.25).
Bel farbcodierter Darstellung der Element-Wuchsratenverteilung auf der Blattoberflache wird
stets ein sehr heterogenes Wachstumsmuster und nur selten eine glatte Verteilung von Wuchs-
raten beobachtet. Ob dieses Muster der Realitét entspricht, oder ob es aus Mess-Artefakten re-
sultiert (z.B. durch transiente lokale Aufwellungen der Blattspreite) |asst sich erst beantworten,
wenn die zeitaufgel 6ste, dreidimensionale Vermessung von wachsenden Blattern mit héherer
Prézision als derzeit mdglich betrieben werden kann. Fur die Zwecke dieser Arbeit beschrankt
sich die Interpretation der Wachstumsmuster daher auf eine raumliche Aufldsung von einigen,
gemittelten Bereichen innerhalb des Blattes.

Esist jedoch sehr gut mbglich, dass die dargestellten Muster tatsachlich die reale Komplexitat
des gesamten raum-zeitlichen Prozesses wiedergeben. Wenn dem so wére, wiirde die Analyse
dieser faszinierenden kleinskaligen Muster den Schltissel zur Erforschung hochinteressanter Be-
reiche der pflanzlichen Entwicklungsbiologie liefern und zum Beispiel die Kombination von Ein-
zel zell-1nhaltsstoff-Analysen mit in-situ-Wachstumsunter suchungen erméglichen.
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Abb. 7.25 Farbcodierte Wuchsratenverteilungen auf Rizinus (links) und Tabak (rechts) im Tagesgang
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7.2.4.4 Ader-Intercostalfeld-Verteilung

Ob unterschiedliche Gewebe des Blattes unterschiedliche Wachstums-Tagesgange zeigen, kann
derzeit noch nicht mit Sicherheit gesagt werden. Experimente zum Tagesgang des Rippenanteils
in Rizinus legen jedoch die Vermutung nahe, dass der Zuwachs der Rippen deutlich geringeren
tageszeitlichen Schwankungen unterworfen ist, als derjenige der Blattflache (Abb. 7.26).

Der Rippenanteil weist bei Blattern zweier verschiedener Entwicklungsstufen (zuge-horiges Ex-
periment: siehe Kap. 7.3) am Tag-Nacht-Ubergang ein Maximum, am Nacht-Tag-Ubergang da-

ge-gen ein Minimum auf, also genau umgekehrt wie im Fall der Blattflache. Da der Rippenantell
das Verhdltnis von Rippenmasse zu Blattmasse angibt, |asst dies auf ein gleichmassiges Wachs-

tum der Rippe schliessen.

Abb. 7.26 Rippenanteil von Ri-
zinusblattern im Tagesgang

Die abgebildeten Werte stellen

10 4 Mittelwerte aus Messungen an
drei Bléttern dar, die nach dem
91 Kriterium homogener Wuchs-

raten zu den verschiedenen Ern-

Rippenanteil [% des Blatt-FG]
o]

—e— Junge Blatter tezeitpunkten zusammen-gestel It
77 @ Alte Blatter wurden (Vergleiche Kap. 7.3).
6 o o Die Rippenmasse der aten Blat-
° o » » ° ter betragt im Mittel 120 mg; die
> Tag Nacht der jungen Bléatter 80 mg. Fur
41— . . . / , : beide Blattstockwerke ergibt sich
11 15 19 23 3 7 11 also eine Differenz von etwa 20
, mg zwischen den minimalen und
Uhrzeit

den maximalen absoluten Massen
der Rippen.

7.2.5 Inhaltsstoffverteilungen

Verteilungen von Inhaltsstoffen wurden ebenso wie die Verteilungen von Wuchsraten sowonhl
hinsichtlich raumlicher als auch zeitlicher Aspekte untersucht. Die Zielsetzung war hierbel, a)
Korrelationen zwischen den beiden Arten von Verteilungen zu erstellen und b) Aussagen Uber
putative regul atorische Funktion gewisser Inhaltsstoffe fir Wachstumsprozesse zu gewinnen.

Es wurden Konzentrationsanalysen von Kationen, Anionen, Kohlenhydraten sowie Aminosiuren
durchgefiihrt. Um dabei die Frage nach mdglichen Stofffllissen zu kléaren, wurde die Verteilung
dieser Stoffe im tageszeitlichen Verlauf sowie Uber verschiedene Blattstockwerke hinweg unter-
sucht. Innerhalb wurde sowohl die Verteilung der Substanzen zwischen Bereichen unterschied-
lichen cytologischen Entwicklungszustandes (Basis und Spitze) als auch in verschiedenen Gewe-
ben (Ader und Intercostalfeld) analysiert. Die Ergebnisse stellen Voruntersuchungen fir eine
Analyse von Depositionsraten bzw. von Sink-Source-Verhatnissen beziiglich einzelner In-
haltsstoffe der Pflanze dar.
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7.2.5.1 Versuchsdesign ,Inhaltsstoffanalyse Tabak*

Die Resultate der nachfolgenden zwel Abschnitte wurden ausschliesslich an Tabak erhoben; die
Pflanzenanzucht fand unter Standardbedingungen in den Plexikammern selbst statt. Aufgrund
des geringen Raumangebots konnten in den Plexikammern nur wenige Pflanzen angezogen wer-
den. Aus einer Population von 16 Pflanzen wurden acht moglichst einheitliche Pflanzen ausge-
sucht, bei denen je ein Blatt (Haupt-Untersuchungsblatt; Blatt Nr. 12) moglichst gut den genann-
ten Auswahlkriterien der Blétter fir DISP-Messungen entsprach (Lange ca. 10 cm; Wuchsrate
ca. 35 %/d). Weitere mittlere Parameter des Haupt-Untersuchungsblattes waren: Flache 60 cmz;
Masse 1,6 g; TGA 8 %; MRA 30 %.

Pasition entlang der Mittelrippe [%]

Allevier Stunden wurde eine Ernte durchgefuhrt, bei Spreits
der einer der acht Pflanzen 10 Proben entnommen -5
wurden: Dem Haupt-Unter suchungsblatt wurden acht

Proben entnommen (Abb. 7.27); einem drei Blattstock- 57 75
werke daritiber befindlichen sink-Blatt (Lange: ca.

3 cm; Wuchsrate ca. 100 %/d) sowie einem drel Blatt- 25 - 50
stockwerke darunter befindlichen source-Blatt (Lange:

ca. 15 cm; Wuchsrate < 5 %/d) je eine Probe. 0-25

Den I nter costalfelder n des Haupt-Untersuchungs-

blattes wurden vier Uber die Lange verteilte Proben ADbb. 7.27 Probenahme auf Tabakblatt Nr.12
entnomen: Je eine Probe wurde aus zwei 8-mm-Blatt-  vier proben, die aus je zwei Blattscheiben be-
scheiben des vordersten Blattviertels sowie der drei standen, wurden der Blattspreite entnommen.

. . Auch der Mittelrippe wurden vier Proben ent-
nachfolgenden Blattviertel der Spreite entnommen nommen. Die Proben waren &quidistant tber die
(Proben-FG 12-20 mg). Léange des Blattes verteilt. Uber einen Zeitraum

von 28 h hinweg wurde ale vier Stunden eine
Der Mittelrippe wurden die tibrigen vier Proben Ernte durchgefiihrt.

ebenfalls in Abstéanden von 25 % der Blattlange ent-
nomen (FG von je 20-50 mg). Von sink- und source-Blatt wurde je eine aus 2 Blattscheiben (Ba-
sis und Spitze) gepoolte Probe (FG je 15 bis 35 mg) entnommen.

Auf der Basis dieses Datensatzes werden im Weiteren die erwahnten Verteilungen dargestelIt.

7.2.5.2 Ader-Intercostalfeld

Zwischen dem Gewebe von Mittelrippe und Intercostalfeld bestehen strukturell-physiologische
Unterschiede. Die Mittelrippe besteht zu einem grof3en Anteil aus Leit- und Festigungsgewebe;
diese Gewebetypen kommen in den Intercostalfeldern dagegen kaum vor. Mittelrippengewebe
zeigt nur geringe photosynthetische Aktivitét; im Intercostalfeldgewebe ist dies die zentrale phy-
siologische Funktion. In der Mittelrippe liegen bereits in einem viel friheren Stadium alsim In-
tercostalfeld ausdifferenzierte Zellen vor, die dem Stoff-Ferntransport dienen. Trotz dieser Viel-
zahl an Unterschieden, die sich in einem verénderten Haushalt der Inhaltsstoffe niederschlagen
muss, wachsen Mittelrippe und Intercostalfeld mit balancierter Intensitét zu (Kap. 7.1.2).

Nachfolgend wird die Verteillung der Inhaltsstoffe in Ader und Intercostalfeld besprochen.
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Kohlenhydrate

Fur Glucose besteht ein deutlicher Konzentrations-Unterschied in Ader und Intercostalfeld
(Abb. 7.28): vor alem an der Basis der Mittelrippe treten sehr hohe Gehalte auf, die die Kon-
zentrationen der Intercostalfelder um ein Vielfaches Ubersteigen. Berechnet man unter Bertick-
sichtigung der Massen der einzelnen geernteten Segmente die mittlere Konzentration (Tab. 7.2),
so liegen diese in der Mittelrippe bei 5,6 umol/g FG und damit um mehr als den Faktor vier ho-
her alsim Intercostalfeld-Bereich des Blattes (1,2 pmol/g FG). Bezieht man den hoheren Mas-
sen-Anteil der Intercostalfelder gegeniiber der Mittelrippe (70:30) mit ein, so sind 67 % der im
Blatt vorkommenden Glucose in der Mittelrippe lokalisiert.

Bel Fructose unterscheiden sich die Konzentrationen in Mittelrippe und Intercostalfeld noch um
einen Faktor zwei; bei Saccharose sind sie dagegen vergleichbar. Stérke kommt fast ausschliess-
lich im Intercostalfeldbereich vor (93 % dort lokalisiert; Tab. 7.2).

Mittelrippe Intercostalfeld
8 i 8
Tag Nacht Nacht Tag
Saccharose ’
6 - - 6
4 -4
2 - -2
5 - - 5
4 -4
_ = Spitze Fructose
o =
L 39 | T -3
g HEl Basis
o i L
g 2 2
=
1 -1
- 20
16 - Glucose L 16
12 - 12
8 - - 8
4 -4
0 - -0
8 12 16 20 24 4 8 12 8 12 16 20 24 4 8 12
Uhrzeit

Abb. 7.28 Verteilung der Zuckerkonzentrationen in Mittelrippe und Intercostalfeldern von Tabakblattern
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Aminosauren

Bel den Aminosduren sind die Konzentrationen aller Spezies im Intercostalfeld hoher alsin der
Mittelrippe (Abb. 7.29; Tab. 7.2). Im Mittel stehen sie zueinander im Verhétnis 70:30; die Men-
genverteilung betragt somit etwa 85:15 (Intercostalfeld:Mittelrippe). Glutamat weist in der
Gruppe der haufigsten Aminosauren mit 12 % den niedrigsten Anteil in der Rippe auf (Tab. 7.2);
Glutamin den hochsten (22 %).

Bel den in geringen Mengen vorkommenden Aminosauren weisen Glycin und Alanin die héch-
sten relativen Gehalte in den Intercostalbereichen auf; Arginin und g-Amino-Buttersdure die
niedrigsten.

Mittelrippe Intercostalfeld
3 | 3
Tag Nacht Glutamin Nacht Tag
2 -2
-1
- 6
B Spitze Glutamat
—_ == T
O 44 | L4
LL BN Basis
o
=
£
5 21 ‘ ‘ -2
16 - 16
AS Gesamt
12 ~ - 12
8 - 8
4 ‘ ‘ ‘ ‘ )
0 -0
8 12 16 20 24 4 8 12 8 12 16 20 24 4 8 12
Uhrzeit

Abb. 7.29 Aminosauren-K onzentrations-Verteilung in Mittelrippe und I nter costalfeldern von Tabakbléttern
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Anionen

Bel den Anionen weisen die Nahrstoffe Nitrat (Abb. 7.30) und Phosphat hthere K onzentrationen
in der Mittelrippe auf (Tab. 7.2). Bei Chlorid sind die Gehalte in Ader und Intercostalfelld ver-
gleichbar, bei Sulfat sind sie im Intercostalfeld hoher. Auch Malat und vor allem Citrat weisen
erhdhte Konzentrationen im Intercostalfeldbereich auf. Im Fall von Citrat liegen beziiglich der
Ader-Intercostalfeld Verteilung noch extremere Verhdltinsse als bel Stérke vor: 95 % desim
Blatt vorkommenden Citrats sind in den Intercostalfeldern lokalisiert.

Mittelrippe Intercostalfeld
20 t 20
Tag Nacht Citrat Nacht Tag
15 - - 15
10 - - 10
5 A I -5
80 _JI‘]I_ID. - 80
Malat
'6 60 1 | mmmm Spitze - 60
C | T
o ==
% 40 -/ | HEE Basis - 40
g
—_— 20 - I~ 20
120 + - 120
100 - Nitrat L 100
80 -
60 -
40 -
20 A
0 .
8 12 16 20 24 4 8 12 8 12 16 20 24 4 8 12

Uhrzeit
Abb. 7.30 Anionen-K onzentrations-Verteilungen in Mittelrippe und Inter costalfeld von Tabakbléattern
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Tab. 7.2 Verteilung von I nhaltsstoffen in Mittelrippe und Inter costalfeld von Tabakblé&ttern (Blatt Nr. 12)

Die Mittelwerte fir MR und |C wurden unter Berlicksichtigung der Massen der geernteten Segmente berechnet,
die mittlere Konzentration des gesamten Blattes sowie die Mengenanteile von MR und |C unter der Annahme
eines Mittelrippenanteils an der Blattmasse von 30 %. rot: héchste Quotienten von MR:IC; blau: niedrigste.

Konzentrationen [umol/g FG] Mengen [% v.
Inhaltsstoff Mittelrippe (MR) Intercostalfeld (IC) Blatt Gesamtgehalf]

Mittel Max Min Mittel Max Min | Gesamt| MR IC
Starke 5 17 1 28 56 4 21 7 93
Glucose 5,6 20 0,3 1,2 8,9 0,04 2,5 67 33
Fructose 14 4.7 0,1 0,65 2,8 0,1 0,9 48 52
Saccharose 3,0 4,6 1,2 3,3 6,1 1,8 3,2 28 72
Chlorid 20 34 16 17 26 13 18 34 66
Sulfat 5,2 14 35 91 17 3,0 79 20 80
Nitrat 80 113 59 43 76 6 54 44 56
Citrat 0,8 54 0,0 6 16 1 4.4 5 95
Malat 18 41 6,3 30 78 11 26 20 80
Phosphat 0,9 2,1 0,0 0,3 3,7 0,0 0,5 56 44
AS Gesamt 3,8 7,8 2,3 9,0 15,1 6,2 75 15 85
GIn 0,6 12 0,2 0,9 19 0,2 0,8 22 78
Glu 0,9 2,3 0,5 2,8 4,4 1,6 2,2 12 88
Asn 0,1 0,52 0,04 0,4 0,9 0,1 0,3 14 86
Asp 0,9 19 04 2,0 3,7 1,0 1,7 15 85
Ser 0,3 0,7 0,2 0,6 1,6 0,2 0,5 18 82
Val 0,3 0,7 0,1 0,5 0,7 0,3 0,4 20 80
Gly 0,1 0,5 0,0 0,5 2,3 0,1 0,4 10 90
Ala 0,1 0,5 0,0 0,4 0,9 0,1 0,3 11 89
Arg 0,03 0,1 0,0 0,04 0,2 0,0 0,04 24 76
GABA 0,4 0,6 0,2 0,4 1,0 0,2 0,4 26 74
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7.2.5.3 Basis-Spitze

BezUglich der raumlichen Konzentrations-Gradienten auf dem Blatt wurden die Inhaltsstoffe in
vier Klassen eingeteilt (Tab. 7.3):

Klasse BS: Gehalt an der Basis hoher als an der Spitze
Klasse SB: Gehalt an der Spitze hoher as an der Basis
Klasse H: Homogen verteilte, vergleichbare Gehalte

Klasse U: Uneinheitliche Vertellung

Diese Klasseneinteilung wurde sowohl fur die Verteilungen in der Mittelrippe als auch fir digje-
nigen der Intercostalfelder vorgenommen. Eine Substanz wurde nur dann den Klassen BS oder
SB zugeordnet, wenn sie bel sieben der acht Messungen der Zeitreihe einen eindeutigen Kon-
zentrationsgradienten aufwies.

Der Gradient wurde dartiber hinaus noch quantifiziert: Es wurde der mittlere Quotient zwischen
den Proben an Basis und Spitze errechnet (Tab. 7.3; BS: Basis dividiert durch Spitze; SB: Spitze
dividiert durch Basis; vergleiche Abb. 7.31).

Die Zuordnung zu den Klassen H und U geschah nach Berechnung der Streuung relativ zum
Mittelwert des jeweiligen Probenzeitpunktes. Die relative Streuung kann Werte zwischen 0 und
1 annehmen. Wenn fir einen bestimmten Inhaltsstoff der Mittelwert aller relativen Streuungen
der acht Probenzeitpunkte unter 0,15 lag, wurde diese Substanz der Klasse H zugeordnet. Alle
verbleibenden Stoffe wurden der Klasse U zugeordnet.

Aussagekr aft der Konzentrationsgradienten hinsichtlich Depositionsratenverteilungen

Die Klassenzugehtrigkeit der Stoffe gibt nun nicht nur deren Konzentrationsverteilung in quan-
tisierter Form wieder, sondern sie sagt auch qualitativ aus, wie die Deposition der Stoffe Giber
das Blatt verteilt ist. Depositionsraten auf dem Blatt kénnen in analoger Weise wie fir die Wur-
zel berechnet werden (Kap. 2.3 und Kap. 6.1.4). Neben der Kenntnis des Konzentrationsprofils
ist die Kenntnis des Geschwindigkeitsfelds auf dem Blatt V oraussetzung fir die Berechnung von
Depositionsraten.

Zur Berechnung dieses Feldes entlang der Blattmittelrippe wurde der mittlere Wuchsratengra-
dient aus Abb. 7.23 herangezogen. Durch Integration erhélt man die Geschwindigkeitsverteil-
ung entlang der Rippe (Abb. 7.31 oben). Mit Hilfe dieser Verteilung kdnnen modellartig einige
Depositionsratenverteilungen aus hypothetischen Konzentrationsverteilungen berechnet werden
(Abb. 7.31 unten). Das zur Verfligung stehende Datenmaterial der |nhaltsstoffmessungen verfugt
Uber eine zu geringe raumliche Auflésung sowie Uber zu grof3e Schwankungen zwischen den
einzelnen Erntezeitpunkten und soll daher nicht fir eine quantitative Analyse der Depositions-
raten-Verteilungen herangezogen werden. Ferner bestehen im Unterschied zur Wurzel im Blatt
deutliche Tagesgange der Konzentrationsverteilungen (Kap. 7.2.5.5), die fir eine quantitative
Berechnung von Depositionsraten mit wesentlich mehr Daten abgesichert werden mussten.
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Die mittleren raumlichen Verteilungen der Stoffe lassen jedoch eine Aussage dariiber zu, ob ein
bestimmter Inhaltsstoff vorwiegend an der Blattbasis, an der Blattspitze oder gleichmaliig inner-
halb des Blattes deponiert wird:

Wenn die Konzentrationsverteilung von der Basis zur Spitze hin monoton abfdlt (Klasse BS),
dann falt die Depositionsratenverteilung noch starker in dieser Richtung ab. Bei konstanten
Konzentrationen entlang der Blatt-Mittelrippe liegt das Maximum der Depositionsratenver-
teilung immer noch an der stérker wachsenden Blattbasis. Erst wenn die Konzentrations-
verteilung zur Spitze hin mit einem stérkeren Gradienten als 1,4 ansteigt, wird der betreffende

Inhaltsstoff vorwiegend in der Blattspitze deponiert.
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; 0,0 T T T T T T T I T 0;0
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Abb. 7.31 Schematischer Zusammenhang zwischen K onzentrations- und Depositionsratenverteilung

Das zugrunde gelegte Geschwindigkeitsfeld ist oben rechts dargestellt; oben links: R&umlicher Wuchsra-
tengradient aus Abb. 7.247?. Unten rechts: Depositionsratenverteilungen, die sich aus einigen beispielhaft

ausgewahlten hypothetischen Konzentrationsverteilungen (unten links) errechnen lassen.
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Zucker

Bel den Kohlenhydraten zeigt Glucose einen deutlichen BS-Gradienten mit htheren Gehalten in
der Mittelrippen-Basis alsin der Spitze (Abb. 7.28; Tab. 7.3). An der Basis sind Konzentrationen
von bis zu 20 pmol/g FG zu finden; an der Spitze liegen diese um einen Faktor 10 niedriger. Bel
Fructoseist ein geringerer aber dennoch deutlicher BS-Gradient ausgepragt; die Saccharose-
Konzentrationen sind in Rippe wie Intercostalfeld homogen verteilt. Die hohen Konzentrationen
und Depositionsraten von Glucose in der Basis der Mittelrippe konnten mit einem hohen Bedarf
an Glucose in diesem Bereich korrelieren.

Dieser Bedarf konnte aus dem Zuwachs der hier besonders kréftig ausgepragten Mittelrippe re-
sultieren, deren Festigungs- und L eitgewebe einen hohen Anteil von strukturellen Kohlenhydra-
ten aufweist, die aus Glucose-Untereinheiten bestehen (z.B. Zellulose). Zur Expansion dieser
Strukturen ist eine grof3e Menge von Glucose notwendig.

Aminosauren

Die Aminosaurenkonzentrationen zeigen im Intercostal bereich keine deutlichen Basis-Spitze-
Gradienten, sondern eher ein leichtes Maximum in mittleren Bereichen des Blattes. In der Rippe
ist jedoch stets ein SB-Gradient zu finden (Abb. 7.29, Tab. 7.3). Fir fast alle Aminosauren liegt
dieser Gradient Uber 1,4; das heil3t, dass Aminosauren verstarkt an der Spitze in die Mittelrippe
deponiert werden. Auch hier fallt, wie bei der Ader-Intercostalfeld-Verteilung, Glutamin aus
dem Rahmen, da es keinen klaren SB-Gradienten beziiglich der Konzentration in den Rippen
aufweist und im Intercostal bereich inhomogener verteilt ist as die Gbrigen Aminosauren.

Anionen

Bel den Anionen sind generell keine besonders deutlichen Gradienten zu finden (Abb. 7.30). Ei-
ne Ausnahme stellt hier allenfalls Phosphat dar, dessen Konzentration allerdings nur in den bei-
den basalen Segmenten von Rippe und Intercostalfeld leicht Uber der Nachweisgrenze liegt.

Der starke Gradient von Phosphat konnte durch die Hypothese erklért werden, dass der Phos-
phatbedarf wahrend der Blattentwicklung besonders stark absinkt und das Blatt deshalb an der
weiter ausdifferenzierten Blattspitze einen wesentlich geringeren Gehalt aufweist als an der noch
,jungeren’, weniger ausdifferenzierten Blattbasis.
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Tab. 7.3 Raumliche Verteilung der Inhaltsstoffe in Mittelrippe (MR) und Inter costalfeld (1C) von Tabak

Die Inhatsstoffe gehdren hinsichtlich ihres Basis-Spitze-Gradienten vier verschiedenen Klassen an: BS: héhe-
re Gehaltein der Basis, SB: hthere Gehalte in der Spitze; H: homogen verteilt; U: uneinheitlich. Fir Stoffe der
Klassen BS und SB ist in Klammern der entsprechende Gradient angegeben; rot: Verteilungen mit maximalen
BS-Werten; blau: Verteilungen mit maximalen SB-Werten. Fir Stoffe der Klassen H und U ist in Klammern
dierelative Streuung angegeben; grin: Verteilungen mit minimaler Streuung.

Gradienten Gradienten
Inhaltsstoff Inhaltsstoff
MR IC MR IC

Starke SB (4,7) H (0,12) AS Gesamt SB (2,3) H (0,12)
Glucose BS (10,2) U (0,41) Gln U (0,15) U (0,24)
Fructose BS (4,4) U (0,19) Glu SB (3,1) H (0,11)
Saccharose SB (1,4) H (0,05) |Asn SB (2,7) U (0,21)

Asp SB (2,5) H (0,12)
Chlorid H (0,06) SB(1,3) |Ser SB (2,2) H (0,10)
Sulfat SB (2,1) BS(1,9) |Val SB (2,6) H (0,06)
Nitrat H (0,04) H (0,09) |Gly SB (3,2) U (0,16)
Citrat U () U015 |Ala SB (2,9) H (0,11)
Malat BS(1,7) SB(1,3) |Arg SB (1,8) H (0,09)
Phosphat U(--) U(--) GABA U (0,15) H (0,11)

7.2.5.4 Versuchsdesign ,Inhaltsstoffanalyse Rizinus’

Fur dieses Experiment wurden 70 Pflanzen verwendet.
Es wurden nicht nur Inhaltsstoffanalysen durchgefihrt,
sondern auch Versuche zum Einfluss von Zugkréften
auf das Wachstum (Abb. 7.32; vergleiche Kap. 7.3).
Aufgrund der hohen Anzahl von Pflanzen konnte die
Kultivierung nicht in der Plexikammer erfolgen, son-
dern musste im Gewéchshaus durchgefihrt werden.
Dort wurden hinsichtlich Tageslange, Lichtintensitét,
Temperatur und L uftfeuchte dieselben externen Bedin-
gungen eingestellt wie in der Plexikammer.

Abb. 7.32 Abgespannte Rizinusbl&tter
fur Versuch ,Inhaltsstoffanalyse'
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Die Pflanzen wurden hinsichtlich des Entwicklungszustandes ihrer Blétter in zwei Populationen
gruppiert:

,Junge Bléatter"

,Alte Blatter’

Abb. 7.33 Blattpopulationen der Rizinus-
I nhaltsstoffanalyse:

,Junges' Blatt (oben) und ,ates Blatt (unten)

,Junge’ Blétter (F1-Blétter, Abb. 7.33 links) hatten relative Wuchsraten von 40 (+/-10) %/d; die
Ausgangsléange ihres mittleren Blattlappens betrug 6 (+/- 1) cm; ,alte’ Blétter (Priméarbl&tter,
Abb. 7.33 rechts) hatten relative Wuchsraten von 8 (+/- 4) %/d und Ausgangsldngen von

11 (+/- 2) cm. Die zeitliche Entwicklungsdifferenz zwischen jungen und alten Bléttern betrug
etwa zwolf Tage. Sechs Pflanzen der beiden Popul ationen wurden der Gesamtpopulation als
Kontrollen entnommen. Die Blétter dieser Pflanzen wurden keiner Zugbeei nflussung ausgesetzt.

Die Hauptuntersuchungsbl dtter aller tbrigen Pflanzen wurden zu Sechsergruppen zusammenge-
stellt und mit Massen von 2, 5, 12 oder 30 g nach vorne und hinten abgespannt, um ein Abspan-
nen der Blétter wie im DISP-Aufbau zu simulieren. Das Zusammenstellen der Sechsergruppen
geschah nach dem Kriterium vergleichbarer Langen-Zuwachsrate der Mittelrippe. Diese Wuchs-
rate wurde mit einer Linealvermessung zwei Tage vor dem Anhangen der Massen untersucht.
52 h nach Anlegen der Zugkraft wurde die Lénge der Mittelrippe nochmals gemessen.

Im Anschluss an diese Messung fand alle vier Stunden eine Ernte statt. Bei jeder Ernte wurden je
drei nicht-zugbelastete junge und alte Blétter (zum grof3en Teil von Pflanzen mit einem anderen,
Zug-belasteten Blatt) ausgesucht nach dem Kriterium vergleichbarer mittlerer Wuchsraten der
Bléatter der verschiedenen Ernten. In der Mitte der Nacht sowie zwei Stunden nach Tagesbeginn
wurden auch je drei junge und alte Blétter jeder Zugbel astungs-Population geerntet.

Bel der Ernte jedes Blattes wurde zunéchst die Expansibilitdt bestimmt (Kap. 3.3). Dann wurde
je eine 8-mm-Blattscheibe von der Intercostalregion an der Blattbasis und an der Blattspitze aus-
gestochen und vereinigt. Schliefdlich wurde noch der Interzellular- und Mittelrippenanteil sowie
der Trockengewichtsanteil bestimmit.
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7.2.5.5 Tagesgang

Bel vielen Inhaltsstoff-Konzentrationen ergibt sich neben der oben besprochenen raumlichen
auch eine erhebliche zeitliche Variation im Verlauf von 24 Stunden (Abb. 7.28 bis 7.30 und
7.35). Es wére theoretisch denkbar, dass der Tagesgang der Wachstumsvariation und der damit
verbundene zeitlich inhomogene, Verdinnungseffekt’ zu schwankenden Konzentrationen im
Blatt fuhren. Bel ndherer Betrachtung wirken sich die variierenden Wuchsraten jedoch nur mar-
ginal auf den Verlauf des absoluten Blattzuwachses aus (Abb. 7.34): Unter der Annahme einer
diskreten anfénglichen Menge eines Inhaltsstoffes im Blatt wirde die Zeitreihe der Kon-
zentration im Verlauf des Tages dementsprechend nahezu monoton abnehmen. Ein derartiger
Verlauf konnte fir keinen der untersuchten Inhaltsstoffe festgestellt werden. Im Verlauf von 24 h
schwanken die gemessenen Konzentrationen zwar; im Mittel kommt es jedoch weder zu einer
signifikanten Zu- noch zu einer Abnahme.

Das heil3t, dass der Stoffeintransport (bzw. der Metabolismus) so reguliert ist, dassim Tages-
mittel die einzelnen Inhaltsstoffe mit derselben Rate deponiert werden, mit der auch das Blatt
wéchst. Auftretende Konzentrations-Variationen sind durch eine Variation der Stoff-Deposi-
tionsrate um diesen Mittelwert der Deposition herum bedingt. Bezieht man die maximal auf-
tretende Konzentrations-Variation pro Zeiteinheit auf den Mittelwert der Konzentration so erhélt
man ein Mal3, das nachfolgend ‘ maximale relative Deposition’ genannt wird (analog Kap. 6.2.4).
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Abb. 7.34 Auswirkung des Wachstums-Tagesgangs auf eine Konzentrations-Zeitreihe

Der zu Grunde liegende Tagesgang (Inset) wurde Abb. 7.20 entnommen; hieraus wurde die Zunahme
der Blattmasse berechnet (Inset: rote Lini€). Unter der Annahme einer zeitlich konstanten | nhaltsstoff-
Menge im Blatt wurde dann die zugehtrige Konzentrations-Zeitreihe (blaue Kurve) berechnet.
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Die Konzentrations-Zeitreihen der Inhaltsstoffe von Tabak und Rizinus kénnen auch in diesem
Abschnitt wieder in bestimmte Klassen gruppiert werden (Tab. 7.4 und Tab. 7.5):

Klasse T: Stoff zeigt einen Tagesgang. Die Mittelwerte der durchgefihrten Konzentrations-
messungen liegen entlang einer Sinudlinie. Es darf hochstens ein , Ausreisser’ im Kollektiv
der Messungen enthalten sein. Zwischen maximalem und minimalem Wert der Zeitreihe
muss ein signifikanter Unterschied bestehen. Der Zeitpunkt des Maximums wird in Klam-
mern angegeben: T (Uhrzeit).

Klasse K: Stoff zeigt einen zeitlich konstanten Verlauf. Die Mittelwerte der durchgefihrten
Konzentrationsmessungen liegen entlang einer Geraden. Es darf hochstens ein , Ausreisser’
im Kollektiv der Messungen enthalten sein.

Klasse V: Stoff variiert zeitlich sehr stark. Hierzu gehoren alle tbrigen Inhaltsstoffe.

Fur Tabak erfolgt die Klassenangabe nach Mittelrippe und Intercostalbereich getrennt unter Ver-
wendung der Mittelwerte der vier von unterschiedlichen Orten stammenden Proben (Tab. 7.4).

Bel Rizinus wurden nur Intercostalfelder beprobt. Die Klassenangabe erfolgt hier getrennt fr
altere Primérblatter (P) sowie jungere Folgeblétter (F1). Die Werte der einzelnen Zeitpunkte
stellen Mittelwerte von 3 Proben dar. FUr Rizinus (Tab. 7.5) werden zusétzlich die jeweiligen
Zeitrethen-Mittelwerte sowie Minimum und Maximum mit angegeben; fur Tabak (Tab. 7.4)
kann diese Information Kap. 7.2.5.2 (Tab. 7.2) entnommen werden.

Kohlenhydrate (Tabak)

Bel Tabak scheinen alle gemessenen Kohlenhydrate einen Tagesgang aufzuweisen (Abb. 7.28;
Tab. 7.4). Wahrend Glucose und Fructose in der Rippe in der Mitte der Nacht maximale Werte
zeigen, treten die hochsten Gehalte von Stérke und Saccharose im Intercostal bereich am Ende
des Tages auf. Die maximalen relativen Depositionen erreichen hierbei Werte von bis zu 20 %/h
(Glucose andert die Konzentration um maximal 80 % in einem 4-h-Intervall).

Aminosauren (Tabak)

Die Aminosduren zeigen zwar summarisch eine sehr konstante Zeitreihe (Abb. 7.29; Tab. 7.4);
einzelne Aminosduren wie Glutamin (Maximum am Ende des Tages) und Asparagin (Maximum
in der Mitte der Nacht) verfligen jedoch Uber ausgepragte Tagesgange mit maximalen relativen
Depositionen von etwa 15 %/h.

Anionen (Tabak)

Die Anionen zeigen ein sehr uneinheitliches Bild: Das Spektrum reicht von einem sehr deutli-
chen Tagesgang bei Citrat bis hin zu weitgehend konstanten Verhaltnissen bei Nitrat (Abb. 7.30;
Tab. 7.4). Bei Citrat befindet sich das Maximum direkt am Tag-Nacht-Ubergang; die Zeitreihe
verlauft weitgehend parallel zu derjenigen des Wachstums. Es tritt eine maximale relative Depo-
sition von 25 %/h auf.
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Tab. 7.4 Tagesgange von | nhaltsstoff-K onzentrationen in Tabakblattern des Blattstockwerks Nr. 12

Klasse T: Substanz zeigt Tagesgang (Uhrzeit [h] des Maximalwertes), rot: Maximum stimmt zeitlich mit
Wachstumsmaximum Uberein; blau: Maximum tritt zu Zeit des Wachstumsminimums auf;
Klasse K: konstante zeitliche Verteilung; Klasse V: Variationen im Verlauf des Tages sehr grof3.

Tagesgang Tagesgang
Inhaltsstoff Inhaltsstoff
MR IC MR IC
Starke \% T (20) AS Gesamt K K
Glucose T (02) \% Gln T (20) T (20)
Fructose T (02) \% Glu K T(4)
Saccharose K T(16)/V |Asn T (24) T (24)
Asp K T (24)
Chlorid \% K Ser K T(16)
Sulfat K K val T (24) K
Nitrat \% \% Gly K T (16)
Citrat T (08) T (08) Ala K \Y
Malat T (04) T(9) |Arg K Y,
Phosphat K \% GABA K K

Kohlenhydrate (Rizinus)

Bel Rizinus lassen sich beziiglich der Kohlenhydrate (Abb. 7.35, Tab. 7.5) nur fur Starke (maxi-
male relative Deposition 20 %/h) und Saccharose (maximale relative Deposition 5 %/h) Tages-
gange erkennen. Glucose und Fructose zeigen stark schwankende K onzentrationszeitreihen.

Aminosauren (Rizinus)

Bel den Aminosduren ergibt sich ein ganz dhnliches Bild wie bel Tabak: Die Summe der einzel-
nen Spezies weist eine recht konstante Zeitreihe auf; jedoch treten auch hier in einer Reihe von
Stoffen deutliche Tagesgange auf (Tab. 7.5). Hierzu gehdren Glutaminsaure, Asparaginsaure,
Asparagin und Alanin (maximale relative Deposition etwa 10 %/h). Der Zeitreihe von Glutamin
kann dagegen in Rizinus kein Tagesgang zugesprochen werden (Abb. 7.35).

Kationen (Rizinus)

Die gemessenen Kationen zeigen hier mit Ausnahme von Magnesium und Ammonium in den
jungen Folgebléttern (Klasse V) sehr konstante Zeitreihen (Tab. 7.5), wie dies etwaim Fall von
Calcium zu sehen ist (Abb. 7.35).
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Tab. 7.5 Tagesgénge von I nhaltsstoff-K onzentrationen in Rizinusbléttern (F1 und P)

Klasse T: Substanz zeigt Tagesgang (Uhrzeit [h] des Maximalwertes), rot: Maximum stimmt zeitlich mit
Wachstumsmaximum Uberein; blau: Maximum tritt zu Zeit des Wachstumsminimums auf;
Klasse K: konstante zeitliche Verteilung; Klasse V: Variationen im Verlauf des Tages sehr grof3.

Die Messungen stammen aus Ernten von je drei Bléttern (Intercostalfelder von Basis und Spitze vereinigt)
Mittel, Max und Min: Mittelwert der Proben aller Ernten, Maximum und Minimum der Zeitreihe

Konzentrationen bei KH und AS: [umol/g FG]; Kationen [umol/g TG]

Inhaltsstoff Junge Folgeblatter F1 Altere Primarblatter P
Tagesgang | Mittel Max Min | Tagesgang| Mittel Max Min
Starke T (19) 17 34 2 T (23) 48 90 12
Glucose V 57 12 2 V 6,3 10 3
Fructose V 4.4 8 2 V 54 8 3
Saccharose T (19) 19 24 14 K 20 24 17
Kalium K 1670 2190 1225 K 1700 1870 1530
Calcium K 103 159 50 K 488 561 425
Magnesium \% 111 140 85 K 218 240 191
Ammonium \% 49 61 25 K 29 38 17
Lithium K 25 31 17 K 13 17 10
AS Ges K 25 31 21 \Y 12,3 16,7 9,6
GIn \Y 4,4 6,6 2,1 \Y 0,9 1,9 0,3
Glu T (15) 5,9 8,1 3,2 K 38 51 2,7
Asn T (08) 11 1,9 0,4 T (08) 0,2 0,4 0,1
Asp T (02) 39 6,2 15 T (08) 32 46 2,6
Ser K 0,8 13 0,6 T (11) 0,9 1,6 0,3
Val K 2,2 2,6 19 K 11 15 0,8
Gly \Y 0,2 0,5 0,07 \Y 0,1 0,3 0,06
Ala T (15) 1,2 1,7 0,7 T (15) 0,7 1,1 0,2
Arg \Y, 29 52 11 K 0,07 0,09 0,03
GABA T (15) 1,2 18 0,9 K 0,5 0,6 0,4
Phe \Y 0,13 0,20 0,08 T (23) 0,14 0,20 0,08
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7.2.5.6 Unterschiedliche Blattstockwerke

Pflanzen sind modular aufgebaute Organismen. I hre Blétter entwickeln sich nach nahezu identi-

schen Mustern in einem gewissen zeitlichen Abstand zueinander. Die zeitliche Differenz zwi-
schen zwei aufeinanderfolgenden Bléattern wird , Plastochron® (Askenasy 1880) genannt.

Untersucht man gleichzeitig zwei ver schiedene Blattstockwerke, so gewinnt man mit recht guter
Prézision Informationen Uber zwei zeitlich aufeinanderfolgende Zusténde, die jedes der beiden
Blattstockwerke gleichartig durchlauft. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bel den geernteten Ri-
zinuspflanzen zwei; bei den Tabakpflanzen drel Blattstockwerke (T9, T12 und T15) beprobt, um

ein Bild Uber den Entwicklungsverlauf der Inhaltsstoffe Uber eine grofiere Zeitskala a's einen

Tag zu erlangen. Bel Rizinus treten Plastochrone von 10 — 14 Tagen auf. Die Plastochronlange

von Tabak betrégt im untersuchten Entwicklungsstadium etwa 2-3 Tage (siehe Walter 1997).
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Berechnung zeitlicher Entwicklungsgradienten fur Inhaltsstoffe

Unter der Annahme, dass zwischen den beiden Rizinus-Blattstockwerken eine zeitliche Entwick-
lungsdifferenz von 12 Tagen und zwischen den Tabak-Blattstockwerken T9 und T15 15 Tage la-
gen, wurden die zeitlichen Entwicklungsgradienten der verschiedenen Inhaltsstoffe als Ander-
ung ihrer Konzentration pro Tag berechnet (Tab. 7.6). Ein positiver Gradient driickt aus, dass die
Konzentration im Verlauf der Entwicklung zunimmt; negative Gradienten zeigen Konzentra-
tionsabsenkungen an. Die Gradienten wurden wie folgt berechnet:

Rizinus: G. = Ce - Cy
R 12
Tabak: G. = (O O
=19 _TTs
15

Dabe steht Gg bzw. Gt fur den Gradienten von Rizinus bzw. Tabak und hat die Einheit
[umol/g FG/d]. Cp steht fur die jeweilige mittlere Konzentration des Rizinus-Primérblattes; Crg
steht fir die mittlere Konzentration des Tabakblattes von Position 9.

Normiert man diese Gradienten auf die mittlere Konzentration der beiden verrechneten Blatt-
stockwerke, so erhdt man den , relativen zeitlichen Entwicklungsgradienten’ Gyy. Mit Hilfe die-
ses Quotienten kann die zeitliche Anderung verschiedener Stoffe miteinander verglichen werden.

Zeitliche Entwicklungsgradienten bei Tabak und Rizinus

Bel Tabak liegen die Mittelwerte der jeweiligen Konzentrationen im Blattstockwerk T12

(Tab. 7.2) fast immer zwischen den Werten von T9 und T15 (Tab. 7.6). Die Konzentrationen a-
ler Inhaltsstoffe scheinen also im Verlauf der Blattentwicklung entweder monoton ab- oder zu-
zunehmen. Die Differenzen zwischen Werten in T9 und in T15 sind jedoch meist geringer als die
tageszeitliche bzw. raumliche Variation in T12. Das heif, dass die Inhaltsstoffkonzentratio-nen
im Tagesgang enorm variabel sind, wie sich amBeispiel von Citrat veranschaulichen |1&(3: Bei
Citrat tritt im Verlauf des Tagesin T12 eine Konzentrationsdifferenz von 14 pmol/g FG auf
(maximale relative Deposition 25 %/h); die Mittelwerte von T9 und T15 unterscheiden sich je-
doch nur um 7 umol/g FG (Abb. 7.36), was bei einem Mittelwert von 5 pmol/g FG einem relat i-
ven zeitlichen Entwicklungsgradienten von 9 %/d entspricht.

Die kurzfristigen, tageszeitlichen Schwankungen der Inhaltsstoff-Variation tibertreffen die lang-
fristigen, entwicklungsbedingten Variationen also bel Citrat um den Faktor 70!

Stoffe, die einen Tagesgang in T12 aufweisen, verfligen meist auch in T15 Uber eine tagesrhyth-
misch variierende Zeitreihe, wie dies nicht nur fur Citrat, sondern auch fir Saccharose und Glu-
tamin zu sehen ist (Abb. 7.36). In vielen Féllen sind die Tagesr hythmen um so deutlicher aus-
gepragt, jejunger dasBlatt ist (z.B. bel Saccharose). Diesist eine Analogie zu den Verhalt-
nissen des Wachstum-Tagesrhythmus, dessen Amplitude ebenfalls mit der Zeit abnimmt verglei-
che Abb. 7.17 und Abb. 7.22).
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Tab. 7.6 Tageszeitlich und Uber Basis und Spitze gemittelte | nter costalfeld-K onzentrationen (C) sowie zeitliche
Entwicklungsgradienten (G) in ver schiedenen Blattstockwerken von Tabak und Rizinus

Tabak: Cro: Mittlere Konzentration [umol/g FG] in Blatt 9; (Ct1s: Blatt 15);

Gr zeitlicher Entwicklungsgradient [umol/g FG/d] zwischen den Konzentrationen beider Blattstockwerke;

Grra: relativer zeitlicher Entwicklungsgradient [%/d]; normiert auf mittlere Konzentration der beiden Blattstockwerke.
Rizinus: Entsprechende Gréfzen fur Primérblatt und Folgeblatt F1. grin: minimale, rot/blau: maximal pos/neg. Grg

Tabak (keine Kationendaten) Rizinus (keine Anionen) Cyaion[UMol/gTG]
Inhaltsstoff
CTQ C:T2I.5 GT GT,reI CP CFl GR GR,reI
Starke 2 12 -0,7 -10 48 17 2,6 8
Glucose 2,0 3,0 -0,07 -3 6,3 57 0,05 1
Fructose 2,0 11 0,06 4 54 4,4 0,08 2
Saccharose 1,8 8,2 -0,43 -9 20 19 0,08 0
Chlorid 17 21 -0,27 -1 - - - -
Sulfat 54 154 -0,67 -6 - - - -
Nitrat 28 13 1,0 5 - - - -
Citrat 14 8,5 -0,47 -9 - - - -
Malat 44 30 0,93 3 - - - -
Phosphat 0 40 -0,27 -14 - - - -
Kalium - - - - 1700 1670 2,5 0
Calcium - - - - 488 103 32 11
Magnesium - - - - 218 111 8,9 5
Ammonium - - - - 29 49 -1,7 -4
Lithium - - - - 13 25 -1,0 -5
AS Ges 59 15,1 -0,61 -6 12,3 25 -11 -6
GIn 0,2 1,9 -0,11 -10 0,9 4,4 -0,3 -11
Glu 2,1 4,3 -0,15 -5 3,8 59 -0,18 -4
Asn 0,2 0,7 -0,03 -7 0,2 11 -0,08 -12
Asp 1,0 3,8 -0,19 -8 3,2 39 -0,06 -2
Ser 0,3 0,9 -0,04 -7 0,9 0,8 0,01 1
Val 0,5 0,6 -0,01 -2 11 2,2 -0,09 -5
Gly 0,2 0,4 -0,01 -3 0,1 0,2 -0,01 -7
Ala 0,3 0,8 -0,03 -5 0,7 1,2 -0,04 -4
Arg 0,04 0,15 -0,01 -10 0,07 29 -0,24 -16
GABA 0,4 0,8 -0,03 -5 0,5 1,2 -0,06 -7
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Die stérksten relativen Zunahmen werden in Tabak fur Nitrat (5 %/d); in Rizinus fur Calcium
(11 %/d), Magnesium (5 %/d) und fir Starke (8%/d) gefunden. In absoluten Einheiten entspricht
dies beispielsweise einer Zunahme fur Calcium bei Rizinus von 32 pmol/g FG/d. Diese Zunah-
me stimmt mit der Fitlinie der Konzentrationsmessungen im Tagesgang der F1-Bléatter sehr gut
Uberein (Abb. 7.35). Das deutet darauf hin, dass Calcium tatsachlich mit einer tageszeitlich sehr
konstanten Depositionsrate im Blatt eingelagert wird. Calcium erreicht mit dem Transpirations-
strom im Xylem das Blatt und kann aufgrund seiner geringen Phloemmobilitét von dort schlecht
remobilisiert werden (Marschner 1995).

Die stérksten relativen Abnahmen im Verlauf der Entwicklung finden sich fur Arginin (Tabak:
-10 %/d; Rizinus:. -16 %/d) sowie Glutamin (Abb. 7.35 und 7.36), fur das die Abnahmeraten der
beiden Arten nahezu identisch sind (Tabak —10 %/d; Rizinus—-11 %/d). Bel Tabak wird auch fur
Stérke (-10 %/d) und fiir Phosphat (-14 %/d) eine sehr starke Abnahme festgestellt. Uber eine
entwicklungsbedingte Abnahme von Phosphat war schon im vorigen Abschnitt im Zusammen-
hang mit dessen Basis-Spitze-Gradienten spekuliert worden. Bei Rizinus weist Asparagin

(-12 %/d) eine sehr hohe relative Abnahme auf.

Konstante Verhaltnisse wahrend der Entwicklung (Grre etwa Null) werden in Tabak fur
Chlor; in Rizinus fir Kalium, Glucose, Saccharose und Serin festgestellt.
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Abb. 7.36 Saccharose-, Citrat- und Glutamin-Zeitreihen in ver schiedenen Blattstockwer ken von Tabak
T9: RGR <59%/d; Lange ca. 15 cm; T12: RGR ca. 30 %/d; Lange ca. 10 cm; T15: RGR ca. 100 %/d; Lange ca. 3 cm.
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7.2.5.7 Relationen von Zuckern und Aminosauren

Im Verlauf der Entwicklung verandern sich die Relationen sowohl der einzelnen Spezies von
Zuckern und Aminosauren a's auch das Verhdltnis von Zuckern und Aminosauren (C:N-Ver-
haltnis) insgesamt. Tragt man summarisch die mittleren Konzentrationen auf, die im Verlauf der
vorigen Abschnitte fur die unterschiedlichen Blattstockwerke von Tabak und Rizinus prasentiert
wurden (Tab. 7.2 und Tab. 7.6) und normiert man diese auf die Summe der Konzentrationen des
jeweiligen Blattes, so lassen sich die Verschiebungen der Relationen sehr einfach untersuchen
(Abb. 7.37).
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Abb. 7.37 Relationen von Zuckern zu Aminosauren (links) sowie einzelner AS-Spezies zueinander (rechts)

Sowohl fir Tabak als auch fir Rizinusist zu erkennen, dass im Verlauf der Entwicklung das
Verhdltnis von Zuckern zu Aminosduren zunimmt. Eine relativ hohe Konzentration von Ami-
nosauren liegt zu Beginn der Blattentwicklung vor; an deren Ende finden sich dagegen erhohte
Konzentrationen von Zuckern (Zucker:AS Gesamt steigt bei Tabak von 4:5 auf 1:1; bei Rizinus
von 6:5 auf 2:1).

Innerhalb der drel untersuchten Spezies |6slicher Kohlenhydrate verschiebt sich bel Tabak das
Verhdltnis von Saccharose zu Hexosen im Verlauf der Entwicklung deutlich auf die Seite der
Hexosen. Liegt esim stark zuwachsenden Blatt 15 bei 2:1, so liegt es im nahezu ausgewachse-
nen Blatt 9 nur noch bei 1:2. Bei Rizinus bleibt es etwa bel 2:1. Dies |legt eine Erhohung der In-
vertase-Aktivitdt nahe. Bei beiden Arten &ndert sich das Verhéltnis von Glucose zu Fructose. Bel
Tabak geht esvon 3:1 auf 1:1 zuriick; bel Rizinus von 4.3 auf 6:5.
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Innerhalb der Aminosauren fallt wahrend der Entwicklung vor allem die Verschiebung der An-
teile von Glutamin und Glutamat auf: In jungen Bléttern liegt bei beiden untersuchten Arten ein
hohes Verhdtnis von Glutamin zu Glutamat vor (Tabak: 1:2; Rizinus; 2:3). Dieses Verhdtnis
sinkt im Verlauf der Entwicklung ab (Tabak: 1:10; Rizinus 1:4). Ein hoher Anteil von Glutamin
ist also charakteristisch fur gut zuwachsende Blétter. Bei den Ubrigen Aminosduren féllt vor a-
lem die Abnahme von Arginin im Verlauf der Entwicklung in beiden Arten auf.

Es wére denkbar, dassim im Verlauf des Tagesganges dhnliche Verschiebungen der Relationen
von Zuckern und Aminosauren auftreten, wie sie oben fir den Verlauf der Entwicklung des
Blattes aufgezeigt wurden. Dies wére ein Indiz dafir, dass die Relationen von Aminosauren und
Zuckern Wachstums-regulierende Funktion haben konnten.

Alle vier oben beschriebenen Verhdtnisse zeigen wahrend der Blattentwicklung (Uber mehrere
Stockwerke betrachtet) ein Maximum bel hohen Wuchsraten. Wirde diese Beziehung auch im
Tagesgang auftreten, so miissten Peakwerte am Nacht-Tag-Ubergang zu sehen sein.

Bel Untersuchung der Verhdtnisse in Rizinus und Tabakbl&ttern wahrend des Tagesganges er-
gibt sich jedoch keine Verteilung, die in irgendeiner Art und Weise mit der diurnalen Wachs-
tumsverteilung korrelieren wirde (Abb. 7.38). Allenfalls|&sst sich bei Rizinus fur das Gluta-
min:Glutamat-V erhédltnis ein Peak am Ende der Nacht ausmachen; in Tabak liegen die Verhalt-
nisse jedoch genau umgekehrt; dort tritt ein leichter Peak am Beginn der Nacht ein, obwohl in
beiden Arten das Maximum des Wachstums am Nacht-Tag-Ubergang stattfindet.
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—w— Glutamin : Glutamat
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Nacht Tag

T T
11 15 19

T T T T
23 3 7 11

Uhrzeit

Quotienten

E— Zucker : AS Gesamt (IC)
—&— Zucker : AS Gesamt (MR)
6 | — v Glutamin : Glutamat (IC)
—4A— Glutamin : Glutamat (MR)

41 Tabak, Blatt 12

Nacht

Tag

8 12 16 20 24
Uhrzeit

Abb. 7.38 Relationen von Zuckern und Aminosdauren im Tagesgang bei Rizinus- und Tabakblattern

Dieim Verlauf der Blattentwicklung auftretenden Verschiebungen in den Relationen zwischen
Zuckern und Aminosauren scheinen also nicht auch mit der Auspragung des Wachstums-
Tagesganges verknupft zu sein.
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7.2.6 Expression des Expansin-Gens NtExpl

Expansin ist ein Schltisselenzym der Regulation von Extensionsvorgangen der Zellwand. Auf
der Suche nach einer mdoglichen genetischen Kontrolle der oben beschriebenen raum-zeitlichen
Wachstumsverteilungen lag es daher nahe, in einem ersten Schritt die Expression von Expansin
in verschiedenen Blattbereichen zu verschiedenen Tageszeiten zu untersuchen. Die Quantifizier-
ung der Expression von NtExpl in Tabak erfolgte tber eine Quantifizierung des spezifischen
NtExpl-mRNA-Gehaltes in Proben aquivalenter Konzentrationen von mRNA (Kap. 4.6).

Die extrahierten mRNA-Mengen waren recht heterogen Uber die verschiedenen Teile der Pflanze
verteilt, blieben zeitlich gesehen jedoch relativ konstant (Abb. 7.39). Die festgestellte réumliche
Heterogenitat konnte auch aus unterschiedlichen Extraktions-Ausbeuten in unterschiedlichen
Geweben resultieren. In der Basis fanden sich jedoch etwas hohere Konzentrationen als in der
Spitze, in der Ader niedrigere alsim Intercostalfeld, in Bl&ttern mittlerer Blattpositionen traten
hohere Konzentrationen auf als bei jingeren oder dlteren Blattern. Im Tagesgang wurden keine
signifikanten Variationen der mRNA-Mengen festgestellt.

Im Hinblick auf ein adagquates Bezugssystem fur die Quantifizierung der Expansin-Expression
bedeutet dies, dass allenfalls beim Vergleich von Intercostalfeld- mit Blattader-Proben eine
Quantifizierung der Expression relativ zur Probenmasse (anstatt relativ zur mRNA-Menge) eine
andere Aussage liefern wiirde als unter Verwendung der Ublichen Bezugsgrofie ‘mRNA-Menge'.
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100 -
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Abb. 7.39 mRNA-M engen in Expansinproben

A: Proben von Ader und Intercostalfeld im Tagesgang, B: Proben von Spreiten verschiedener Blatt-
stockwerke, C: Proben von Basis und Spitze (Blatt 17, andere Pflanzen, htheres Erntefrischgewicht).

Im weiteren wird nun unter Verwendung aquivalenter mRNA-Mengen als Bezugsgrol3e die
Verteilung der Expansinexpression in rédumlichen Bereichen und im Tagesgang dargestel|t:
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7.2.6.1 Tagesgang

Hier zeigt sich eine identische Verteilung wie bei den Uber das Blatt gemittelten Wuchsraten
(Vergleiche Abb. 7.20). Die hdchsten Werte werden am Ende der Nacht, bzw. am Anfang des
Tages gefunden (Abb. 7.40). Dies 183 darauf schlief3en, dass der Tagesgang der zeitlichen
Wuchsratenverteilung entscheidend durch die Expression von NtExpl reguliert sein kann.

60
— Tag Nacht Abb. 7.40 Tagesgang der Ex-
S, 50 1 pressionsverteilung
T 40 Drei oder vier Einzelwerte wur-
& den zu jeder Uhrzeit ermittelt
g 30 (jeweils Ader und Intercostalfeld-
—= Proben zusammengenommen);
L - die héchste Intensitét der beiden
T gleichzeitig ausgewerteten Nort-
& 10 - hern Blots wurde zu 100 % ge-
setzt.
0 m T T ;
18 21 24 3

9 12 15 6 9

Uhrzeit

7.2.6.2 Basis-Spitze

Bezlglich der Basis-Spitze-Verteilung ergibt sich kein signifikanter Unterschied der NtExp1-
Expression (Abb. 7.41). Die Probennahme fir dieses Experiment erfolgte zu einem Zeitpunkt
hoher Wachstumsaktivitdt am Morgen, an dem Ublicherweise starke Wachstumsgradienten aus-
gebildet sind. Auf dem Blatt konnen dabei durchaus Wachstumsunterschiede vergleichbarer
Grolenordnung zwischen den maximalen und minimalen Wuchsraten im Tagesgang auftreten.
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100 1 T Abb. 7.41 NtExpl-Expression in
T Basis und Spitze

80 1 Proben aus Basis und Spitze von

sechs Bl&ttern wurden miteinander
verglichen; die hthere der beiden
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7.2.6.3 Ader-Intercostalfeld

Ein deutlicher Unterschied ist dagegen bei der Verteilung der Expression zwischen Ader und
Intercostalfeldern zu sehen: In der Ader treten wesentlich hthere Expressionen auf (Abb. 7.42).
Im Mittel sind die Werte der Ader um einen Faktor zwei hther. Da die mMRNA-Mengenim
Adergewebe um etwa einen Faktor drei niedriger waren als in den Proben der Intercostalfelder,
bedeutet dies, dassin Ader und Intercostalfeld vergleichbare Expressionsraten auftreten, wenn
man diese auf das Frischgewicht der Proben beziehen wiirde.

100@ I ; j:;z:costalfeld
50

60 0

40 -

0 =m0 III_I IJ:|—-r|:|—.r|:|——r|:|—I. II

Abb. 7.42 NtExp1-Expression in Ader und Intercostalfeld

A: Reldtive Intensitét beztiglich der maximalen Einzelintensitét in den Blots; 12 Proben-
paare aus je einer Ader- und Intercostalfeldprobe sind aufgetragen.

B: Relative Intensitét beziiglich der jeweiligen Intensitét der Ader-Probe der 12 Proben-
paare
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7.2.6.4 Unterschiedliche Blattstockwerke

Je fortgeschrittener der Entwicklungszustand eines noch wachsenden Blattes ist, desto mehr
NtExpl wird dort exprimiert. Erst nicht mehr wachsende Blé&tter zeigen keine Expression mehr
(Abb. 7.43). Etwa von Position 11 oder 12 ab lagen in den untersuchten Pflanzen noch wachsen-
de Blétter vor. Dies deutet darauf hin, dass Expansin vor alem in der spéten Phase der Zellstrek-
kung fur das Wachstum von Bedeutung ist. Die Unterschiede in der NtExpl-Expression bel noch
wachsenden Blé&ttern sind jedoch — bel stark unterschiedlichen Wuchsraten des Blatt-materials
der verwendeten Blétter verschiedener Positionen - bel weitem nicht so deutlich wie im Verlauf
des Tagesganges.

20

Abb. 7.43 NtExp1-Expression in ver-

schiedenen Blattstockwerken 1.

Relative Intensitét bezliglich maximaler
Einzelintensitét auf dem Blot.

Relative Intensitat [%]

10 15 17 19

Blattposition
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Uberblick tiber die nachfolgenden Abschnitte

Nach der Darstellung von Blattwachstumsmustern unter Standardbedingungen erfolgt in den
weiteren Abschnitten eine Untersuchung der Wachstumsreaktionen auf die Verdnderung einzel-
ner Parameter der Standardbedingungen hin. Begonnen wird dabel mit einem Parameter, der
durch die speziellen Gegebenheiten des V ersuchsaufbaus bedingt ist; mit dem Einfluss verschie-
dener Zugkréfte auf das Blattwachstum. Der Turgor stellt den nachsten untersuchten Parameter
dar, da er ebenfalls Einfluss auf die Biomechanik bzw. das Kréftegleichgewicht innerhalb des
wachsenden Blattes nimmt.

Anschliessend wird untersucht, wie sich eine Anderung der externen Parameter Temperatur,
Wasser- und Nahrstoffangebot auf das Blattwachstum auswirkt. Eine Variation des Parameters
,Lichtverhdtnisse' wird dann hinsichtlich dreier Aspekte betrachtet: Tageslange, Lichtintensitat
und differentielle Variation der Lichtintensitdt durch einen veranderten Blattinklinationswinkel
und damit der dem Licht exponierten Blattflache.

Abschlief3end wird auf die Interaktion der beobachteten Wachstumsmuster eines Blattes durch
andere Organe der Pflanze eingegangen. Auch hier sind es drei Aspekte, die untersucht werden:
Die Interaktion mit anderen Bléttern; die Interaktion mit der Wurzel sowie die Unterbindung der
Interaktion eines Blattbereiches mit allen Ubrigen Pflanzenteilen: Das Wachstum isolierter Blatt-
scheiben.

7.3 Einfluss von Zugkréaften

Die im DISP-Aufbau untersuchten Blétter sind mechanischen Belastungen ausgesetzt, die na
turlicherweise nicht vorkommen. Zwar treten auch unter nattirlichen Bedigungen biomechani-
sche Belastungen auf wie etwa Winddruck oder die Belastung durch Tiere oder Epiphyten, die
zu einer Veradnderung des Wachstumsverhaltens fiihren kénnen (, Thigmomor phogenese'); je-
doch kommt es nie zu einer Dehnung des Adergewebes, wie esim DISP-Versuchsaufbau der
Fall ist. Die Untersuchung von Wachstumsmustern unter dem Einfluss verschiedener Zugkréfte
ist daher eine Notwendigkeit im Hinblick auf die Aussagekraft der mit der DISP-Methode ge-
wonnenen Ergebnisse.

Dariiber hinaus kann die Untersuchung der Interaktion von Wachstumsmustern und Zugkréaften
als Methode angesehen werden, die Aussagen Uber die endogenen biomechanischen Verhédtnisse
in einer wachsenden Aderstruktur liefern kann.

Versuchsdesign

In mehreren Experimenten wurden verschiedene Aspekte der Beeinflussung von Blattwachs-
tumsmustern bel Rizinus durch externe Zugkréfte untersucht. Beim ersten Experiment dieser
Reihe wurde der Einfluss verschieden schwerer Anhéngemassen (eine Masse von 1 g entspricht
einer Zugkraft von 10 mN) auf die Intensitét des Wachstums des gesamten Blattes untersucht.
Dabei wurden die Mittelrippen (L1) mehrerer Blatter mit verschieden starken Zugkréften belastet
und die mittlere Wuchsrate nach zwei Tagen mit derjenigen von Kontrollbl&ttern verglichen. Bel
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diesem Experiment wurde auch eine Analyse der Inhaltsstoff-Verteilung durchgeftihrt. Das Ex-
periment wurde an anderer Stelle bereits detailliert beschrieben (Kap. 7.2.5.4).

Ein zweites Experiment untersuchte die Beeinflussung des Blattwachstums-Tagesganges. Hier
standen vier Kontrollbl&tter zur Verfligung, deren Zuwachs in Intervallen von vier Stunden mit
der Faden-Methode vermessen wurde. Gleichzeitig fand die DISP-Aufnahme eines mit 2 g pro
Blattlappen abgespannten Blattes von vergleichbarem Entwicklungszustand statt. Eine Anhénge-
masse von 2 g wurde gewdhlt, dadies die in VVorversuchen zur vorliegenden Arbeit tblicher-
weise verwendete Anhangemasse war. Mit den Ergebnissen dieses Versuches werden die Mess-
resultate mehrerer DI SP-Aufnahmen von Blé&ttern verglichen, die mit 12 g pro Blattlappen abge-
spannt waren.

Schliesslich wurde noch der Einfluss der Zugkraft auf die Auspragung des Basis-Spitze-Gradien-
ten untersucht. Dabel wurde der Basis-Spitze-Gradient von sieben Kontrollbl&tern mit demjeni-
gen von vier Bléttern verglichen, die in Blatthalterungen des DI SP-Aufbaus eingespannt waren.
Drel der Blétter waren an jedem Blattlappen mit 12 g abgespannt; ein Blatt mit 30 g je Blattlap-
pen. Die Blétter befanden sich bei Experimentbeginn in vergleichbaren Entwicklungszusténden.

7.3.1 Wachstum

Wachstumsintensitat

Bel zeitlicher Integration Uber 52 h hinweg
ergibt sich eine positive Dosis-Wirkungsbe-

o
ziehung zwischen der Zugkraft und der L&n- 1‘2‘ ] o—®
gen-Wuchsrate eines Blattlappens @ Junge Blitter (F1)
(Abb. 7.44). Hierbei werden fir zwei un- 8 1 —4A— Ale Blatter (P)

tersuchte Entwicklungsstadien von Bléttern
identi sche Ergebnisse erhalten: Je hther die
Zugkraft ist, desto hoher ist die Langen-
Wuchsrate der untersuchten Blattlappen. Die
Wuchsrate der Kontrollen ist jedoch deutlich
hoher als die Wuchsrate von Bléttern, die mit Abb. 7.44 MR-L &ngen-Wuchsr aten von Rizinus-
20 N belaset werden. DieWuchsrateder  oen b e enislicnen Zugraten
Kontrollen wird durch eine Zugkraft von etwa Versuchsbeginn vergleichbar mit Kontrollen wuchsen.

120 mN erreicht.
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Blatter, die unter dem Einfluss einer geringen Zugkraft standen, weisen eine etwas aufgewellte
Oberfléache auf; Blétter, die mit 120 oder 300 mN behandelt wurden, zeigen eine dhnlich ebene
Oberflache wie die Kontrollbldtter (Abb. 7.45). Dies weist auf eine stérkere Wachstumsretar-
dation der Mittelrippe als des Intercostalbereiches hin.
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Abb. 7.45 Junge Rizinusblétter (F1) nach 52 h mit unter schiedlicher Zugbelastung

Links: Kontrolle (O mN), Mitte: 20 mN Zugbel astung nach vorne und hinten, rechts: 300 mN.
Im mittleren Bild sind leichte Aufwellungen der Intercostalbereiche sowie eine Verdrehung des mitt-
leren Blattlappens um die Rippe herum zu erkennen. Rechts und links: ebene Oberflachen.

Expansibilitat

Auch die Expansibilitét der Rippe (Deh-

nung bel 1 N) zeigt bei Anlegen ver- = 25

schiedener Zugkréfte eine Dosis- E 20

Wirkungsbeziehung, deren Funktion bei :'

einer vorherigen Behandlung mit Zug- ;: 15 1

kréften von etwa 120 mN den Wert der 8 101

Kontrollbl&tter erreicht (Abb. 7.46). Bei é o Junge Blater (F)
geringeren zuvor angelegten Zug-kréften € 05+ —A— Alte Blatter (P)

tritt in beiden untersuchten Blatt- L% 00 . . . . .
stockwerken eine hohere Expansibilitét 0 50 100 150 200 250 300
asin den Kontrollbléttern auf. Das be- Zugkraft-Behandlung [mN]

deutet, dass diese Blétter leichter zu deh-
nen sind, als die Kontrollblé&tter. Die ge-
messene Expansibilitét stellt ausschliesslich eine Eigenschaft der Mittelrippe dar; die Interco-
stalbereiche dehnen sich wesentlich leichter und reissen bei Zugkréften von 0,2 bis0,8 N in e-
nem etwa 10 % gegentber der Ausgangslange gedehnten Zustand ab (Daten nicht gezeigt).

Abb. 7.46 Expansibilitat von Rizinusblattern

Die Kombination beider Ergebnisse — der Wachstumsretardation sowie der Expansibilitéts-
steigerung der Mittelrippe — legt die Vermutung nahe, dass bel Fixierung des Blattes in die Hori-
zontale ein wachstumsretardierender Effekt eintritt, dessen Grund die unvollstdndige Ausschop-
fung des Wachstumspotentials der Mittelrippe ist. Bei Anlegen kleiner Zugkréfte wéchst diese
nicht im normalen Ausmass zu, l&sst sich aber leichter dehnen als tiblich. Bel Belastung mit
Zugkraften von etwa 120 mN werden dagegen die normalen Verhdtnisse erreicht. Zwei denkba
re Grinde fr die nicht vollstandige Ausschopfung des Wachstumspotentials der Blattader bei
horizontaler Fixierung und Anlegen zu geringer Zugkrafte sind:
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a) der Turgor istin diesem Fall niedriger als gewohnlich und kann nicht im normalen Umfang
fur eine Expansion der Zellwandstrukturen sorgen

b) die Synchronisation der Wachstumsaktivitét innerhalb der Rippe ist gestort, sodass zwar
jede einzelne Zelle eigentlich wie normal zuwachsen kénnte, im Gewebeverband aber von
der eingeschréankten Bewegungsfreiheit der Gesamtstruktur gehemmt wird.

Tagesgang des Wachstums

Bel Anlegen einer Zugkraft von 20 mN erfolgt die Wachstumsretardierung nicht gleichmaliig
Uber den gesamten Tag verteilt, sondern es gibt eine bestimmte Wachstumsphase, wéhrend der
die Wachstumsaktivitét besonders stark eingeschrénkt ist: In der Mitte der Nacht treten erheblich
niedrigere Wuchsraten auf als in den Kontrollbl&ttern und in den mit 120 mN pro Blattlappen ge-
streckten Bléttern (Abb. 7.47). Die zeitliche Wuchsratenverteilung von Kontrollen und den mit
120 mN gestreckten Bléttern stimmt dagegen recht gut Uberein. Dies legt den Schluss nahe, dass
bei Verwendung von 12 g schweren Anhéngemassen so natirliche Wachstumsverteilungen a's
moglich mit der DISP-Methode gemessen werden.

Der Zeitpunkt der Wachstumsretardierung der mit Anhdngemassen von 2 g gestreckten Blétter
falt mit dem Zeitpunkt maximaler Blattauslenkung aus der Stellung bel Tag zusammen. Das
koénnte ein Hinweis darauf sein, dass das Verhindern der Krimmung der Blattmittelrippe im Zu-
ge der nyctinastischen Bewegungen zu der beobachteten Reduktion der Wachstumsaktivitét
fuhrt. Treibt man diesen Gedanken noch einen letzten Schritt weiter und verbindet ihn mit der
maoglicherweise durch Desynchronisation der Wachstumsaktivitét in der Mittelrippe zustande

3,0

7, —@— Faden-Messung
25 A— DISP (20 mN)
' —&— DISP (120 mN)

Wuchsrate [%/h]

Nacht Tag A
'0,5 T T T T T
20 24 4 8 12 16 20

Uhrzeit

Abb. 7.47 Tagesgang von Rizinusblattern bei Anlegen unter schiedlicher Zugkr &fte bzw. -massen

Die Kontrollwerte der Faden-Messung stellen Mittelwerte und Standardabwei chungen von 4 Pflanzen dar;
den DISP (120 mN) — Werten liegen drei vergleichbare Messungen zugrunde; DISP (20 mN) stellt eine
Einzelmessung dar, die jedoch mehrfach in dieser Form repliziert werden konnte.
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gekommenen unvollsténdigen Ausschopfung des Wachstumspotentias, so konnte man zu fol-
gendem Schluss kommen:

Die wahrend der Nyctinastien ablaufende Krimmungsbewegung der Mittelrippe dient unter na-
turlichen Wachstumsbedingungen dazu, das Wachstum von Zellen auf ver schiedenen Seiten der
Mittelrippe zu synchronisieren. Unterbindet man diesen Synchronisationsmechanismus, so wird
das Wachstumspotential der Mittelrippe nicht voll ausgeschopft; es sei denn, man sorgt durch
Anlegen einer adaquaten externen Zugkraft fir eine kompensatorischen Effekt, der die natirli-
chen Wachstumsver haltnisse re-etabliert.

Raumlicher Gradient der Wuchsratenverteilung

Auch beziiglich des réumlichen Gradienten unterscheiden sich die mit externen Zugkréften von
120 mN belasteten Blétter in keinem der untersuchten Entwicklungszustande von den Kontrollen
(Abb. 7.48). Daraus folgt, dass die mit der DI SP-Methode untersuchten Wachstumsmuster so gut
als moéglich den natirlicherwel se auftretenden entsprechen. Bei Anlegen von 300 mN wird in ei-
nem jungen Blatt eine erhthte Wuchsrate an der Blattspitze festgestellt; in den beiden lteren
betrachteten Entwicklungszustanden ist dagegen kein Unterschied zu den tbrigen Blé&ttern zu
beobachten. Dieser Effekt konnte dadurch zu erkléren sein, dass diinne Aderabschnitte besonders
stark von hohen Zugkréaften
gedehnt werden (die Ader ist an
der Spitze wesentlich dinner als an
der Basis und wird im Verlauf
ihrer Entwicklung Uber die
gesamte L &nge hinweg starker).
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Abb. 7.48 Raumlicher RGR-Gradient
entlang der Rizinus-Mittelrippe bei un-
ter schiedlichen Anhédngemassen
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7.3.2 Inhaltsstoffverteilungen

Untersucht wurden hierbei - in der Mitte der Nacht und am Anfang des Tages - die bereitsin
Tab. 7.5 genannten Kohlenhydrate, Kationen sowie Aminosauren in jungen und alten Bléttern,
die den verschiedenen Zugbel astungen ausgesetzt waren (je 3 Replikate). Die behandelten Blé&t-
ter unterscheiden sich dabel lediglich in einem Fall signifikant von den Werten der Kontrollen;
in allen anderen Féllen (verschiedene Substanzen zu verschiedenen Zeitpunkten in verschiede-
nen Blattstockwerken) werden im Rahmen der Standardabweichung keine Abweichungen der
Konzentrationen der Zug-bel asteten Blétter gegentiber den Kontrollen gefunden.

Der Starkegehalt der élteren Bléatter zeigt als einziger Parameter eine Korrelation mit den ange-
legten Zugkréaften (Abb. 7.49): Zu Beginn des Tages wird ein um so hoherer Stérkegehalt ge-
funden, je hoher die Anhdngemasse ist. In der Nacht ist dagegen kein Unterschied festzustellen.
Die untersuchten jungeren Blétter zeigen zu keinem der beiden Zeitpunkte eine Beeinflussung
des Stérkegehaltes durch die angel egte Zugkraft.

Das beobachtete Muster der Stérkeverteilung legt es nahe, dass bei Anlegen einer Zugkraft an
Blétter, die bereits as Kohlenhydrat-Source fur die Gesamtpflanze fungieren, ein geringerer Ta-
gesgang der Starkeverteilung, bzw. eine geringere Remobilisation aus dem Starkepool in den
letzten Stunden der Nacht auftritt. Zu diesem Zeitpunkt (maximale Wachstumsaktivitét) besteht
im Blattgewebe ein erhthter Bedarf an allen Substanzen, die der Vergrésserung zellulérer Struk-
turen dienen, also auch an Glucose. Falls Glucose nicht nur zum Aufbau der Zellwand, sondern
auch als Energielieferant fir den Energie verbrauchenden Expansionsprozess der Zellwand be-
notigt wird, konnte es sein, dassin diesem Fall ein Teil der Energie durch die mechanische
Energie, die das Gewebe dehnt, kompensiert wird (siehe auch Kap. 10).

Eine Untersuchung der zeitlichen Variationen von Stérke Uber mehrere Behandlungstage konnte
interessante Aufschlisse Uber die Interaktion von Zugbeei nflussung und Stérke geben.

Ernte: Mitte der Nacht Anfang Tag
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Abb. 7.49 Starkegehaltein Rizinusblattern (P, F1) der Zugkraft-Experimente zu 2 verschiedenen Zeitpunkten
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7.4 Einfluss einer Turgorvariation

Neben der Zellwand bzw. der Zellwanddehnbarkeit ist der Turgor des pflanzlichen Gewebes die
zweite flr den Wachstumsprozess bestimmende physikalische Grof3e (Lockhart 1965). Dain der
AG Schurr Aufbauten zur Verfligung stehen, mit deren Hilfe der an der Wurzel anliegende
Druck und damit Uber das vermittelnde Xylem der Turgor der Pflanze variiert werden kann, lag
es nahe, den Effekt der Variation dieses Parameters auf das Blattwachstum zu untersuchen.

Bel Druckerhthung im Xylem wird eine kurzfristige Steigerung der Wuchsrate mit einer ghnli-
chen zeitlichen Dynamik wie am Tag-Nacht-Ubergang beobachtet (Abb. 7.50). Damit konnten
Ergebnisse von Schmundt et al (1998) bestétigt werden.

Im durchgefiihrten Experiment trat unmit-
telbar nach einer Drucksteigerung von 3,2
auf 3,6 bar ein transienter Peak mit einer
Abklingzeit von etwa 15 min auf. Konstant
unter erhdhtem Wurzeldruck stehende Ri-
zinuspflanzen zeigten keine signifikant er-
hohte oder erniedrigte Wuchsrate (Daten
nicht gezeigt). Sie stellten jedoch in man-
chen Féllen nach Erhéhung des Turgors
das Wachstum ein.
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Abb. 7.50 Rizinusblatt-Expansion nach
Turgorerhéhung von 3,2 auf 3,6 bar

7.5 Einfluss veranderter Temperaturverhaltnisse

Die unter Standardbedingungen gewahlte konstante Temperatur entspricht nicht den im Freiland
Ublichen Temperaturverhaltnissen, die von starken Differenzen zwischen den Temperaturen bei
Tag und Nacht gepragt sind. Um den Einfluss der Temperaturverhdtnisse auf die Auspragung
des Wachstums-Tagesganges zu untersuchen wurde eine Reihe von Experimenten unter ver-
schiedenen Anzuchtbedingungen durchgefihrt.
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Versuchsdesign

In einem Freiland-Experiment mit 45 Rizinuspflanzen wurde der Wachstumstagesgang unter
natiirlichen Bedingungen untersucht. Da die Pflanzen dort aufgrund der schwankenden Licht-
verhdtnisse einer DISP-Vermessung nicht zuganglich sind (starker Wechsel der Grauwerte des
Bildes), wurde der Wachstumstagesgang mit Hilfe einer Linealvermessung analysiert.

In einem zweiten Experiment wurde in der Plexikammer sowohl fur Rizinus al's auch fur Tabak
der Tagesgang des Wachstums bei Temperaturbedingungen untersucht, die denjenigen im Frei-
land &hnlich waren. Die Klimatisierung der Plexikammer wurde dabei tagstiber abge-schalten,
sodass die Temperatur bis auf 30 °C ansteigen konnte; wahrend der Dunkel phase wurde die
Temperaturregelung auf 15 °C einjustiert. Luftfeuchte und Lichtverhaltnisse entsprachen Stan-
dardbedingungen.

Aufgrund der Ergebnisse dieser beiden Versuche wurde ein drittes Experiment mit differentieller
Temperierung in der Plexikammer durchgefihrt. Bei diesem wurden die Wurzeln auf einer kon-
stanten Temperatur von 18 °C gehalten; die Sprosse wurden einem Temperaturwechsel von 30
°C bei Tag/ 18 °C bel Nacht unterworfen. Da bel diesem Experiment im hydroponischen Durch-
fluss-Rhizotron gearbeitet werden musste, konnten ausschliesslich Tabakpflanzen verwendet
werden.

In einem Vorversuch zu diesem Experiment wurde geklért, ob die absolute Wuchsrate der Wur-
zeln auch bel Tabak a) unter konstanten Temperaturverhaltnissen keinen Tagesgang aufweist
und b) auf Temperaturénderungen reagiert.

Wachstum im Freiland

Die Phase stérkster Wachstums-
aktivitét liegt hier in der Mitte des 20
Tages (Abb. 7.51). Im Vergleich
zum Wachstums-Tagesgang unter
(Labor-)Standardbedingungen ist
die Amplitude geringer ausgepragt.
Wahrend der Freilandmessung tra-
ten Temperaturdifferenzen von 20
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Praktikums-Experimentes). 8 h vermessen; zum Vergleich wurden die entsprechend gemittelten
DISP-Werte einer Laborpflanze aufgetragen.
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Wachstum bel Tag/Nacht-Wechseltemperaturen

Sowohl fur Rizinus a's auch fur Tabak entsprechen die mit der DISP-Methode gemessenen
Wachstumstagesgange denjenigen unter Standardbedingungen (Abb. 7.52). Trotz starker Erho-
hung der Temperatur in der Plexikammer wahrend des Tages wird hier kein ausserge-wohnlicher
Peak der Wachstumsaktivitét gefunden. Das Maximum befindet sich fir beide  Arten nach wie
vor am Nacht-Tag-Ubergang.

Das bei diesem Versuch an den pflanzlichen Wachstumszonen auftretende Temperaturregime
hatte allerdings wenig mit den nattrlichen Verhdltnissen gemein: Bel Pflanzenanzucht in Topfen
andert sich die Temperatur im Wurzelbereich — wenn auch etwas gedampft — parallel zur Tempe-
ratur des Sprosses, da die Wéarmekapazitét des Topfes sehr gering ist. Unter Freilandbedingung-
en bleibt die Temperatur der Erde dagegen wesentlich konstanter; nur die obersten Zentimeter
kihlen etwas aus.

Rizinusblatt Tabakblatt

Wuchsrate [%/h]
Wuchsrate [%/h]

Nacht Tag

Temperatur [°C]
63 H»8

Temperatur [°C]

16 20 24 4 8 12 16 20 24 4

Uhrzeit Uhrzeit

Abb. 7.52 RGR-Tagesgang je eines Rizinus- und Tabakblattes bei wechselnder Tag-Nacht-Temperatur

Wachstum bei konstanter Temperierung von Spross und Wur zel

Auch in Tabak tritt bei konstanter Temperierung der Wurzel kein Tagesgang der Geschwin-
digkeit der Wurzel spitze auf (Abb. 7.53). Eine gleichzeitige Messung des Blattwachstums-
Tagesganges zeigt auch unter den Kultivierungsbedingungen im Durchfluss-Rhizotron die Ubli-
che Charakteristik. Bei Abkihlungs-Experimenten, wahrend denen der im Rhizotron befindli-
chen Nahrldsung Eis zugegeben wurde, konnte fir Tabak (Daten nicht gezeigt) eine dhnlich ra-
sche Reaktion der absoluten Wuchsrate der Wurzel beobachtet werden wie fir Mais (Kap. 6.4).

Wachstum bei differentieller Temperierung von Spross und Wur zel
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Bel konstanter Temperatur (18 °C) an der Wurzel und einer Temperierung von 30 °C bei Tag /
18 °C bei Nacht am Spross wird fir den Tagesgang des Blattwachstums tatsachlich auch unter
L aborbedingungen ein absolutes Wachstumsmaximum in der Mitte der Tag-Phase erhalten
(Abb. 7.54). Diese Temperaturbedingungen entsprechen dem im Freiland vorhandenen Tem-
peraturregime am besten. Das Ergebnis zeigt, dass die Interaktion mit der Wachstumsaktivitét
der Wurzel von grof3er Bedeutung fur die zeitliche Variation des Blattwachstums sein kénnte.

Blatt

Nacht Tag

Wuchsrate [%/h]
=

2,0
Nacht Tag

Wurzel

15

Wuchsrate [%/h]

1,0

Vspnze [mm/h]

0,5 4

0,0

16 2‘0 2‘4 4 é 1‘2 1‘6 20 Uhrzeit
Uhrzeit
Abb. 7.54 Tabak-Blattwachstum bei kons-

tanter Wurzel-Temperatur und tageszeit-
lich variierter Blatt-Temperatur

Abb. 7.53: Wachstums-Tagesgange von 4 Wurzeln
und einem Blatt einer Tabakpflanze (T=const.)

7.6 Einfluss von Trockenstress

Die Auswirkungen von Trockenstress auf pflanzliches Wachstum sind seit langem Gegenstand
vieler Untersuchungen (Larcher 1994). Es wére denkbar, dass sich der Tagesgang der Wachs-
tumsverteilung unter Wassermangel -Bedingungen verandert. Um dies zu untersuchen, wurde im
Rahmen e nes Erdanzucht-Experimentes von Rizinus ein Austrocknungsversuch durchgefthrt.
Dabei wurde der Pflanze vier Tage vor dem Start einer DISP-Messung (unter Standardbedingun-
gen) letztmals Wasser gegeben. Zu Beginn der Aufnahme fihlte sich die Topferde bereits trok-
ken an; die Wuchsrate des untersuchten Blattes bewegte sich aber noch im tblichen Rahmen.

Wachstum verlangsamt sich bei Wassermangel etwa um einen Faktor zwei gegentiber den Ubli-
chen Verhaltnissen. Der Tagesrhythmus wird aber beibehalten (Abb. 7.55). Die Oszillation der
Wuchsraten-Zeitreihe wird durch den Trockenstress nur geddampft und nicht etwa an einem be-
stimmten Punkt abgeschnitten oder in ihrer Phase verschoben. Die Abklingzeit des transienten
Peaks am Tag-Nacht-Ubergang ist jedoch mit 25 min fast doppelt so lang wie bei Experimenten
unter ausreichend feuchten Bedingungen.

Die zeitliche Wachstumsreaktion der Pflanze auf den Stressfaktor , Trockenheit* scheint sich also
auf drei unter schiedlichen Skalen abzuspielen: Betrachtet man einen Zeitraum von mehreren Ta-
gen unter Vernachléassigung von tageszeitlichen Wachstumsvariationen, so zeigt sich eine
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deutliche Reaktion: Die Wachstumsaktivitét eines bestimmten Blattes wird rascher als entwik-
klungsbedingt eingestellt. Betrachtet man in der ndchsththeren Stufe zeitlicher Auflésung die ta-
geszeitliche Variation des Wachstums, so zeigt sich keine Reaktion der Pflanze; die tageszeit-
liche Verteilung entspricht den Verhal tnissen unter Standardbedingungen. Auf der dritten und
feinsten Stufe zeitlicher Auflésung scheint sich dagegen wieder eine Reaktion zu zeigen: Stoérun-
gen des Wachstums-Gleichgewichtszustandes (z.B. durch einen abrupten Lichtwechsel) kdnnen
weniger schnell a's tblich abgepuffert werden. Dies zeigt, dass Mechanismen hochst unter-
schiedlicher Kinetiken an der Regulation der Wachstumsantwort auf Trockenstress beteiligt sein
musen, dass aber die Regulation des Wachstums-Tagesganges von Trockenstress weitgehend
unabhangig abléuft. Dies bestétigt eine Serie von friheren Untersuchungen (Heckenberger et al.
1998, Schurr et al. 2000) in denen bereits gezeigt wurde, dass die Reaktion des Blattwachstums
auf Trockenstress einer beschleunigten Blattentwicklung entspricht.
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Abb. 7.55 Wachstumstagesgang bei Austrocknung einer Rizinuspflanze

Die Wuchsrate sinkt im Mittel um einen Faktor 2 schneller ab al's tiblich. Die Tagesgangcharakteristika bleiben ge-
geniiber den ungestressten Verhéltnissen erhalten. Inset: Die Abklingzeit der transienten Tag-Nacht-
Wachstumspeaks ist etwas langer als bei ungestressten Pflanzen.

7.7 Einfluss eines veranderten Nahrstoffangebotes

Der Zusammenhang zwischen Wachstumsmustern und dem Nahrstoffstatus einer Pflanze war
Thema einer vorangegangenen Studie (Walter und Schurr 1999). Ein zentrales Resultat war die
Konstanz der r&umlichen Verteilung von Wachstum (gemessen in Tagesabsténden) innerhalb
verschiedener Bereiche der pflanzlichen Blattflache bel unterschiedlichem Nahrstoffangebot.

Eine erste Untersuchung der Beeinflussung des Tagesganges durch das Nahr stoffangebot war
daher vorrangiges Ziel der Experimente dieses Themenkreisesin der vorliegenden Arbeit. Um
einen raschen Wechsel der Nahrstoff-Verfigbarkeit durchfihren zu kénnen, wurde die Anzucht
von Tabak in hydroponischer Kultur im Rahmen dieser Untersuchungen etabliert.
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Versuchsdesign

Ein erster Versuch diente der Etablierung der Anzucht von Tabak in hydroponischer Kultur. Da-
bei wurden 6 Populationen von je 20 Pflanzen kultiviert, die unter Standardbedingungen bei un-
terschiedlicher Konzentration der Ingestad-Nahrlésung kultiviert wurden. Dabel wurden Inge-
stad-Nahrl6sungen mit Stickstoffgehalten von 0,33; 1; 3,3; 10 und 33 mM verwendet, sowie eine
modifizierte Ingestad-N&hrldsung, in der Ammoniumnitrat durch Kaliumnitrat ersetzt wurde, so
dass den Pflanzen kein externes Ammonium zur Verfiigung stand (Konzentration 1mM NOg).
Die Populationen wurden nach und nach auf vier Pflanzen reduziert; am Ende des Experimentes
waren die Pflanzen zwel Wochen bei jeweils konstanter Nahrldsungskonzentra-tion kultiviert
worden; bei der abschliessenden Ernte wurden die Frischgewichte sowie die Spross-Wurzel-
Verhdltnisse beziiglich der Frischgewichte (SWV) bestimmit.

In einem zweiten Versuch wurde der Tagesgang des Wachstums von Pflanzen in ammonium-
freier Nahrldsung (10 mM N) mit demjenigen von ammoniumhaltiger Nahrldsung (10 mM N)
unter Standardbedingungen verglichen.

Schliesdlich fand noch ein Versuch zum Tagesgang des Blattwachstums in einer Nahr stoff-
mangel situation mit anschliessender Erhéhung der Nahr stoff-Verfugbarkeit statt. Dabei wurde
eine Pflanze in 10 mM Ingestad-L 6sung unter Standardbedingungen angezogen und die von der
Pflanze verbrauchte N&hrldsung lediglich durch Wasser ersetzt. Nach weitgehendem, aber nicht
vollstandigem Abklingen der Wachstumsaktivitéat im untersuchten Blatt bei einem Stickstoff-
gehalt von deutlich unter 1 mM in der Nahrldsung wurden der hydroponischen Ldsung wieder
Na&hrstoffe beigemischt (Konzentration der Nahrlésung wieder 10 mM N) und die Wachstums-
reaktion des Blattes vermessen.

Wachstum von Tabakpflanzen bei unter schiedlichem, aber zeitlich konstantem Nahr stof-
fangebot

Durch die Néhrstoffkonzentration wird sowohl die Verteilung von Wachstum zwischen Wurzel
und Spross als auch die Wachstumsintensitét der Gesamtpflanze beeinflusst (Abb. 7.56). Bel
konstanten Stickstoffkonzentrationen von Gber 1 mM ergibt sich jedoch keine signifikante Stei-
gerung der Wachstumsintensitét mehr. Es kann daher fir nachfolgende V ersuche davon ausge-
gangen werden, dass Stickstoffkonzentrationen von 1 bis 33 mM in hydroponischer Nahrlsung
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Abb. 7.56 Frischgewicht und SproR-Wur zelver héltnis von Tabak in ver schiedenen Néhrldsungen

Die Pflanzen wurden beim Einsetzen in die jeweiligen Hydrokulturgeféf3e hinsichtlich des Frischgewichts
gleichméfdig verteilt und anschlieffend fur 14 Tage in unterschiedlich konzentrierten Nahrlésungen kultiviert.
1 (NO3) steht fur eine Population von Pflanzen, diein Ammonium-freier Nahrldsung kultiviert wurde.
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weder zu einer Wachstums-Beeintrachtigung durch Nahrstoffmangel noch zu einer Schadigung
der Pflanzen in Folge zu hoher Salinitét der Nahrlsung fihren.

Die Pflanzen in ammoniumfreier NahrlGsung erreichen dieselbe Grol3e wie Pflanzen in ammon-
iumhaltiger Nahrl6sung (bei vergleichbarer Stickstoffkonzentration). Das bedeutet, dass die In-
tensitét des Wachstums der Gesamtpflanze nicht von der angebotenen externen Stickstoff-quelle
abhangt.

Tagesgang des Wachstums in ammoniumfreier Nahrldsung

In der Bodenl 6sung von Erdanzuchtpflanzen sowie in der nicht modifizierten Ingestad-Nahr-
[6sung liegt etwa ein Drittel des angebotenen Stickstoffs als Ammonium vor (Marschner 1995).
Die Nahrstoffsituation der Pflanzen in Erdanzucht und in Hydrokultur unter VVerwendung von
Ingestad-Nahrl6sung ist daher weitgehend vergleichbar. Der Tagesgang des Blattwachstums von
Tabak in Ingestad-Nahrl6sung ist —im Rahmen der Gblichen Variabilitét — ebenfalls vergleichbar
mit demjenigen von Tabak in Erdanzucht (Daten nicht gezeigt; drei Replikate).

Stellt man der Pflanze alen Stickstoff ausschliesslich in Form von Nitrat bereit, so ergibt sich
teilweise ein etwas unstetigerer Tagesgang der Blattwachstumsverteilung (Abb. 7.57), was je-
doch statistisch nicht signifikant belegt werden kann (drel Replikate). Das Maximum und Mini-
mum der Wachstumsverteilung tritt zu den gleichen Zeitpunkten auf, zu denen auch in Pflanzen
aus ammoniumhaltiger Nahrldsungskultur Extremwerte der Wachstumsaktivitét festgestellt wer-
den konnen. Die Form der Stickstoff-Erndhrung scheint sich also auf die Auspragung des Tages-
ganges nicht auszuwirken. Eine solche Beeinflussung wére durchaus denkbar gewesen; z.B. auf-
grund der tagesrhythmischen Regulation von Nitratreduktase — dem Schllsselenzym der Pflan-
zen-internen Konversion von Nitrat zu Ammonium (Matt et a. 1998).
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Abb. 7.57 Tagesgang des Blattwachstums von Tabak in Ammonium-freier, hydroponischer Anzucht
Dargestellt sind Werte einer Einzelpflanze; die Stickstoffkonzentration (Nitrat) betrug 10 mM.
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Blattwachstum bel dynamischer Veranderung der Nahrstoff-Verfugbarkeit

Eine sprunghafte Veranderung der Nahrstoff-Verflgbarkeit verandert den Tagesgang der Blatt-
wachstums-Intensitdt hingegen deutlich (Abb. 7.58): Das Blatt der untersuchten Pflanze zeigt be-
reits kurze Zeit nach Addition von Nahrstoffen eine ansteigende Wuchsrate. Da die Nahstoffzu-
gabe am Ende der Nacht erfolgte, resultierte ein Anstieg des Wachstums wahrend der gesamten
Lichtphase. Wahrend der darauffolgenden Nacht sank die Wuchsrate wieder ab.

Dies zeigt, dass eine spontane Anderung des Nahrstoffstatus den Tagesgang des Wachstums
massiv beeinflussen kann. Der Effekt ist aber stark vom Zeitpunkt der Zugabe im Tagesrhyth-

mus abhangig und wird stets auch vom endogenen Rhythmus des Blattwachstums Uberlagert
sain.
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Abb. 7.58 Nahr stoffaddition im Anschluss an eine Mangelsituation; Einfluss auf Tabak-Blattwachstum
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7.8 Einfluss veranderter Tageslange

Die Taged ange konnte den entscheidenden externen Faktor fir die Auspragung des unter den
gewdahlten Standardbedingungen beobachteten diurnalen Wachstumsmusters darstellen. Alle tb-
rigen Aussenfaktoren (Temperatur, Luftfeuchte, Nahrstoff- und Wasser-V erfuigbarkeit, biome-
chanische Belastung) sind unter Standardbedingungen zeitlich nicht variabel. Daher wurden um-
fangreiche Untersuchungen sowohl zum Einfluss der Tageslange (dieses Kapitel), der Lichtin-
tensitét (Kap. 7.9) as auch zum Einfluss einer differentiellen Variation der Lichtintensitét (Kap.
7.10) durchgefihrt.

Versuchsdesign

In einem ersten Experiment wurden sowohl Rizinus- als auch Tabakpflanzen aus Standar dbe-
dingungen in Dauerlicht tberfiihrt. Uber mehrere Wochen hinweg wurde an den Bléttern ver-
schiedener Pflanzen der Tagesgang der Wachstumsverteilung gemessen. Bei den untersuchten
Tabakpflanzen wurde vier Tage nach deren Uberfiihrung in Dauerlicht eine Inhaltsstoffanalyse
in Mittelrippe und Intercostalfeld von Bléttern mit Wuchsraten von etwa 40 %/d durchgefiihrt.
Die exakte Beprobung verlief nach dem in Kap. 7.2.5.1 beschriebenen Schema. Unmittelbar vor
sowie zwei Tage nach Uberfilhrung fanden Gaswechsel-Messungen an Rizinuspflanzen statt.

Als nachstes Experiment schloss sich die Uberfiihrung von Rizinuspflanzen aus Standar dbe-
dingungenin ein 18 h hell / 6 h dunkel — Lichtregime an. Bel diesem Experiment wurde die
Wuchsrate eines jungen F2-Blattes tUber finf Tage hinweg kontinuierlich verfolgt. Am sechsten
Tag wurde das F3-Blatt derselben Pflanzein ein 2 h hell / 2 h dunkel — Lichtregime tberfihrt
und mit der DISP-Methode analysiert.

Schlieslich wurde in einem letzten Experiment das Wachstum des Blattes einer Rizinuspflanze
untersucht, die seit der Keimung unter Dauerlichtbedingungen stand. Dabei wurde sowohl die
Wouchsrate (DISP-Methode) a's auch das Heben und Senken der Blétter (Videoaufzeichnung) im
Tagesgang vermessen. Die untersuchte Pflanze wurde fir Zwecke anderer Experimente in einer
besonderen, aeroponischen Anzuchtform (Spraydruckkammer) kultiviert.

7.8.1 Wachstum
Uber fuihrung von Pflanzen aus Standar dbedingungen in Dauer licht

Sowohl die Bl&tter von Rizinuspflanzen (Abb. 7.59) als auch die Blétter von Tabakpflanzen
(Abb. 7.60) zeigen nach Uberfiihrung in Dauerlicht weiterhin deutlich ausgepragte Tagesgange
der Wachstumsaktivitét; kurfristige Wachstumsoszillationen treten jedoch nicht mehr auf.

Bei Rizinus kénnen Wachstums-Tagesgénge mit der DISP-Methode bis zu 18 Tage nach Uber-
fuhrung festgestellt werden (Abb. 7.59). Die Lage des Maximums der Verteilung entspricht be-
reits nach wenigen Tagen nicht mehr derjenigen unter Standardbedingungen und verschiebt sich
mit der Zeit; die Periodenlange der Verteilung betragt jedoch nach wie vor etwa 24 Stunden.
Diesist ein Hinwels daftr, dass der diurnale Wachstums-Tagesgang einem circadianen Rhyth-
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mus unterworfen ist. Auch Nyctinastien treten

2 o 2 weiterhin auf, jedoch in abgeschwéchter Form
0 2 (Daten nicht gezeigt).
4 Be Tabak kann zwei Wochen nach der

Tag 8 Uberfilhrung in Dauerlicht (Faden-Methode)
2 ebenfalls noch ein Tagesgang des Wachstums

0 von beachtlicher Amplitude gemessen werden
- T - (Abb. 7.60). Auch hier betrégt die
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Abb. 7.59 Messungen zum Tagesgang von Rizinus- Abb. 7.60 Fadenmessung: Tagesgang Tabak-Blatt-
Blattwachstum nach Uberfiihrung in Dauerlicht wachstum zwei Wochen nach Uberfiihrung in Dau-

. licht
Die Aufnahmen wurden im Verlauf von 18 Tagen an erie

Bléttern verschiedener Pflanzen gemacht. Symbole: 1-h-  Mittelwerte der Messungen von sechs Bléttern ver-
Mittel von DISP-Messungen; farbige Linien: Fitlinien. gleichbaren Entwicklungszustandes.

Uberfuihrung von Pflanzen aus Standar dbedingungen in 18 h hell / 6 h dunkel

Am ersten Tag nach Uberfiihrung der Pflanzen beginnt die Wuchsrate des untersuchten Blattes
zum Ublichen Zeitpunkt anzusteigen, obwohl dieser Zeitpunkt nicht mit dem Einsetzen der Dun-
kelheit koinzidiert (Abb. 7.61). In den folgenden Tagen schiebt sich der Zeitpunkt des Anstieges
der Wuchsrate allmahlich hinaus, bis das Minimum der Wachstumsaktivitét schliefdlich am
funften Tag wieder mit dem Tag-Nacht-Wechsel koinzidiert. Die Entwicklung der Wuchsraten-
verteilung ist dabei von der allgemeinen Abnahme der Wachstumsaktivitét Uberlagert: Die Hohe
des Wachstumsmaximums nimmt kontinuierlich von etwas Uber 3 %/h (Tag 1) auf unter 1 %/h
(Tag 5) ab.

Bis zum funften Tag erfolgt jedoch keine deutliche Reduzierung der Dauer des Wachstums-
maximums: Das Wachstumsmaximum befindet sich am funften Untersuchungstag nicht mehr
am Nacht-Tag-Ubergang, sondern weit in den Tag hinein verschoben.

Dies konnte damit erklart werden, dass die zeitliche Synchronisation des Blattwachstums-
Tagesganges in der Phase der geringsten und nicht der starksten Wachstumsaktivitat erfolgt.

Am sechsten Tag nach Uberfiihrung der Pflanzen wurde die Beleuchtung der Plexikammer auf
ein Lichtregime von 2 h hell / 2 h dunkel umgestellt. Das an diesem Tag beobachtete Blatt zeigt
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Abb. 7.61 Rizinus-Blattwachstum unter 18/6-hell/dunkel-Lichtbedingungen sowie in 2/2-hell/dunkel

Oben: DISP-Messung an jungem Blatt sechs Tage nach Uberfiihrung aus Standardbedingungen in 2/2-hell/dunkel
Unten: DISP-Messung an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen unmittelbar nach Uberfiihrung in 18/6-hell/dunkel
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wieder ein Charakteristikum circadianer Rhythmen (Abb. 7.61 oben): Zwar reagiert es auf den
schnellen Lichtwechsel mit einem Ansteigen und Abfallen der Wuchsrate; im Mittel wird jedoch
der vorher eingestellte, charakteristische Verlauf des Wachstums-Tagesganges erreicht.

Besonders interessant ist bei dieser Messung die Zeitreihe des Basis-Spitze-Gradienten der
Element-Wuchsraten des Blattes (Abb. 7.61 oben): Zwar ist der Gradient wahrend der kom-
pletten Messphase deutlich ausgeprégt; seine Intensitét variiert jedoch im Rhythmus des Licht-
wechsels. Zu Beginn jeder Lichtphase tritt ein Maximum des Gradienten auf.

Blattwachstum von Pflanzen, die ausschlief3lich im Dauerlicht kultiviert wurden

Das Blatt einer Rizinuspflanze, die ausschliefdlich im Dauerlicht kultiviert wurde, zeigt keinen

Tagesgang der Wachstumsverteilung mehr (Abb. 7.62A). Die Wuchsrate nimmt hier streng mo-
noton ab.

Dies steht nicht im Widerspruch zur Vermutung, dass der Wachstumstagesgang einem circadia
nen Rhythmus unterliegt (und nicht eine reine Reaktion auf die Lichtverhatnisse darstellt), da
circadiane Rhythmen stets erst nach einer Pragungsphase einsetzen konnen.

Nyctinastische Bewegungen der Bléatter unterbleiben; lediglich Circumnutationen des Blattes um
das Sprossachsensystem der Pflanze herum koénnen beobachtet werden. Diese schlagen sichin
elliptischen Auf- und Abbewegungen der Blattspitzen unfixierter Blatter nieder (Abb. 7.62B).

—&— Messwerte
— Fitlinie

Wuchsrate [%/h]

—— Blatt P1
—v— Blatt P2

Y-Position [mm]

16 20 24 4 8 12 16 20 24 4 8 12
Uhrzeit
Abb. 7.62 Blattwachstum einer Rizinus-Pflanze, die bereitsin Dauerlicht angezogen wurden

A: Verlauf der Wuchsratenentwicklung; tUber 2 Tage hinweg ist kein Tagesgang zu erkennen.
B: Blattbewegungen finden noch statt; jedoch keine Nyctinastien, sondern lediglich Nutationsbewegun-
gen von 2-3 h Periodenlénge.
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7.8.2 Inhaltsstoffverteilungen

Bel Tabak wurden in analogem Umfang zu dem in Kap. 7.5.2 vorgestellten Datenmaterial 1n-
haltsstoff-Untersuchungen an Pflanzen, die seit vier Tagen im Dauerlicht waren, durchgefthrt.
Zusitzlich wurde untersucht, ob die Uberfiihrung von Pflanzen in Dauerlicht die Ausbildung
konstanter Transpirations- und Assimilationsverhaltnisse mit sich bringt. Die Messungen an
Pflanzen in Dauerlicht werden nachfolgend mit den Messungen an Pflanzen unter

12 h hell / 12 h dunkel — Standardbedingungen verglichen.

Transpirations- und Assimilationsraten

Der Tagesgang von Assimilation und Transpiration ist bereits zwei Tage nach Uberfiihrung in
Dauerlicht zum Erliegen gekommen (Abb. 7.63). Die Transpirationsrate der beiden miteinander
verglichenen Rizinuspflanzen betragt im Dauerlicht im Mittel 1,07 mmol/s'm? und damit nur 7 %
mehr als die durchschnittliche Transpirationsrate der entsprechenden Messung unter 12 h hell /
12 h dunkel-Bedingungen. Die Assimilationsrate liegt in Dauerlicht im Mittel bel 1,4 pmol/s/m?
und damit doppelt so hoch wie die Gber 24 h gemittelte Rate der 12 h hell / 12 h dunkel -Pflanze.
Sowohl Transpiration as auch Assimilation sind im Dauerlicht zeitlich sehr konstant.

Dieses Ergebnisimpliziert, dass sowohl die Transpiration als auch die Photosynthese unter
Dauerlichtbedingungen konstant ablaufen und weder den Tagesgang des Wachstums noch eine
maoglicherweise variable zeitliche Verteilung von Inhaltsstoff-K onzentrationen induzieren
konnen.

—O— Transpiration 12/12
—@— Transpiration DL
—=A— Assimilation 12/12
—A— Assimilation DL

Transpiration [mmol/s/m?] bzw. Assimilation [umol/s/mz]

Uhrzeit

Abb. 7.63 Transpirations- und Assimilationsraten eines Rizinusblattes
in 12/12-hell/dunkel sowie zwei Tage nach Uberfiihrung in Dauerlicht

Zucker
Die mittlere Glucose-Konzentration (Abb. 7.64) liegt im untersuchten Blatt bei 11 pmol/g FG

und ist damit viermal hoher als unter Standardbedingungen (2,5 pmol/g FG). Auch die mittlere
Fructose-K onzentration ist viermal so hoch wie unter Standardbedingungen (3,5 gegeniiber 0,9
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pmol/g FG). Die mittlere Saccharose-Konzentration ist etwa dreimal héher al's unter Standard-
bedingungen (8,7 gegeniber 3,2 umol/g FG).

Der Ader-Intercostalfeld-Gradient ist fur alle drei 16slichen Kohlenhydrate unter Dauerlichtbe-
dingungen im Vergleich zu Standardbedingungen (Abb. 7.28) zum Intercostalfeld hin verscho-
ben. Wie unter Standardbedingungen sind auch hier fir Fructose und Glucose Basis-Spitze-
Gradienten in der Mittelrippe zu erkennen, wahrend fir Saccharose ein Spitze-Basis-Gradient
auftritt. FUr Glucose und Fructose sind nun auch im Intercostalfeld deutliche Tagesgange zu
erkennen, die gegentiber den Verhaltnissen unter Standardbedingungen um etwa vier Stunden
verschoben sind. Die Maxima treten gegen Ende der Nacht auf, wahrend sie unter Standardbe-
dingungen in der Mitte der Nacht zu finden waren.

Die Verschiebung des Tagesganges der Kohlehydratkonzentrationen konnte mit der Verschie-
bung des Wachstumstagesganges korrelieren; in zukinftigen Experimenten muss eine gekoppel -
te Messung von Wachstum und K ohlehydratbestimmungen vorgenommen werden, um diesen
Zusammenhang zu klé&ren.
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Abb. 7.64 Verteilung der Zuckerkonzentrationen in MR und I1C von Tabakblé&ttern unter Dauerlicht
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Aminosauren

Bel der Summe aller Aminosauren-Spezies (Abb. 7.65) tritt unter Dauerlichtbedingungen gegen-
Uber Standardbedingungen im Mittel eine Erhdhung um 50 % auf (von 7,5 auf 11 pmol/g FG).
Die Glutamatkonzentration weist dabel vergleichbare Gehalte wie unter Standardbedingungen
auf (je 2,2 umol/g FG); der Glutamingehalt des Intercostalfeldes verdoppelt sich (von 0,8 auf

1,7 umol/g FG).

Der Ader-Intercostalfeld-Gradient von Glutamin vergrof3ert sich (unter Dauerlicht ist der Anteil
im Intercostalfeld hoher als unter Standardbedingungen); fur Glutamat ist ein kleinerer Gradient
zu finden a's unter Standardbedingungen. In der Mittelrippe sind die Spitze-Basis-Gradienten
nicht mehr so deutlich wie unter Standardbedingungen. Tagesgénge der Verteilungen sind nicht
klar zu erkennen; die einzige Aminosaure, der ein Tagesgang zugesprochen werden konnte, ist
Arginin. Wieim Fall der Kohlenhydrate ist das Maximum auch hier gegentiber den Verhélt-
nissen bei Standardbedingungen um vier Stunden nach vorne verschoben.

Mittelrippe Intercostalfeld
4 1 4
Vorherige Nacht Glutamin Vorherige Nacht
3 A -3
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0 - I I 0]
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Abb. 7.65 Verteilung der Aminosaurekonzentrationen in MR und 1C von Tabakblé&ttern unter Dauerlicht
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Anionen

Unter Dauerlichtbedingungen ist im untersuchten Blatt kein Citrat mehr nachweisbar (Abb. 7.66).
Die Malatkonzentration ist in Ader und Intercostalfeld deutlich erhdht gegentiber den Verhalt-

nissen unter Standardbedingungen (26 statt 18 umol/g FG in der Ader; 43 statt 30 umol/g FG im
Intercostalfeld). Die Konzentration von Nitrat ist in der Ader etwa vergleichbar mit den Verhdlt-

nissen unter Standardbedingungen (84 pmol/g FG); im Intercostalfeld tritt eine wesentlich
geringere Konzentration auf (26 statt 43 pmol/g FG).

Im Intercostalfeld ist fur Malat ein Spitze-Basis-Gradient zu erkennen (wie unter Standardbe-
dingungen). Ansonsten treten keine weiteren raumlichen Gradienten bei den Anionen auf. Ein
Tagesgang ist allenfalls fir Malat in den Intercostalfeldern mit einem Maximum zu Beginn des
Tages zu erkennen. Die Ubrigen Anionen-Zeitreihen weisen einen relativ uneinheitlichen Verlauf
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Abb. 7.66 Verteilung der Anionenkonzentrationen in MR und 1C von Tabakbléattern unter Dauerlicht
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Relationen von Zuckern und Aminosauren

In den Dauerlichtpflanzen liegt ein htheres Verhdltnis von Zuckern zu Aminosauren vor alsin
den Pflanzen, die unter Standardbedingungen kultiviert wurden (Abb. 7.67). Dies gilt fur alle
drel betrachteten Blattstockwerke. Das Verhdtnis von Hexosen zu Saccharose ist in den noch
aktiv wachsenden Blattstockwerken T12 und T15 in Dauerlichtpflanzen hoher alsin Pflanzen
aus Standardbedingungen.

Der Anteil von Glutamat ist bei den Dauerlicht-Pflanzen nur in Blattstockwerk T 15 vergleichbar
mit demjenigen aus 12 h hell / 12 h dunkel — Pflanzen. In den Ubrigen beiden Blattstockwerken
ist er niedriger. Da gleichzeitig der Glutaminanteil hoher ist, ergibt sich unter Dauerlichtbeding-
ungen ein erhohtes Glutamin: Glutamat-Ver haltnis. Beztglich der Ubrigen Aminosauren féllt vor
allem der erhdhte Anteil von Alanin unter Dauerlichtbedingungen auf.

T15

Bunf

Bunf

HE Gin
1 Glu
I Asn
[ Asp
[ Ser
I Val
Il Gly
[ Ala
[ Arg
BN GABA T12

T15

T12

asyoel97
asyoel97

HE AS Gesamt
[ Glucose
[ Fructose
I Saccharose

e

T9 T9

e

Tabak 12/12 Tabak DL Tabak 12/12 Tabak DL

Abb. 7.67 Relationen von Zuckern zu Aminosduren (links) sowie einzelner AS-Spezies zueinander (rechts) in
Bléttern aus drei Blattstockwerken von Tabak unter Dauerlicht (DL) und unter Standardbedingungen (12/12)
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7.9 Einfluss veranderter Lichtintensitat

Im vorigen Kapitel wurde gezeigt, dass eine Erhthung der Lichtdauer die Kohlehydratgehalte
stark beeinflussen kann. Da diese eine parallele Entwicklung zum Tagesgang des Blattwachs-
tums zeigen und moglicherweise eine wichtige Rolle fur die Ausprégung von Wachstumsmus-
tern spielen, soll in diesem Abschnitt auf die Beziehung zwischen Lichtintensitét, Wachstum und
Kohlehydratgehalten eingegangen werden.

Es wurde ein Experiment mit einer Population von 24 Tabakpflanzen durchgefuhrt, die bei einer
Lichtintensitét von 150 YUE im Rollwagen angezogen wurden. Zum Zeitpunkt der Emergenz des
Blattes T 12 wurden unter dem Kriterium einer einheitlichen Wuchsrate der Gesamtblattfl&che
Sechsergruppen der Pflanzen gebildet, die anschliefRend bei unterschiedlichen Lichtverhaltnissen
(33, 54, 102, 200 YE) weiter kultiviert wurden. Nach fiinf Tagen wurde die Wuchsrate der Ge-
samtbl attflache vermessen und es wurden die Intercostalbereiche der Blétter T9, T 12und T 15
beprobt (je eine 8-mm-Blattscheibe von Basis und Spitze wurde vereinigt).

Sowohl die Wuchsrate dieser Pflanzen (Abb. 7.68 links) als auch die Kohlehydratverteilung
(Abb. 7.68 Mitte und rechts) korreliert mit der Lichtintensitét: je geringer die Lichtintensitat ist,
desto niedriger ist die Wuchsrate, bzw. desto niedriger ist die Konzentration von Saccharose,
Glucose und Fructose. Bezuglich der Kohlehydrate ist der Effekt in allen drel untersuchten Blatt-
stockwerken deutlich zu sehen. Ein Unterschied vom Faktor zwei in der Lichtintensitét resultiert
dabel in einem Wachstumsunterschied von 10 bis 20 %. Kohlehydratgehalte reagieren stérker;
hier zeigt sich bei Verdopplung der Lichtintensitét oft auch eine Verdopplung des Gehaltes.
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Abb. 7.68 Wachstum der Gesamtblattflache (links), Sacchar ose- (Mitte) und Hexosegehalte (rechts) in
Tabakblattern bei verschiedener Lichtintensitat
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7.10 Einfluss eines veranderten Inklinationswinkels eines Blattes

Bel der Etablierung einer optimalen Fixierungstechnik fir Tabakblatter im DISP-Aufbau wurde
festgestellt, dass diese sich nach ein bis zwei Tagen stark aufzuwellen beginnen, wenn man sie
angtatt in die Horizontale (Inklinationswinkel 0°) in die Vertikale (Inklinationswinkel: 90 °) fi-
xiert (Abb. 7.69 links). Diese Aufwellung tritt unabhéngig von der fir die Fixierung gewahlten
Zugkraft sowohl fur Tabakblétter als auch fur Rizinusblatter ein. Zur Untersuchung dieses Ef-
fekts wurden folgende Experimente durchgefihrt:

Versuchsdesign

Es wurde die Morphologie von Blattern untersucht, die in verschiedenen Inklinationswinkeln mit
ver schiedenen Zugkraften fixiert sind. Unter Standardbedingungen wurden 15 Tabakpflanzen in
Erdanzucht kultiviert. Die Pflanzen wurden bei Experimentbeginn unter dem Kriterium der ver-
gleichbaren Wuchsrate von Blatt 12 in Dreiergruppen zusammengestellt. Eine der finf Gruppen
bildete die Kontrollpopulation; Blatt Nr. 12 der Pflanzen der Ubrigen Gruppen wurde entweder
waagrecht oder senkrecht mit einer Anhdngemasse von 5 g oder 30 g fixiert. Nach vierzehn Ta-
gen wurden die dann ausgewachsenen Blétter geerntet, vermessen, gewogen und auf ihren Mit-
telrippenanteil hin untersucht.

Die Inhaltsstoff-Verteilung von Pflanzen, bel denen je ein Blatt in einem bestimmten Inklina
tionswinkel mit einer Anhéngemasse von 30 g fixiert war, wurde in einem zweiten Experiment
untersucht. Hierfir wurden 16 Erdanzucht-Tabakpflanzen im Rollwagen wiederum unter dem
Kriterium vergleichbarer Wuchsrate von Blatt 12 zu vier Gruppen zusammengestellt: Bel einer
Gruppe wurde Blatt 12 in einem Winkel von 90 ° fixiert; bei einer Gruppe mit 45 °, bel einer
Gruppe in einem Winkel von 0O °; eine Gruppe diente als unfixierte Kontrolle (Abb. 7.69 rechts).
Nach vier Tagen wurden die Blattstockwerke 9, 12 (Basis und Spitze) sowie 15 am Anfang und
am Ende des Tages beprobt. In zwel vereinigten 8-mm-Blattscheiben wurden die Gehalte von
Starke sowie |6glichen Kohlehydraten gemessen.

Abb. 7.69 Tabak-I nklinationswinkel-Experimente

Links: Beginnende Aufwellung eines vertikal (Inklinationswinkel 90 °) mit 30 g abgespannten Blattes.
Rechts: Unter 45 ° (ganz rechts) sowie unter 90 ° (linke Bildseite) mit 30 g abgespannte Blé&tter im Rollwagen.
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7.10.1 Wachstum

Die Fixierung von Tabakblattern in die Horizontale oder Vertikale fuhrt nicht zu signifikanten
Reduktionen des Wachstums, wenn man das Frischgewicht der untersuchten Bléatter betrachtet
(Abb. 7.70 Mitte). Auch der Mittelrippen-Anteil der Blétter verschiedener Behandlungen unter-
scheidet sich im Rahmen der Standardabweichung nicht voneinander (Abb. 7.70 oben). Unter-
schiede bestehen hingegen beziglich der Blattform (Abb. 7.70 unten): Der Quotient aus Bl att-
lange und —breite (L/B) ist bel den vertikal fixierten Blattern deutlich geringer als bel den Kon-
trollen und bei den horizontal fixierten Bléttern. Diein die Vertikale fixierten Blatter weisen
darliber hinaus starke Aufwellungen der Blattspreite auf (Abb. 7. 71).

Die soeben genannten vier Befunde zeigen, dass die beobachtete Wachstumsanomalie aus einem
unverminderten Flachenwachstum bei reduziertem Langenwachstum der Mittelrippe folgt. Die
Mittelrippe wachst bel Vertikalfixierung nicht mehr im normalen Ausmal3in die Lange zu, son-
dern kompensatorisch in die Dicke, wahrend das Flachenwachstum der Intercostal bereiche un-
vermindert anhdt, was zu den beobachteten Blattmorphol ogien fuhrt. Bei den vertikal fixierten
Bléattern ist aso die Balance zwischen Ader- und Intercostalfeld-Wachstum massiv gestort.
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Abb. 7.70 Strukturelle Parameter von horizontal Abb. 7.71 Typisches Erscheinungsbild einesin
bzw. vertikal fixierten Tabakblattern die Vertikalefixierten Tabakblattes

Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung- Die Aufwellungen der Blattspreite sind nach einer
en von je vier Bléttern (Experimentdauer: 2 Wochen). Experimentdauer von zwel Wochen gut zu sehen.
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7.10.2 Inhaltsstoffverteilungen

Bel alen untersuchten Kohlenhydraten treten die geringsten Gehalte in den Pflanzen mit 90°
Inklinationswinkel auf (Abb. 7.72). Die Reduktion ist im behandelten Blatt T12 am deutlichsten;
auch T9 und T15 zeigen allerdings reduzierte Gehalte. Die Verringerung kann im Verlauf des
Tages etwas kompensiert werden (sie ist zu Beginn des Tages deutlicher ausgepragt). An der
Blattbasis ist die Abnahme stérker ausgepragt als an der Blattspitze. Esist zu erwarten, dassin
Blatt 12 bel vertikaler Fixierung die Kohlehydratpegel absinken (Kap. 7.9), da hierdurch die dem
Licht exponierte Fléache des Blattes erheblich verringert wird.

Der Verlust der Balance zwischen Mittelrippen- und Intercostal fel dwachstum dieses Blattes
konnte also durch das Absinken der Kohlenhydratpegel unter einen bestimmten Schwellwert im
behandelten Blatt T12 verursacht sein. Der Kohlenhydratmangel wiirde sich dann zunéchst auf
die Mittelrippe auswirken, wahrend das Intercostalfeld noch weitgehend normal wéachst.

Untersuchungen mit direkter Beleuchtung der bel 90° fixierten Blétter missen noch durchgeftihrt
werden, um diese Hypothese zu bestétigen. Interessant ist auch, dass es hier nicht —wie bei
Blé&ttern mit zu geringer Last — zu einer Akkumulation von Stérke kommt.
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7.11 Interaktion mit den Ubrigen Blattern der Pflanze

Das Blattwachstum lauft an einer intakten Pflanze stets im ausgeglichenem Zusammenspiel von
Stoffimport und —export, also unter Austausch von Stoffen mit anderen Blé&ttern oder pflanz-
lichen Organen ab. Esist bisher unklar, ob der beobachtete Tagesgang des Blattwachstums au-
tonom ablaufen kann, oder ob der Tagesgang mal3geblich durch die Stofffllisse des gesamten
pflanzlichen Systems beeinflusst wird. Dass eine derartige Beeinflussung existieren muss,
konnte in Kap. 7.5 bereits am Zusammenspiel von Blatt- und Wurzelwachstum bel unterschied-
lichen Temperaturregimen gezeigt werden. Untersuchungsgegenstand dieses Abschnittes ist das
Wachstum eines Blattes an einer Pflanze, deren restliche Blétter entfernt wurden; die also keine
weiteren Assimilat-Sources mehr aufweist.

Hierflr wurden drei Rizinuspflanzen unter Standardbedingungen untersucht. Eine Pflanze diente
als Kontrolle; bei den beiden Gbrigen wurde jewells das F3-Blatt mit einer Linealmessung unter-
sucht. Die Keimbl&tter, Primérbléatter, F1- und F2-Blétter dieser Pflanzen wurden beim Beginn
der Messung von der Pflanze entfernt; die noch in der Knospe befindlichen F4-Bléatter wurden an
der Pflanze belassen.

In einem darauffolgenden DI SP-Einzel experiment wurde das F3-Blatt einer wie oben beschrie-
ben behandelten Pflanze auf ihr raum-zeitliches Wachstumsverhalten hin untersucht.

Ergebnisder Linealmessung

Gegenuber der Kontrollpflanze ist die Wuchsrate der zwel getesteten Blatter am ersten Tag des
Experimentes um Uber einen Faktor zwei reduziert (Abb. 7.73). Die Blattbasis weist dabei be-
sonders niedrige Element-Wuchsraten auf, die digjenigen der Blattmitte kaum Gbertreffen. Nach
zwel Tagen ist eine leichte Erholung der Wuchsrate festzustellen; auch der Basis-Spitze-Gradient
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Abb. 7.73 Wachstum von Rizinusblattern an Pflanzen ohne tibrige Blétter

Rot: F3-Blétter zweier Pflanzen, deren Ubrige Blétter an Tag 0 abgeschnitten wurden. Schwarz: F3-Blatt
einer intakten Kontrollpflanze. Insets: rdumliche REGR-V erteilung entlang der Mittelrippe (X-Achse:
Position in %; Y-Achse: REGR [%/d]) der Blétter der behandelten Pflanzen wahrend des Experiments.
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der Wuchsratenverteilung ist wieder annahernd normal ausgebildet. Die Wuchsrate des Blattes
der Kontrollpflanze wird jedoch bis zum Ende des Experimentes nicht mehr erreicht.

Dieses Experiment zeigt deutlich, dass das gesamte wachsende Blatt; besonders aber die onto-
genetisch jlngere Blattbasis nicht nur im Hinblick auf biochemische Prozesse, sondern auch im
Hinblick auf die Wachstumsaktivitét auf den Import von Stoffen aus anderen Blattern angewie-
sen ist. Unterbleibt dieser Import, so kann die raumliche Verteillung der Wachstumsaktivitét al-
lerdings innerhalb weniger Tage in einen normalen Zustand zurtickversetzt werden.

Ergebnisder DI SP-Messung

Der Tagesgang des Wachstums wird von der Entfernung der Source-Bl&tter nicht beeinflusst
(Abb. 7.74). Hier wird ein zeitlicher Verlauf gefunden, der demjenigen unter Standardbeding-
ungen sehr gut entspricht. Auch hier ist nur ein sehr geringer Unterschied zwischen den Element-
Wouchsraten von Basis, Mitte und Spitze zu erkennen, was die Ergebnisse der Linealmessung be-
stétigt.

Das bedeutet, dass der Stoffexport und —mport in bzw. aus anderen Blé&ttern nicht von entschei-
dender Bedeutung fur die Auspragung des Tagesrhythmus der untersuchten Entwicklungsstadien
von Blé&ttern sein kann. Der Austausch von Assimilaten erhét aber die Intensitét des Basis-
Spitze-Gradienten der Wachstumsaktivitdt im Blatt aufrecht.

—@— Basis
—v— Mitte

—@— Spitze
= Fitlinie

REGR [%/h]

Uhrzeit
Abb. 7.74 DI SP-M essung eines Rizinusblattes an einer Pflanze, deren Ubrige Bléatter entfernt wurden
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7.12 Wachstum isolierter Blattscheiben

Die Untersuchung von Blattwachstumsprozessen in Abwesenheit der natiirlichen pflanzlichen
Stoffimport- und —exportprozesse wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch einen Schritt
weiter getrieben: Das Wachstum von dem Blatt entnommenen, auf Nahrlésung flotierenden Ge-
webescheiben wurde untersucht. Die Untersuchung der Wachstumsaktivitét von Blattscheiben ist
aus verschiedenen Grunden sehr interessant:

Blattscheiben stellen ein System reduzierter Komplexitét dar, da nur bedingt Prozesse des
Stoffferntransportes fir ihre Physiologie berlicksichtigt werden missen

Die Wirkung verschiedenster Substanzen auf die Wachstumsaktivitét pflanzlichen Gewebes
kann sehr leicht durch Applikation der Substanz in die Nahrldsung erreicht werden

Die technische Umsetzung von Experimenten mit einer hohen Anzahl von Fragestellungen
oder Replikaten kann mit Hilfe von Blattscheiben erheblich erleichtert werden, dasie einen
geringeren Platzbedarf a's Blétter an intakten Pflanzen haben und keine komplexen Bewe-
gungsmuster auftreten kénnen (Nyctinastien, Circumnutationen), die einen optischen

M essprozess stets stéren wirden.

Versuchsdesign

In ersten Vorversuchen wurde mit Hilfe von Schieblehrenmessungen Uberprift, ob isolierte
Blattscheiben bei Inkubation auf Ingestad-Nahrlésung noch flr eine gewisse Zeit weiterwachsen.
Hierzu wurden mit Hilfe von Korkbohrern (8 bis 20 mm Durchmesser) Blattscheiben aus wachs-
enden Blé&ttern ausgestanzt und auf Ingestad-Nahrl6sung (10 mM N) inkubiert (Abb. 7.75). Die
Nahrlésung wurde in Petrischalen gegeben, Tabakblattscheiben schwimmen aufgrund ihrer
Oberflachenbeschaffenheit sehr gut auf Flissigkeitsoberflachen.

In einem auf hohe Prazision ausgel egten Versuchsansatz wurde das Wachstum von einzelnen
Scheiben mit Hilfe der DISP-Methode untersucht. Die Blattscheiben wurden in der Plexikammer
mit dem dblichen DISP-Aufbau unter Einsatz einer stérker vergréf3ernden Optik vermessen (ein
10 mm Zwischenring zwischen Objektiv und Kamera erlaubt eine minimale Bildgrofie von etwa
13 * 18 mm). Die Blattscheiben flottierten auf N&hrldsung in Petrischalen.

In einem zweiten Versuchsansatz, der auf einen hohen Durchsatz von Blattscheiben angelegt
war, wurde ein Feld von 24 Blattscheiben innerhalb von finf Minuten von Hand unter einer Ka-
mera verschoben und die Gréfien der Blattscheiben durch eine Bestimmung ihrer Randlinie er-
mittelt. Fir diese Versuche wurden Blattscheiben von 4 mm Durchmesser verwendet, die auf gut
befeuchtete, in den Wells einer ELISA-Platte befindliche schwarze Schaumstoffpolster gelegt
wurden (Abb. 7.76). Die GrofRenbestimmung der Blattscheiben erfolgte mit Hilfe von Einzel-
bildverarbeitung: In jeder Aufnahme einer Blattscheibe wurde die helle Flache der Scheibe mit
Hilfe eines heurisko-Unterprogrammes vom dunklen Hintergrund getrennt, wobel eine definierte
Helligkeit (Grauwert 30) als Schwellwert der Segmentierung diente. Die Pixelanzahl , heller Pi-
xel steht fur die Fl&che der Blattscheibe. Mit diesem System war es mdglich, eine zeitliche Auf-
|6sung von etwa zwel Stunden zu erreichen.



158 Ergebnisse: Blattwachstum

Aufnahmezeit: Fr21:00 Unr

Abb. 7.76 Blattscheiben in ELI1SA-Weélls

Die Blattscheiben liegen auf Flssigkeits-durchtrénktem
Schaumstoff, um eine Flotation zu minimieren, den
Bildkontrast zu erh6hen und die Scheiben auch bei sin-
kendem Flissigkeitspegel in derselben Hohe zu halten.

Aufnohmezeidt; Sa 18:00 Uhr

Abb. 7.75 Zuwachsende Tabak-Blattscheiben in Petrischalen mit Ingestad-Nahrldsung

Zwischen dem oberen und dem unteren Bild liegen 24 h; man sieht deutlich den Zuwachs der vier rechten
Scheiben. Die linke Scheibe wurde vier Tage zuvor mit einem Bohrer derselben Gréf3e ausgestochen und ist
seitdem auf etwa die vierfache Flache zugewachsen. Wie zu erkennen ist, verkriimmen sich die Blattscheiben
mit der Zeit. Der Durchmesser der Petrischalen betrégt 5 cm.

Vorversuche zur Unter suchung von Blattscheibenwachstum

Blattscheiben, die Bl&ttern einer Wuchsrate von etwa 50 %/d entnomen werden, wachsen noch
fur mehrere Tage zu (Abb. 7.77). In einem Fall konnte noch nach 14 Tagen ein Zuwachsen der
Blattscheibe registriert werden. Das Blattgewebe, dem die Scheibe enthommen wird, darf keine
zu hohe Wuchsrate aufweisen. Bei Wuchsraten des Ausgangsgewebes von etwa 100 %/d wird
fir das isolierte Blattstiick kein Wachstum mehr registriert (Daten nicht gezeigt). Eventuel| ist
bei derartigen Schieben die Photosynthesel eistung noch nicht grof3 genug.

In Einzelfdlen konnte registriert werden, dass die

ausgestanzten Blattscheiben mit derselben Wuchsrate 15
weiterwuchsen wie das Gewebe des Blattes, dem sie
entnommen wurden (Abb. 7.78). Dieses wiederum
wies vergleichbare Wuchsraten wie Kontrol bl &tter
auf; eswar durch die bei der Blattscheibenentnahme 0 : : :
auftretende Verwundung nicht in seiner Wachstums-
aktivitat eingeschrénkt.

10

Flache [cm?]

Zeit [Tage]
Abb. 7.77 Flachenzunahme einer Blattscheibe
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Dies zeigt deutlich, dass das wachsendes Blattgewebe (zumindest im untersuchten Entwick-
lungszustand) nicht notwendigerweise auf den Import von Assimilaten oder Phytohormonen aus
anderen Bereichen des Blattes oder der Pflanze angewiesen ist.

Ll
Cal

I AR ALY
Ta

Abb. 7.78 Wachstum von Blattscheiben und Blattern,
denen die Scheiben entnommen wurden

="

= s Links: nach 2 Wochen war die entnommene 12-mm-

Blattscheibe auf einen Durchmesser von 27 mm zuge-

. wachsen (gleich grof wie das beim Ausstanzen entstan-

' i dene Loch). Oben: Ahnliche Resultate nach vier Tagen
7 fUr urspriinglich 8 mm grof3e Blattscheiben.

My
]

“:}?Ewﬂ'lfjt"in'.-

Bel der beobachteten Fl&chenzunahme handelt
essichin der Tat um eine Biomassenzunahme —
und nicht nur um einen osmotisch bedingten
Quellungsprozess — wie Messungen von Frisch-
und Trockengewicht an Blattscheiben in ver-
schiedenen Inkubationsmedien belegen (Abb. 120 |
7.79). Selbst bei Inkubation in Wasser erfolgt ei-
ne Zunahme der Blattschelbenmasse. 20

TG [mg]
5

FG [mg]

Dabel wird von der Pflanze vermutlich auf ge-
speicherten Stickstoff aus der Vakuole zurtick-
gegriffen, um die flr eine Zunahme des Trok-
kengewichts notwendige Aminosauren- und o
Protein-Biosynthese zu ermdglichen. Auch dies

konnte erklaren, wieso die gering vakuolisierten gll;tt)f;gg Egﬁﬁe{/‘vg 323 Lgﬁg&?&"ﬁ;ﬂ”
Zé€llen der bei einer hohen Wuchsrate ent- vier Tagen

nommenen Blattscheiben nicht zuwachsen.

Flache [cm?]

Start H20 Nlsg.
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DI SP-Vermessung einzelner Blattscheiben mit hoher Prézision

Der Tagesgang des Wachstums ist selbst nach der Ent-
nahme von Gewebe aus dem intakten Blatt heraus weiter-
hin unabgeschwécht vorhanden (Abb. 7.80 und Abb.
7.81). Die Charakteristika der Wachstumszeitreihe treten
zu denselben Zeiten auf wie beim intakten Blatt: Das Ma

ximum der Verteilung findet sich am Nacht-Tag- 1 ‘ ‘Nacm‘ M
Ubergang wieder; das Minimum am Tag-Nacht- vom Uh:zeit eor
Ubergang. Die transienten Wachstumsvariationen bel

Lichtwechsel sind wie auch im intakten Blatt unter-
schiedlich stark ausgepragt. Die Wachstumspeaks kdnnen
in manchen Blattscheiben Uberhaupt nicht beobachtbar sein (Abb. 7.80), wéhrend in anderen
Blattscheiben Wuchsraten dieser Peaks bis zum Funffachen des Tagesmittelwertes betragen
konnen (Abb. 7.81). Wird eine transiente Wachstumsvariation bel Lichtwechsel beobachtet, tre-
ten relativ lange Abklingzeiten von bis zu 40 Minuten auf.

Wouchsrate [%/h]

Abb. 7.80 Blattscheibe ohne transiente
Wachstums-Peaks

3,0

2,5 1

2,0 1

1,51 20 21 22 23

Wuchsrate [%/h]

1,0 A

0,5 4

0,0

0,5

Nacht Tag
1,0 T T T T T T T T T T
16 20 24 4 8 12 16 20 24 4 8 12
Uhrzeit

Abb. 7.81 Tagesgang Blattscheiben-Wachstum in 12 h hell / 12 h dunke

Inset: Transienter Wachstumspeak am ersten Tag-Nacht-Ubergang; die Abklingzeit ist mit T, = 40
min relativ lange.

Dauerlichtversuche

Bel mehrfach replizierten Versuchen wurde gefunden, dass selbst im Dauerlicht der Wachs-
tumstagesgang der Blattscheiben Uber langere Zeit hinweg erhalten bleibt (Abb. 7.82). Dies zeigt
deutlich, dass auch die Fahigkeit zur Ausbildung des endogenen Rhythmus nicht entscheidend

durch von aussen ins Blattgewebe importierte Substanzen abhéngen kann, sondern eine intrinsi-
sche Fahigkeit ist.



Wachstum isolierter Blattscheiben 161

Wuchsrate [%/h]

Vorherige Dunkelphase
PR 7
T T T T T

v A % /]

16 20 24 4 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20 24 4 8 12

Uhrzeit

Abb. 7.82 Wachstums-Tagesgang einer Blattscheibeim Dauerlicht

Vermessung von Battscheiben in hoher P

robenanzahl in Elisa-Weélls

Zwei Populationen mit je 10 von 24 eingesetzten Blattscheiben konnten vermessen werden. Die
Blattscheiben waren entweder in HEPES-Puffer oder einer Glutaminldsung inkubiert

(Abb. 7.83). Der typische zeitliche Verlauf des Wachstums-Tagesganges ist gut zu erkennen; die
Blattscheiben der beiden Behandlungen wiesen keine signifikant verschiedene zeitliche Vertei-

lung der Wuchsraten auf.

Dieses Ergebnis gibt zur Hoffnung Anlass, dass es dieser Ansatz in kiinftigen Studien ermog-
licht, eine wesentlich hthere Anzahl von Proben wéhrend eines Experimentes untersuchen zu
kénnen. Dadurch wére die Basis fur eine verbesserte Untersuchung der Regulation von
Wachstum durch Signale der verschiedensten Art geschaffen.

2,5

Tag
2,0

1,5

1,0 1

0,5 4

Wuchsrate [%/h]

0,0 ~

-0,5

Nacht

—@— Puffer
—&— Glutamin

12 16

Abb. 7.83 Blattscheiben-Tagesgang bei

20 24 4 8

Uhrzeit

Vermessung in Elisa-Wells

Zwei Populationen mit je 10 von 24 eingesetzten Blattscheiben konnten vermessen werden.
Die Blattscheiben waren entweder in HEPES-Puffer oder einer Glutaminldsung inkubiert.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Wuchsraten.
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Diskussion

In der vorliegenden Studie konnten erstmals die fur wachsende Blatter und Wurzeln charakteri-
stischen raum-zeitlichen Muster des Wachstums mittels innovativer Bildanalysemethoden
quantitativ mit hoher Genauigkeit erfasst werden. Viele aus der Literatur bekannte Muster
konnten dabei erstmals mit einer Genauigkeit untersucht werden, die eine Ankntpfung an bio-
physikalische, biochemische und molekular e Regulationspr ozesse erméglicht. Ein grofier
Teil der Muster wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals charakterisiert bzw. erstmalsin Ver-
bindung mit I nhaltsstoff-Verteilungen und Anzuchtbedingungen der Pflanze gebracht. Die
Wachtumsmuster werden dabei durch interne Parameter reguliert, hdngen von externen Parame-
tern ab und kénnen nur aufgrund der Einbettung der untersuchten Organe in das Geflige der ge-
samten Pflanze sowie aufgrund des anatomischen Aufbaus der Organe verstanden werden.

In der anschliessenden Diskussion erfolgt daher eine integrierte Betrachtung von Wurzel und
Blatt hinsichtlich ihrer Wachstumsmuster (Kap. 9), Inhaltsstoff-Verteilungen (Kap. 10) sowie
hinsichtlich der méglichen Mechanismen der Wachstumsregulation (Kap. 11) auf den unter-
suchten Organisationsebenen der Pflanze. Da die Weiterentwicklung der Bildanalysemethoden
der Schlussel zu den vorgestellten neuen Erkenntnissen dieser Arbeit war, beginnt die Diskussi-
on mit einer Einordnung und Bewertung der verwendeten Analysemethoden (Kap. 8).

8 Erfassen von Wachstumsmustern mittels verschie-
dener Techniken

Eine zentrale Entwicklung der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung der DISP-Methodik (di-
gital image sequence processing) as Standardverfahren fir Wachstumsbestimmungen in der
Pflanzenphysiologie. Die Vor- und Nachteile der DISP-Methodik gegentiber den klassischer-
weise benutzten Techniken werden nachfolgend herausgearbeitet. Dartiber hinaus wurden in die-
ser Arbeit weitere Verfahren zur Untersuchung von Wachstumsmustern mit hoher zeitlicher
(kleiner 1 Tag) und réumlicher Auflésung entwickelt bzw. innovativ erganzt, deren Aussagekraft
anschlief3end besprochen wird.

8.1 Vergleich der DISP-Methodik mit anderen Methoden

8.1.1 Raumliche und zeitliche Auflésung

Bei Wur zeln wurden in der vorliegenden Arbeit réumliche Wachstumsmuster mit einer Auf-
|6sung von bis zu 0,05 mm (Verteilung der Wachstumsaktivitédt entlang der Wachstumszone)
sowie zeitliche Wachstumsmuster mit einer Auflésung von bis zu einer Minute (Transversal-
Oszillationen) untersucht. Die rédumliche Auflésung ist damit héher alsin alen bisher publi-
zierten Studien.
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Die ortsaufgel 6ste Vermessung des Wachstums wird in der Regel durchgefiihrt, indem die
Rhizodermis in regelméldigen Abstanden mit dunklen Partikeln versehen und die zeitliche Ent-
wicklung des Abstandes verschiedener Partikel vermessen wird (siehe Kap. 2.2). Dabel werden
Tintenpunkte (Erickson und Sax 1956), Graphit- bzw. Aktivkohlepartikel (Beemster und Baskin
1998) oder Tonerpartikel von Laserdruckern (pers. Mitteilung G. Beemster) verwendet. Beim
Aufbringen der Punkte muss stets mit grosser Sorgfalt vorgegangen werden, um das Wachtums-
verhalten der Wurzel nicht zu sehr zu beeinflussen. Nach dem Anbringen der Partikel dauert es
eine gewisse Zeit, ehe die Wurzel wieder ein normales Wachstumsverhalten zeigt. Ublicherweise
wird mit dem Beginn der Messung 30 min gewartet. Fir Mais betrégt die maximal erreichte
Aufldsung in der Literatur 0,2 mm (Sacks et a. 1997) bei einer zeitlichen Aufldsung von 2 h
(15 min fur die Basis der Elongationszone). Zeitliche Absténde zwischen den Aufnahmen von
weniger als 15 min wurden nie realisiert.

Nur in wenigen Studien wurden die Zellwénde als natiirliche M arkierungen verwendet:

Die Kartierung von Wuchsraten-V erteilungen gelang in zwei frihen Studien (Brumfield 1942;
Goodwin und Stepka 1944) bei Wurzeln von Phleum pratense. Das Wachstum der Wurzel wur-
de mit einem Mikroskop sténdig verfolgt; von Zeit zu Zeit wurden mittels eines Camera-Lucida-
Projektors Zeichnungen der Zellgrenzen der Wurzelwachstumszone erstellt. Aufgrund des im-
mensen Arbeitsaufwandes wurde dieser Ansatz jedoch nicht weiter verfolgt.

Eine weiterer Ansatz ist die kinematische Analyse von Zell-Langen-Profilen. Fur Wurzeln
(Beemster und Baskin 1998) sowie fur Blatter von Monokotylen (z.B. Gandar und Rasmussen
1991, Beemster et al. 1996), die eine klare, lineare Differenzierung in Zonen von Zellteilung und
Zéellstreckung zeigen, kann die Verteilung der Elongationsraten aus der Ermittlung der durch-
schnittlichen Zell-Lange an verschiedenen Positionen des Organs rekursiv berechnet werden. Da
es sich hierbei um eine destruktive M ethode handelt, muss jedoch auf jegliche zeitliche Analyse
der Prozesse verzichtet werden.

Bezlglich der zeitlichen Analyse von Wachstumsmustern der Wurzel liegen in der Literatur
Berichte Uber Circumnutationsbewegungen (Shabala und Newman 1997a, Simmons et al. 1995)
sowie Uber die absolute Wuchsrate (V siize) der Wurzel (Bengough und MacKenzie 1994;
Cramer et al. 1988) vor. Dabel wurden jeweils Aufldsungen von einer Minute erreicht. Im Fall
der Cirucumnutationen wurden einzelne Abbildungen der Wurzel analysiert. Die Analyse der
Bewegungsgeschwindigkeit der Wurzel spitze geschah entweder mittels Einzelbild-Analyse
(Gordon et al. 1992) oder durch eine Vermessung mit LVDTSs (linear variable displacement
transducers; Ubrige obige Zitate). Dabel wird der Zuwachs der Wurzel registriert, indem die
Ortsveranderung eines Fadens, der Uber eine Wachsschicht an der Kalyptra der Wurzel befestigt
ist, mit elektronischen Mitteln registriert wird. Mit Hilfe dieser Methode lassen sich Messge-
nauigkeiten im Bereich von Mikrometern erzielen. Das Messprinzip geht auf Julius Sachs zu-
rick, der esim 19. Jahrhundert in einem , Auxanometer* genannten Aufbau erstmals zur Vermes-
sung von Spross-Zuwachsraten einsetzte (Sachs 1887).

Wahrend derartiger Messungen kann es leicht zu Veranderungen der nattrlichen Wachstums-
geschwindigkeit der Wurzel kommen, da die Befestigung des LV DT-Fadens in unmittelbarer
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Na&he der meristematisch aktiven Region erfolgt. Die Zugkraft, die Uber die LVDT-Anlage auf
die Wurzel ausgeiibt wird, kann zudem die Wachstumsgeschwindigkeit des Organs stark beein-
tréachtigen (siehe Kap. 8.1.2).

Bei Blattern wurden in der vorliegenden Arbeit wahrend ein- und derselben Messung raumliche
Wachstumsmuster mit einer Auflésung von biszu 1 cm (Verteilung der Wachstumsaktivitét ent-
lang der Mittelrippe) sowie zeitliche Wachstumsmuster mit einer Aufldsung von bis zu drei Mi-
nuten (Tagesgang und kurzfristige Oszillationen des Wachstums gesamter Blétter) untersucht.
Eine derartig hohe raum-zeitlich kombinierte Aufldsung wurde bisher in keiner Studie einer an-
deren Arbeitsgruppe erreicht.

Die ortsaufgel 6ste Ver messung des Wachstums der Blattspreite wird in der Regel durchge-
fuhrt, indem in regelmaidigen Abstanden Punkte aufmarkiert und die Punktabstande zu ver-
schiedenen Zeitpunktenvermessen werden. Die Blétter werden dabei Ublicherweise unter Zuhil-
fenahme eines Mal3stabs fotografiert und die Bilder anschlief3end von Hand vermessen (Avery
1933, Maksymowych 1973, Walter und Schurr 1999). Zum Teil geschieht die Bildvermessung
unter Einsatz von Rechnern und Standardsoftware (z.B. Granier und Tardieu 1998). Die Verwen-
dung natirlicher Marken (z.B. Aderkreuzungspunkte) wurde bisher vernachl&ssigt.

Insgesamt beschéaftigten sich nur wenige Studien mit der ortsaufgel dsten Vermessung von Blatt-
wachstum. Haufiger sind Studien zu finden, die sich mit der zeitlichen Verteilung von Wachs-
tumsaktivitaten in kompletten Blattern befassen. Die Mehrzahl dieser Untersuchungen wurde
mit Hilfe von LVDTs durchgefihrt (siehe Tab. 9.1). Dabei wurde der Zuwachs des zu messen-
den Blattes registriert, indem das Blatt mit der Basis fixiert und die Ortsveranderung eines Fa-
dens, der an der Blattspitze befestigt ist, registriert wurde. Eine Reihe von Untersuchungen wur-
de, wie auch in der vorliegenden Arbeit, mit Hilfe von weniger fein auflésenden Lineal messun-
gen durchgefihrt (siehe Kap. 8.2.1).

Eine zeitlich nur mit geringer Aufldsung arbeitende, aber hochgradig automatisierte Messmetho-
de erlaubt die Vermessung von auf die Horizontale projizierten Blattflachen (z.B. Leister et al.
1999). Dabel wird ein Verfahren der Einzelbildanalyse benutzt, um Blattflache und Hintergrund
optisch voneinander zu trennen. Eine separate Bestimmung von Wuchsraten einzelner Blattre-
gionen ist dabei alerdings nicht moglich.

8.1.2 Biomechanische Beeinflussung des zu untersuchenden Organs

Aus technischen Griinden muss das zu untersuchende Organ im Rahmen einer DISP-Messung in
die Focalebene der Kamerafixiert werden (Kap. 4.1, Kap. 7.2.3). Dabei treten Beeinflussungen
des natirrlichen Wachstums auf, deren Analyse Gegenstand umfangreicher Untersuchungen im
Verlauf der vorliegenden Arbeit war (Kap. 7.3). Die Resultate dieser Untersuchungen fihrten
nicht nur zu einer Optimierung des DISP-Aufbaus hinsichtlich der verwendeten Abspanntechni-
ken der Blétter, sondern auch zu neuen Erkenntnissen Gber mogliche biomechanische Regul ati-
onsmechanismen des Blattwachstums.
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Bel gleichmaldiger mechanischer Belastung des untersuchten Blattes zeigt sich eine Dosis-
Wirkungsbeziehung zwischen angelegtem externen Zug sowie der Wuchsrate des untersuchten
Blattes. Dieses Resultat wird von bisherigen Arbeiten an Blattern monokotyler Pflanzen bestétigt
(pers. Mitteilung B. Moulia). Derartige Dosis-Wirkungsbeziehungen werden erst seit Bekannt-
werden der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diskutiert.

Eine Beeinflussung des Wachstumsprozesses durch Zugkréfte tritt ebenfallsin LVDT-Studien
auf. Auch dort missen nyctinastische und circumnutatorische Blattbewegungen durch Strecken
des Blattes verhindert werden, um eine Messung durchftihren zu kénnen. Die dabel verwendeten
Zugkréafte wurden bislang allerdings unreflektiert eingesetzt und oft nicht einmal dokumentiert.
In den dokumentierten Fallen reichen die verwendeten Zugkréfte von 20 mN (Heckenberger
1997) bis 0,5 N (Watts 1974); das entspricht an das Blatt angehéngten Massen von 2 bis 50 g.

Vollkommen ber Ghrungsfreie Techniken zur Vermessung des Blattwachstums sind derzeit in
Entwicklung (Kap. 4.2). In der Literatur sind vergleichbare Techniken bislang nur fir Bewe-
gungsanalysen bzw. fir Wachstumsmessungen der absoluten Wuchsrate und Circumnutations-
frequenz von Koleoptilen eingesetzt worden (Laser-Interferometer, Jiang und Staude 1989; La-
ser-Scanning, Barron und Liptay 1997).

Untersuchungen tber Wur zelwachstum bei unterschiedlichen mechanischen Bodenwiderstan-
den zeigen, dass Kréfte, diein longitudinaler Richtung an der Wurzelwachstumszone angreifen,
einen erheblichen Einfluss auf Wachstumsprozesse austiben (Masle et al. 1990). Daher ist zu er-
warten, dass die mit LVDTs an Wurzeln durchgeftihrten Wachstumsmessungen weit davon ent-
fernt sind, das Verhalten des Organs unter natirlichen Bedingungen zu beschreiben.

8.1.3 Einfluss der Lichtquelle auf die Bestimmung von Wachstumsmustern

Die bel der DISP-Messung verwendeten Infrarot-Dioden senden Licht in einem physiologisch
inaktiven Wellenlangenber eich (nahes Infrarot) aus. Die Ausbildung von nattrlichen Wachs-
tumsmustern wird daher durch die Beleuchtung nicht beeinflusst. Alle anderen zitierten Studien,
bei denen Blatt- oder Wurzelwachstum anhand von Fotografien oder projizierten Mikroskop-
Aufnahmen vermessen wurde, verwendeten sichtbares Licht zur Aufnahme.

In Wurzeln kann dies zu negativ phototropen Wachstumseffekten fiihren (Strasburger 1998). Bei
Bléattern kann in der Nachtphase eine Beeinflussung des diurnalen Rhythmus des Wachstums
bzw. eine kurzfristige Wachstumsoszillation analog zu den Verhéltnissen am Beginn des Tages
eintreten (Kap. 7.2.4.1).

Diefur die DISP-Methode gewahlte Lichtquelle fuhrt dartiber hinaus zu einem weiteren posi-

tiven Effekt: Der Kontrast des Bildmaterialsist im Infraroten wesentlich héher alsim Be-
reich des sichtbaren Lichtes (Kap. 4.1, Schmundt 1999). Dadurch erhoht sich die Textur der
Organ-Oberflache und mit ihr die Verlassichkeit (Informationsdichte) der DISP-Methode.
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Beim Blatt zeichnen sich die Adern als dunkle Strukturen ab; in der Wurzel entsteht vermutlich
durch die Heterogenitét des dort ebenfalls vorhandenen I nter zellular raumes (Nultsch 1995),
der sich oft als Kontinuum durch die gesamte Pflanze hindurch erstreckt (Prat et a. 1997), ein
strukturreiches Muster. Unterschiede in der Bildhelligkeit von kompaktem (z.B. Ader) und von
Luftrdumen durchsetztem Gewebe (Interzellular-Raume; Schwammparenchym) entstehen durch
die unterschiedlichen optischen Eigenschaften dieser Gewebe:

Lichtreflektion tritt allgemein beim Ubergang zwischen zwei Materialien unterschiedlicher opti-
scher Dichte auf (Gerthsen 1986). Licht des nahen Infrarotberei ches kann wesentlich weiter in
pflanzliches Gewebe eindringen als Licht aus dem sichtbaren Bereich des Spektrums, da die Ab-
sorption von Licht im nahen Infrarot in pflanzlichem Gewebe um einen Faktor 10 bis 100 niedri-
ger as digenige von sichtbarem Licht oder Licht im fernen Infrarot ist (Gausman und Allen
1973). Dies bedingt, dass ein signifikanter Anteil von Licht bis an die Grenze von Schwammpar-
enchymzellen und Interzellularraum bzw. Rhizodermis und Interzellularraum gelangt und von
dieser Grenzflache reflektiert wird. Die Streuung und die Reflektion von Licht im nahen Infrarot
ist dagegen hoher a's digenige von Licht anderer Wellenlangenbereiche (Gausman und Allen
1973). Dadurch entsteht im nahen Infrarot ein wesentlich stérkerer Kontrast zwischen luftgefull-
tem und kompaktem Gewebe als in sichtbarem Licht. Beim Blatt kann dieser Effekt nur deswe-
gen so stark ausgepragt werden, weil Licht nach dem Durchdringen der oberen Epidermisin den
Palisadenzellen focussiert und in besonderem Mal3 in die Gewebeschicht des Schwammparen-
chyms geleitet wird (Vogelman 1993). Hierbei spielen die spektralen Dispersionseigenschaften
des Palisadenparenchyms eine entscheidende Rolle.

8.1.4 Zusammenfassende Wertung

Die Wachstumsvermessung mittels digitaler Bildsequenzverarbeitung (DI SP-Methode) hat ge-
geniiber anderen Methoden entscheidende Vorteile:

Sowohl hohe zeitliche a's auch raumliche Aufldsung als auch eine Kombination dieser bei-
den Aspekte

Die Applikation kinstlicher Markierungen ist nicht notwendig. Da die gesamte , Textur* der
Organ-Oberflache (Grauwertkontraste) ausgenutzt wird, ist nicht einmal eine Identifizierung
von konkreten Objekten auf den einzelnen Bildern notwendig (Kap. 4.1). Im Vergleich mit
Einzelbildanalysemethoden reduziert dies die benétigte Rechenzeit enorm und fihrt zu einer
erheblich verbesserten raum-zeitlichen Aufldsung.

Automatisierte Auswerteprozeduren und , data mining’ -Funktionen (Extraktion relevanter, ge
mittelter Parameter der Messresultate) fuhren zu einer Erhdhung der Effizienz der Methode

Fur den Messprozess wird physiologisch inaktives Licht im nahen Infrarot verwendet, das
zudem fur sehr strukturreiche Bilder der zu vermessenden Organe sorgt
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Als prinzipielle Nachteile der DISP-Methodik sind demgegentiber zu nennen:
Die Methode erfordert grof3en technischen Aufwand (DI SP-Aufbau, Soft- und Hardware)
Die hohe Informationsdichte der Resultate muss auf relevante Inhalte hin gefiltert werden

Das untersuchte Organ muss in die Focalebene einer Kamera fixiert werden, um Messarte-
fakte zu vermeiden

In der Summe dieser Argumente kann konstatiert werden, dass die DI SP-Methode auf dem der-
zeitigen Stand der Technik eine Schitisseltechnologie zur prézisen Vermessung von Wachs-
tumsmustern verschiedenster Art in Wurzeln und Bléttern darstellt. Die Effizienz, Prazision und
breite Anwendbarkeit der Methode machen sie zu einem Werkzeug ungeahnter Machtigkeit, mit
dessen Hilfe sich ein weites Soektrum von Fragestellungen bearbeiten |asst.

8.2 Ubrige Methoden der Wuchsanalyse

Die ubrigen, in der vorliegenden Arbeit flankierend eingesetzten Methoden zur Bestimmung von
Wachstumsmustern kénnen in zwei Gruppen eingeordnet werden: Nichtdestruktive und destruk-
tive Methoden.

8.2.1 Nichtdestruktive Methoden

Zur Ermittlung der absoluten Wuchsratein einer Population von Wurzeln wurden Lineal-
vermessungen des Zuwachses einzelner Individuen durchgefihrt. Hierzu wurde die momentane
Position jeder Wurzel spitze im Durchfluss- oder Sandanzucht-Rhizotron durch Anbringen eines
Punktes auf der durchsichtigen Aussenwand (Folie) markiert. Die Absténde zwischen diesen
Punkten wurden in bestimmten zeitlichen Absténden vermessen.

Dies diente sowohl a) der Bestimmung der mittleren Wuchsrate der Population (Kap. 6.1) als
auch b) der Selektion von Individuen einer durchschnittlichen absoluten Wuchsrate fir eine an-
schliessende DISP-Vermessung. Aus diesen zwei Gesichtspunkten heraus wird dieses Verfahren
auch in der Literatur eingesetzt (z.B. Sacks et al. 1997, Beemster und Baskin 1998). Seine Vor-
teile liegen in der raschen Durchfihrbarkeit und der damit verbundenen Mdglichkeit, eine grosse
Anzahl von Individuen innerhalb eines Experiments mit einer beschrénkten Genauigkeit auf ei-
nen Parameter hin zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe dieser Methode
sogar eine Vermessung des Wurzelwachstums-Tagesganges (zeitliche Auflésung etwa 4 h)
durchgefuhrt (Kap. 6.1.1).

Bel der Analyse von Blattwachstum stellt die Vermessung der Blattlange und —breite mittels
eines Lineals die dazu analoge Messmethode dar. Mit ihrer Hilfe wurden in dieser Arbeit Ana-
lysen von Wuchsraten der Gesamtheit aller Bléatter (Kap. 7.1 und Kap. 7.2.1), der Blétter ver-
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gleichbarer Blattstockwerke zur Selektion von Individuen (z.B. Kap. 7.2) oder der Léngen von
Mittelrippen aus Populationen vergleichbarer Blétter (Kap. 7.3.1) durchgefihrt.

Bel der Auswahl von Bléattern wurde das Kriterium einheitlicher Wuchsraten verwendet. Dies
ist in vergleichbaren Studien der Literatur nur selten der Fall (Shackel et al. 1987). Dort wird bei
der Zusammenstellung von Populationen bzw. bel der Auswahl von Individuen fir LVDT-Mes-
sungen oft die absolute Blattlange (z.B. Bunce 1976); oder die Blattposition (z.B. Christ 1978)
als Kriterium herangezogen. Dies ist ein Schwachpunkt der genannten Studien zur Anayse von
Wachstum, da die Kriterien einheitlicher Blattlange oder Blattposition hinsichtlich des Ziels der
Untersuchungen weniger aussagekréftig sind als das Kriterium einheitlicher Wuchsrate der un-
tersuchten Bléatter (Walter 1997).

Die Genauigkeit einer Lineal-Messung ist zwar beschrankt (etwa 0,5 mm); sie reicht aber aus,
um in schnellwachsenden Arten eine Analyse der tageszeitlichen Variation der Wachstumsaki-
vitét bei einer grof3en Anzahl von Individuen durchzufihren. Dies zeigen nicht nur die Resultate
der vorliegenden Arbeit (Kap. 7.5), sondern auch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen (z.B.
McDonald et al. 1992; vergleiche Tab. 9.1).

Eine wesentlich hohere Prazision wird mit Hilfe der im Rahmen der vorliegenden Arbeit ent-
wickelten Faden-M ethode erreicht, da hierbei der Anfangs- und Endpunkt der Léngenmessung
strenger definiert sind (Kap. 3.2). Die Genauigkeit dieser Methode betragt etwa 0,1 mm; bei den
untersuchten Blatt-Zuwachsraten konnte damit eine zeitliche Auflésung von 2 bis 4 Stunden er-
reicht werden (Kap. 7.2.4.1 und Kap. 7.3.1). Der wesentliche Vortell der Faden-Methode gegen-
Uber der DISP-Methode liegt darin, dass das Blatt wahrend der gesamten Dauer der Studie in
seinem natlrlichen Krimmungszustand verbleibt.

DieVorteile beider Methoden gegentiber der DI SP-Methode liegen @) in der Mdglichkeit, e-
ne grosse Anzahl von Individuen parallel zu untersuchen und b) in der geringeren biomechani-
schen Beeinflussung des untersuchten Blattes. Bei beiden Methoden wird jedoch von Zeit zu
Zeit ebenfalls mechanischer Stress auf das Blatt ausgelibt: Durch das Geradedriicken des Blattes
wahrend der Linealmessung bzw. bei der Fadenmethode (in geringerem Mal3) dadurch, dass Uber
den Faden am Blattstiel gezogen wird. Eine derartige mechanische Stimulation kann durchaus
bereits Wachstumsreaktionen in der Pflanze hervorrufen (Moulia 2000b), die eventuell durch so-
genannte ,touch-genes' (Braam et al. 1997) reguliert wird.

8.2.2 Destruktive Methoden

In der &lteren Literatur wird unter dem Begriff ,Wachstum' stets die (nur destruktiv zu ermit-
telnde) Zunahme des Trockengewichts eines Organes verstanden (Hannam 1968; Williams und
Rijven 1965). Wie die folgende Uberlegung zeigt, ist die Analyse kleinskaliger Wachstums-
muster auf Basis destruktiv zu ermittelnder Grof3en aus mehreren Griinden nicht moglich
(siehe hierzu auch Messungen in Heckenberger 1997; Walter 1997):
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Die Analyse von Wachstum erfordert definitionsgemass (Kap. 1.4) mehrere, zeitlich aufeinan-
derfolgende Messungen an ein- und demselben zu untersuchenden Gewebe oder Organ, da sich
die Zunahme einer Grofie stets nur aus der Differenz zweier Messungen ableiten |&asst.

Die hohe intraspezifische Variabilitét wirde in der Praxis folgendes prinzipielles Analyseschema
zur Ermittlung von Wachstum unumgénglich machen: Die zur Verfligung stehende Pflanzenpo-
pulation wird hinsichtlich der Messgréfie in homogene Teilpopul ationen unterteilt; zu jedem
Erntezeitpunkt wird jeweils eine komplette Teilpopulation beprobt. Dieses Verfahren hat den
entscheidenden Nachtell, dass die Klassifizierung in Teilpopulationen dabei notwendigerweise
nicht nach der Messgrofie selbst vorgenommen werden kann (diese ist ja nur destruktiv zu er-
mitteln). Die Klassifizierung muss vielmehr aufgrund einer eng korrelierenden Messgrofie erfol-
gen. Selbst wenn die Klassifizierung in Teilpopulationen erfolgreich durchgefihrt werden konn-
te, wirde bei der Interpretation der anhand der Ernten ermittelten Daten jedoch noch ein weiterer
Unsicherheitsfaktor bestehen: Trotz erfolgreicher Klassifizierung kann nicht davon ausgegangen
werden, dass die Messgrof3e sich in den Teilpopulationen gleichartig weiterentwickelt hat.

Aufgrund dieser Unsicherheiten wurde der Ansatz, raum-zeitliche Wachstumsmuster in hoher
Auflésung durch destruktive Verfahren zu analysieren im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
verfolgt.

Destruktive M essungen waren im Verlauf der vorliegenden Arbeit allerdings unerlésslich, um
folgende M essgr 63en der zuwachsenden Organe (im wesentlichen der Blétter) zu unteruchen:

die zeitliche Variation von Gewebeverteilungen, wie etwa des Mittelrippenanteils
(Kap. 7.3.1) oder des Interzellularvolumens (Kap. 7.1)

die Verteilungen von Frisch- und Trockengewicht (Kap. 6.2.1 und Kap. 7.1)

Durch die Untersuchung des Mittelrippenanteils konnte ein Hinweis darauf erhalten werden,
dass die Blattader im Tagesgang wesentlich gleichmaldiger zuwéchst als die Intercostalfelder
(Kap. 7.2.4.4). Die Untersuchung von Frisch- und Trockengewichts-V erteilungen waren not-
wendig, um einerseits die Gultigkeit der Korrelation zwischen der Wachstumsdynamik der Or-
gan-Oberflache und der Masse des Organs zu zeigen (Kap. 7.1); andererseits, um die Berech-
nung von Depositionsraten der Inhaltsstoffe zu ermdglichen (z.B. Kap. 6.1.4).

Auch die Analyse von Inhaltsstoffen, die einen wesentlichen Aspekt der vorliegenden Arbeit
darstellt, wurde auf Basis destruktiver Methoden durchgefiihrt. Bei der Interpretation von Zeit-
reihen der Inhaltsstoff-V erteilung bestehen daher die gleichen Probleme, die oben fir die Inter-
pretation von Wachstumsmustern anhand destruktiv ermittelter Messgrofien genannt wurden.
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Nachfolgend wird die Musterbildung diskutiert und mit Ergebnissen der Literatur verglichen, die
im Zuge der raum-zeitlichen Aktivitatsverteilung pflanzlichen Wachstums auf dessen verschie-
denen Organisationsebenen ablauft. Dabei werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit vier Typen
von Wachstumsmustern unterschieden, die in Wirklichkeit stets miteinander interagieren: Tages-
gange (Kap. 9.1), rdumliche Gradienten (Kap. 9.2), Nutationen bzw. Krimmungsbewegungen
(Kap. 9.3) sowie kurzfristige dynamische Anderungen der Wachstumsaktivitat aufgrund von
Aderungen der externen Bedingungen (Kap. 9.4).

9.1 Tagesgange
9.1.1 Wurzel

Fur den Zuwachs der Wurzel konnte kein deutlicher Tagesgang gefunden werden (Kap. 6.1.1).
In der Literatur gibt es nur sehr wenige Berichte Uber die tageszeitliche Variation des Wurzel -
wachstums; diese weisen jedoch ebenfalls auf ein tageszeitlich sehr gleichmaldiges Wachstum
der Wurzeln verschiedener Arten hin (Reis und Hirse: lijima et al. 1998; Arabidopsis thaliana:
pers. Mitteilung S. Wilms). Als Mal3 fir den Zuwachs der Wurzel wird dabei stets die absolute
Wouchsrate der Wachstumszone, also V iz VErwendet. Die in den Aufbauten der vorliegenden
Arbeit fir Mais gemessenen Werte (Kap. 6.1 und Kap. 6.2) stimmen mit den Ergebnissen aus der
Literatur gut Uberein (z.B. Barlow und Rathfelder 1985, Felle 1998, Fortin und Poff 1991, Silk et
al. 1989). Wiein der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte (Kap. 6.1.1) unterliegt V spitze
allerdingsim Verlauf des Tages auch unter konstanten Aussenbedingungen gewissen kurzfristi-
gen zeitlichen Schwankungen mit einer maximalen Anderung von 0,1 mm/h2 (entspricht 5 %/h).

9.1.2 Blatt

Fur die Wuchsrate der untersuchten Blétter konnte dagegen ein deutlicher Tagesgang festge-
stellt werden. Sowohl fir Rizinus al's auch fr Tabak wurde ein Maximum des Wachstumstages-
ganges am Nacht-Tag-Ubergang registriert. Die meisten Experimente, bei denen externe Bedin-
gungen verandert wurden, fuhrten nicht zu einer verdnderten Lage des Maximums (Ausnahme:
differentielle Temperierung von Spross und Wurzel, Kap. 9.1.3). Es kam allenfalls zu einer Ver-
breiterung des Maximums (Verlangerung der Lichtdauer) oder zu einer gedampften Amplitude
des Wachstums-Tagesganges (Verringerung der Wasser- oder Nahrstoff-Verfligbarkeit). Aus der
Literatur wird ein entsprechendes Resultat fir die zeitliche Wuchsratenverteilung bei Aus-
trocknung von Festuca berichtet (Durand et al. 1995).

Die genaue Auspragung des Tagesganges ist allerdings sehr variabel: Die Uhrzeit, zu der der
Maximalwert der Verteilung festgestellt wurde, variierte um einige Stunden; auch die maximale
Amplitude der Verteilung kann aufgrund der am Lichtwechsel auftretenden kurzfristigen Wachs-
tumserscheinungen (Kap. 9.4) nicht exakt angegeben werden. Dennoch lassen die Messungen an
beiden Arten keinen Zweifel daran, dass unter den vorgegebenen Standardbedingungen der
Wachstums-Tagesgang in der beschriebenen Weise reproduzierbar auftritt. Er ist mit gewissen
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Mustern von Inhaltsstoff-Verteilungen korreliert (Kap. 10.1.3) und kénnte von verschiedenen
internen regulatorischen Mechanismen beeinflusst sein (Kap. 11); unter anderem wurde eine en-
ge Korrelation mit der Expression von Expansin-Genen festgestellt (Kap. 7.2.6).

In der Literatur wurden auch bel verschiedenen anderen Arten hoherer Pflanzen Blattwachstums-
tagesgénge festgestellt (Tab. 9.1). Uber das definitive Ausbleiben eines Wachstums-Tagesganges
wurde dagegen in keiner dem Autor bekannten Studie berichtet.

Es ist nicht auszuschliessen, dass verschiedene Arten ihren Wachstums-Hohepunkt zu verschie-
denen Tageszeiten haben. Ein Faktor, der beim Vergleich der Peaklage der Wachstums-Tages-
gange verschiedener Arten jedoch unbedingt beriicksichtigt werden muss, sind die Anzuchtbe-
dingungen der Pflanzen. Wie gezeigt wurde (Kap. 7.5), falt in Freilandanzuchten auch bel Rizi-
nus das Maximum des Tagesganges in die Mitte des Tages. Viele der in Tab. 9.1 erwéhnten Stu-
dien fanden im Freiland statt. Es ist anzunehmen, dass sich hier - insbesondere durch die ver-
anderten und wesentlich variableren Licht- und Temperaturbedingungen - gegentiber Labor-
bedingungen oft andere Wachstums-Tagesgéange ausbilden kdnnen.

Tab. 9.1 Tagesgang des Blattwachstums: Zeitliche Lage der Maxima bel ver schiedenen Arten

Gattung RGR — Peak Messmethode Autor
(Mono/Dikotyle) | Tag Nacht
X LVDT Watts (1974)
Zea
X Lineal Acevedo et d. (1979)
X LVDT Christ (1978)
Triticum .
X Lined Kemp und Blacklow (1980)
Sorghum X Lineal Acevedo et d. (1979)
Festuca X LVDT Durand et a. (1995)
Oryza X LVDT Seneweera et a. (1995)
Helianthus X Lineal Boyer (1968)
Glycine X Lineal Bunce (1977)
Phaseolus X LVDT Davies und VanVolkenburgh (1983)
Vitis X LVDT Shackel et al. (1987)
Salix X Lineal McDonald et al. (1992)
Betula X LVDT Taylor und Davies (1985)
Acer X LVDT Taylor und Davies (1985)
Ricinus X DISP Schmundt et al. (1998)
Nicotiana X DISP Walter und Schurr (2000)
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9.1.3 Kombinierte Untersuchungen von Tagesgangen an Blatt und Wurzel

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals kombinierte Untersuchungen von Tagesgangen an
Blatt und Wurzel durchgefihrt (Kap. 7.5). Die dabei fur Tabak gewonnenen Erkenntnisse lassen
den Schluss zu, dass die Ausprégung des Blattwachstums-Tagesganges durch die Temperierung
der Wurzel entscheidend beeinflusst wird. Dies konnte auf zeitlich variable Sink-Source-Verhdt-
nisse zwischen beiden Organen hinweisen (Kap. 11.3).

Bel konstanter Temperatur sowohl am Spross als auch an der Wurzel wird weder an der
Wurzel von Tabak (Kap. 7.5) noch von Mais (6.1.1) ein Wachstums-Tagesgang festgestellt. Ta-
bakblatter zeigen dagegen einen Tagesgang der Wachstumsaktivitét mit einem Maximum am
Nacht-Tag-Ubergang.

Bel erhohter Temperatur wahrend des Tages am Spross und an der Wur zel (Tabak), die
sich in einem Topf mit geringer Warmekapazitét befindet, tritt das Blattwachstumsmaximum
weiterhin am Nacht-Tag-Ubergang auf (Kap. 7.5). Zwar konnte bei diesem Versuch das Wurzel-
wachstum nicht parallel registriert werden, aber aus Befunden sowohl an Mais (Kap. 6.4; auch
Pahlavanian und Silk 1988) als auch an Arabidopsis (pers. Mitteilung S. Wilms) kann gefolgert
werden, dass auch die Tabakwurzel auf eine Temperaturanderung mit einer gleichsinnigen An-
derung der absoluten Wuchsrate reagiert hat. Fur diesen Fall kdnnte sich also eine tageszeitliche
Variation der Wurzelwachstumsgeschwindigkeit mit einem Maximum zum Zeitpunkt der héch-
sten Temperatur (Tag-Nacht-Ubergang) ergeben haben.

Bel differentieller Temperierung von Spross und Wur zel konnte bel Tabak eine Verlagerung
des Blattwachstums-Aktivitatspeaks in die Mitte des Tages hinein erreicht werden, indem die
Wurzel auf konstanter Temperatur gehalten wurde und der Spross am Tag hoheren Temperatu-
ren ausgesetzt war alsin der Nacht (Kap. 7.5). Bei Rizinus konnte anhand des im Freiland unter-
suchten Tagesganges des Blattwachstums ebenfalls eine Verlagerung des Aktivitatspeaks zur
Mitte des Tages hin unter den genannten Temperaturbedingungen festgestellt werden. Auch in
der Literatur exisieren Berichte Uiber gesteigerte Wachstumsaktivitéten von Sprossorganen, die
unmittelbar auf die Behandlung der pflanzlichen Wurzel mit einem Ké&ltepuls folgen (z.B.
Lecharny et al. 1985).

Dieslegt den Schluss nahe, dass die Auspragung der Tagesrhythmik in Blatt und Wurzel einer
integrativen regulatorischen Funktion der Pflanze unterliegt (Kap. 11.3), die die Verteilung
von Wachstum zwischen Bléttern und Wurzeln auf das jewells vorherrschende Temperaturregi-
me anpasst: Bei konstanten Temperaturen an beiden Organen folgen beide Wachstumsverteilun-
gen den Grundmustern unter Standardbedingungen. Bei wechselnden Temperaturen an beiden
Organen ist die Wurzel in wesentlich stérkerem Ausmal? zu einer Anpassung ihrer Wachstums-
aktivitédt in der Lage als das Blatt. Dieses reagiert in seinem Wachstumsverhalten erst dann auf
ein Wechseltemperatur-Regime, wenn eine Wachstumsreaktion der Wurzel ausbleibt.

Hinsichtlich der diurnalen Wachstumsmuster an Blatt und Wurzel gilt zusammenfassend:

In Blattern tritt auch unter konstanten Aussenbedingungen ein Wachstums-Tagesgang auf;
in Wurzeln dagegen nicht. Zwischen beiden Ph&nomenen bestehen Wechselwirkungen.
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Welcher Art das Signal ist, mit dem die Pflanze die Aktivitét der beiden Wachstumszentren auf-
einander abstimmt, kann aufgrund der vorliegenden Daten nicht entschieden werden. Prinzipiell
sind hydraulische Signale (Y oshida und Eguchi 1991) wie der Turgor oder nicht-hydraulische
Signale wie Phytohormone (z.B. Tachibana 1988), pH-V erhédtnisse im Xylem (Gerendas und
Schurr 1999) sowie die Gehalte von Inhaltsstoffen wie Kohlenhydraten oder Nitrat (Scheible et
al. 1997a) speziell digenigen im Xylemsaft (Schurr und Gollan 1990) dazu in der Lage, eine
Rolle fur die Spross-Wurzel-Kommunikation zu spielen und auf die Auspragung des Spross-
Wurzel-Verhdtnisses Einfluss zu nehmen (Zhang und Forde 2000).

Hydraulischen Signalen wird dabei eine eher transiente Wirkung zugesprochen (Pardossi et al.
1994), was sich mit den Befunden des Turgorvariations-Experimentes der vorliegenden Arbeit
deckt (Kap. 7.4 und Kap. 9.4). Von entscheidender Bedeutung konnte auch das Sink-Source-
Geflige der Kohlenhydrate innerhalb der Pflanze sein (Kap. 10 und 11).

Der im Blatt auftretende Tagesrhythmus kann zwar durch die Interaktion mit den tbrigen Orga-
nen der Pflanze beeinflusst sein; er wird jedoch nicht dadurch verursacht. Untersuchungen an
Pflanzen, denen bis auf ein Blatt alle emergenten Blétter entfernt wurden (Kap. 10.5.1) sowie an
isolierten Blattscheiben (Kap. 10.5.2) zeigen, dass der Wachstums-Tagesgang auf lokal regu-
lierte Ursachen zuriickzuf Uihren sein muss.

Blattscheiben werden seit langem als System zur Untersuchung wachstumsregulierender Sub-
stanzen genutzt (z.B. Van Volkenburgh und Davies 1983; Nielsen und Ulskov 1992).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass in Blattscheiben derselbe Ta-
gesgang registriert wird, wie in kompletten Bl&ttern an intakten Pflanzen. Auch beim Wechsel in
Dauerlichtbedingungen bleibt dieser Tagesgang tber lange Zeit hinweg erhalten.

Die Fahigkeit, diesen Tagesgang auszubilden, ist demnach eine intrinsische Fahigkeit jedes
Flachenelementes innerhalb des Blattes. Anders formuliert: Die Ausbildung des Tagesganges
kann nicht durch Faktoren verursacht sein, die von aussen in das Blatt hineintransportiert werden
(z.B. Phytohormone). Da die Blattscheiben weiterhin Photosynthese betreiben - sie sind griin und
wachsen auch im Trockengewicht weiterhin zu - ist es moglich, dass der Tagesgang durch Koh-
lenhydrate beeinflusst wird, fir deren Konzentrationen auch unter Dauerlichtbedingungen trotz
konstanter Assimilation zum Teil noch Tagesgange gefunden werden (Kap. 7.2.8.2).

Daher kann Uber den Tagesgang des Blattwachstums folgende Aussage gemacht werden:

Die Fahigkeit zur Ausbildung eines Wachstums-Tagesganges hangt nicht vom Snk-Source-
Geflige der Pflanze ab, sondern ist eine intrinsische Eigenschaft des Blattgewebes.

Innerhalb des Blattgewebes konnten jedoch unterschiedliche Tagesgange des Wachstums von
Blattadern und Intercostalfeldern ausgepragt sein. Durch die Untersuchung der zeitlichen Ent-
wicklung des Mittelrippenanteils konnte gezeigt werden, dass die Blattadern von Rizinus ver-
mutlich einen schwécheren Tagesgang aufweisen als die Intercostalbereiche (Kap. 7.2.4.4).
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9.1.4 Endogene Rhythmik des Blattwachstums

Wiein der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, zeigt das Blattwachstum viele wesentliche Cha-
rakteristika eines circadianen Ablaufs (Kap. 1.3, Kap. 7.8.1): bei Uberfilhrung von Pflanzen in
Dauerlicht-Bedingungen lauft der Tagesrhythmus mit einer Periode von etwa 24 h weiter; nur
bei Kultivierung der Pflanzen in von der Keimung an konstanten Bedingungen tritt kein Tages-
gang auf. Bel 18 h Licht / 6 h Dunkelheit wirkt der Beginn der Nacht als Zeitgeber, der den
Rhythmus der Pflanze triggert.

Weitere Kriterien, die erfiillt sein missen, um das Vorhandensein eines Tagesganges auf einen
circadianen Rhythmus zurtickfihren zu kénnen (Kap. 1.3) konnten im Rahmen dieser Arbeit aus
Zeitgrinden nicht untersucht werden. Dennoch kann die Hypothese formuliert werden:

Der Tagesgang des Blattwachstums stellt einen
endogenen, circadianen Rhythmus dar.

Die diurnale Wachstumsaktivitét bestimmter Algen (Familie Laminariales; auch Gattung Por-
phyra) kann mit Sicherheit als endogener Rhythmus angesehen werden (L {ning 1994; Lining et
al. 1997). In hoheren Pflanzen sind circadiane Wachstumsprozesse fur Infloreszenzen und Inter-
nodien nachgewiesen (Jouve et a. 1998; Jouve et al. 1999; Neily et al. 1997, Ruiz Fernandez
und Wagner 1994). Ebenso gelten Circumnutationen von Keimlingen (Schuster und Engelmann
1997) als tagesrhythmische Wachstumsprozesse.

Wichtig fur das Zustandekommen der endogenen Rhythmik ist die Existenz einer inneren Uhr
der Pflanzen, Uber deren Natur seit Jahren bel verschiedenen Organismengruppen intensiv ge-
forscht wird (z. B. Kondo und Ishiura 1999). Das Ublicherweise als Zeitgeber dienende Lichtsi-
gnal wird von den Pflanzen dabei via Phytochrom perzipiert (Satter et al. 1977). Die weiteren
Mechanismen, die an der Kontrolle circadianer Rhythmen beteiligt sind, sind im Einzelfall vollig
unterschiedlich.

9.2 Raumliche Wachstumsmuster

9.2.1 Wurzel

In der Wurzel wird eine raumliche Verteilung des Wachstums entlang der Wurzelwachstums-
zone gefunden, die der in der Literatur zitierten sehr hnlich ist (z. B. Goodwin und Stepka 1944;
Pahlavanian und Silk 1988). Die Wuchsraten sind an der Wurzel spitze sehr niedrig, da sich dort
die Zone der Zellteilungen befindet (Esau 1965). Nach Durchlaufen dieser Zone werden die ge-
nerierten Zellen gestreckt, wobel das Maximum der Zellstreckung - die Zone des stérksten Wur-
zelwachstums - bei Mais (26 °C) etwa 4 mm hinter der Wurzelspitze liegt (vorbehaltlich des hier
erstmalig dargestellten Befundes von zwel getrennten Zonen maximaler Wachstumsaktivitét).
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Die réumliche Verteilung der Wuchsraten innerhalb der Wachstumszonen wird durch den exter-
nen pH-Wert nicht beeinflusst (Kap. 6.3.1). Dieses Resultat wird fur unterschiedliche pH-Werte
in der Literatur bestétigt (Peters und Felle 1999). Die Wachstumsverteilung entlang der Wurzel-
spitze ist eng mit dem an der Rhizodermis-Oberfl&che messbaren pH-Wert korreliert (Pilet et al.
1983; Felle 1998, Peters und Felle 1999), wobel die Zone starksten Wachstums mit der Zone der
starksten pH-Anderung gegeniiber den in der Rhizosphére vorkommenden pH-Werten (iberein-
stimmt.

Die Temperatur sowie die exter ne Nahr stoff-Verflgbarkeit wirkt sich dagegen auf die réaumli-
che Vertellung der Wachstumsaktivitét aus, indem die Amplitude der gesamten Verteilung gean-
dert wird (Kap. 6.4 und Kap. 6.2.1). Bei Erniedrigung der Temperatur sowie bei Erhthung der
externen Nahrstoff-Verfigbarkeit sinken die Wuchsraten generell an allen Positionen ab. Im Fall
der Temperatur wird dieses Ergebnis durch die Literatur bestétigt (Pahlavanian und Silk 1988);
die Verénderung bei Variation der externen Nahrstoff-Verfligbarkeit konnte in der vorliegenden
Arbeit erstmalig gezeigt werden.

Die Lange der Wachstumszone verandert sich in keinem der untersuchten Félle signifikant.
Diesist keine unabénderbare Eigenschaft der Wurzelwachstumszone. Bel Trockenstress bzw.
Veranderung des Boden-Wasserpotentials ergibt sich beispielsweise ein anderes Bild: Hier ver-
ringert sich die Lange der Wachstumszone deutlich (Spollen und Sharp 1991, Silk 1992). Dies
geht einher mit einer verringerten Empfanglichkeit oder Suszeptibilitét des proximalen Endes der
Wachstumszone fur Expansin (Wu et al. 1996; Wu und Cosgrove 2000). Die Expansinaktivitat
ist dabei in der gesamten Wachstumszone unter Wasserstress erhoht, was die Aufrechterhaltung
der Wuchsrate im apikalen Teil der Wachstumszone mit sich bringt.

Die Lange der Wachstumszone ist dartiber hinaus einer zeitlichen Entwicklung unterworfen:
Sie nimmt in den ersten Tagen der Entwicklung der Pflanzen zu (Beemster und Baskin 1998;
Walter et a. 2000) und erreicht dann einen konstanten Plateauwert.

Ein hochst interessantes Detail der Wachstumsverteilung konnte in der vorliegenden Arbeit auf-
grund der hohen raum-zeitlichen Auflésung der verwendeten DISP-Methodik erstmals festge-
stellt werden: In vielen DI SP-M essungen sind zwei voneinander getrennte Wachstumspeaks
zu finden, die erst bei Mittelung Gber gentigend lange Zeiten oder Uber eine gewisse Anzahl von
Individuen zu einem einzigen Peak verschmelzen. In keiner bisher publizierten Studie wurde auf
eine derartige Zweiteilung des Wachstumsmaximums hingewiesen (fiir einen Uberblick siehe
Morrisund Silk 1992).

Bel Anzucht von Wurzeln in Wasser ist der apikalere Peak der Wachstumsverteilung starker
ausgepragt; bei Anzucht in Nahrldsung ist der etwas proximaler liegende Peak deutlicher ausge-
pragt (Kap. 6.2.1 und Kap. 6.4). Esist denkbar, dass diese |eicht unterschiedliche Wachstums-
verteilung eine Struktur- oder Funktionsanderung der Pflanze widerspiegelt. Aufgrund von Be-
funden der Literatur konnte als Ursache des zweigipfligen Aktivitétsmaximums eine cytol ogi-
sche Eigenheit der Zelldifferenzierungsprozesse innerhalb der Wurzelwachstumszone in Frage
kommen, auf die nachfolgend kurz eingegangen wird. Eine mikroskopische Untersuchung des
zelluléren Aufbaus der Wurzel spitzen aus unterschiedlichen Anzuchten dieser Arbeit konnte lei-
der aus Zeitgriinden noch nicht durchgefihrt werden.
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M dgliche zelluldre Grundlage des zweigeteilten Aktivitdtsmaximums

Entlang der Wachstumszone der Wurzel differenzieren sich Gewebe an unterschiedlichen Posi-
tionen und in unterschiedlichen Tiefen des Organs. Die Differenzierung innerhalb der Wurzel
schreitet von aussen nach innen fort (Strasburger 1998). Das Protophloem wird dabei etwas frii-
her (unmittelbar hinter dem Ende der Zellteilungszone, Esau 1965) angelegt al's das Protoxylem.
Dies wurde fur Phleum (Goodwin und Stepka 1944) mit Hilfe anatomischer Untersuchungen ge-
zeigt: hier setzt die Phloembildung auf halber Strecke zwischen der Wurzel spitze und dem Zen-
trum der Wachstumsaktivitét ein; die Xylembildung bei 75 % dieser Streckenlange. Im Zentrum
der Wachstumsaktivitét sind beide Gewebetypen klar erkennbar. Die Phloementladung geschieht
in der Wurzelspitze direkt in die Zellen der Elongationszone hinein (Farrar et a. 1995). Nimmt
man an, dass das Protophloem nicht nur friher angelegt wird, sondern auch seine Funktion néher
an der Wurzelspitze aufnimmt als das Protoxylem, dann wére es aus der Struktur und Funktion
des beteiligten Gewebeverbandes begrindbar, die beiden getrennt voneinander detektierbaren
Wachstumspeaks den maximalen Streckungszonen von Protophloem und Protoxylem zuzuord-
nen. Eine Auswirkung des Zelldifferenzierungsprozesses auf die makroskopisch erfassbare
Wachstumsverteilung muss dabei nicht unbedingt direkt durch die Streckung der fraglichen Zel-
len vermittelt werden. Sie kdnnte auch aus damit verbundenen physiologischen Differenzie-
rungsprozessen der Zellen des umliegenden Gewebes resultieren. Hierfir kommen unter ande-
rem Prozesse der Néhrstoff-Versorgung oder der Assimilat-Anlieferung in Frage. In Untersu-
chungen einer anderen Arbeitsgruppe wurde beispiel sweise eine analoge Zweiteilung des Aktivi-
tatsmaximums bestimmiter Invertasen beobachtet (pers. Mitteilung K. Koch, Gainesville, USA).

Folgt man dieser Argumentation, wirde das bedeuten, dass bei Anzucht in Wasser der mit der
Ausdifferenzierung des Protophloems assoziierte (apikale) Wachstumspeak eine stérkere Akti-
vitét aufweist als bei Anzucht in Nahrldsung. Dort ist der Wachstumspeak des Protoxylems stér-
ker. Von der physiologischen Beanspruchung her wére es logisch, dass bei Anzucht in Wasser
zur Versorgung der Wurzel spitze mit Nahrstoffen das Protophloem stérker und schneller ausdif-
ferenziert wird, als bei Anzucht in Nahrlésung, wo die wachsende Wurzel spitze bereits einen
grof3en Tell ihres Nahrstoffbedarfs Gber die Rhizodermis aufnehmen kann und das Phloem vor-
wiegend dem Eintransport von Kohlenhydraten dient (siehe hierzu auch Kap. 10).

Die Befunde der vorliegenden Arbeit sowie ihre anhand der Literatur durchgefiihrte
Interpretation kann in folgender Hypothese zusammengefasst werden:

Die zwei getrennt voneinander messbaren Wachstumspeaks befinden sich in den Zonen der ma-

ximalen Streckung von Protophloem und Protoxylem. Die Differenzerung des Protophloems ge-

schieht bei Nahr stoff-Ver sorgung des Wur zel -Apikal meristems aus dem Samen heraus schneller
als bei direkter Aufnahme von Nahrstoffen aus der externen Nahrldsung.

Maximale Wuchsraten einzelner Zellen

In der vorliegenden Arbeit konnten fir Wurzeln Spitzenwerte der Element-Wuchsrate (Stunden-
mittel) von Uber 60 %/h detektiert werden. Bei Mittelung Uber 18ngere Zeitrdume und mehrere
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Individuen wurden Spitzenwerte von etwa 45 %/h (Wasser) bzw. 35 %/h (Nahrlésung) bei 26 °C
vier bisfunf Millimeter hinter der Wurzel spitze gemessen (Kap. 6.2.1). Bei einer maximalen
Zelllange von rund 90 pm in der Zone hochster Wachstumsaktivitét (Silk et al. 1989) bedeutet
dies, dassindividuelle Zellen um mehr as 50 pm/h in die Lange wachsen kénnen. Dieser Wert
ist mit den Spitzengeschwindigkeiten in den Elongationszonen von Wurzeln anderer Arten sowie
von sich verlangernden Wurzelhaaren durchaus vergleichbar (Tab. 9.2). Dies zeigt, dass die
Zellen der Wurzel eine gewisse maximale Ausdehnungskapazitét besitzen, die sich von Art zu
Art nicht sehr stark unterscheidet. Die maximalen Werte von V gitze SOWie die Langen der
Wachstumszonen unterscheiden sich jedoch wesentlich stérker, was aus der unterschiedlichen
Anzahl von Zellen resultiert, die die Wachstumszonen bei verschiedenen Arten aufbauen.

Tab. 9.2 Wuchsraten von Wachstumszonen und einzelnen Zellen

Léange der Wachstumszone (W.zone): Beim Blatt entspricht dies der Gesamtlange. V siwe: absolute Langen-Wuchs-
rate der Organe; beim Blatt aus L ange der W.zone und mittlerer, relativer Langen-Wuchsrate von 20 %/d errechnet.
Maximale (Max.) REGR: Bei der Wurzel max. relative Langen-Element-Wuchsrate; beim Blatt max. relative Fl&-
chen-Element-Wuchsrate (entspricht 2* relativer Langen-Element-Wuchsrate). Max. Zelllange: Beim Blatt mittlere
Zdllange der Epidermiszelle. Vzqe: Bl Wurzel und Blatt max. absolute L&ngen-Element-Wuchsrate.

Organ Lange d. Vspitze Max. Max. Zell- Vzelle Autor
und W.zone [mm/h] REGR lange [um/h]
Gattung [mm] [%/h] [um]
Wurzel
Zea 10 2,6 45 9 40 Varliegende
Studie
Phleum 15 0,2 40 100 40 Brumfield (1942)
Arabidopsis 2 04 35 75 25 Beemster und
Baskin (1998)
Wurzelhaar
. . Bibikovaet al.
Arabidopsis 60 (1997)
. . Jones et al.
Limnobium 30 (1995)
. Herrmann und
Snapis 100 Felle (1995)
Blatt
. Basis; 4 Basis. 5
Rizinus 60 0,5 Spitze: 1 | Spitze: 20 0,1 Roggatz (1999)
Basis 4 Basis: 10
Tabak 100 0,8 Spitze: 1 | Spitze: 40 0,2 Walter (1997)
Pollenschlauch Messerli und
Lilium 600 Robinson (1997)
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9.2.2 Blatt

In den Blé&ttern der beiden untersuchten Arten wurden in den untersuchten Entwicklungsstadien
stets ausgepragte Basis-Spitze-Gradienten der Wachstumsaktivitét festgestellt (Kap. 7.2.4.2).
Dieser Befund stimmt mit den Resultaten der Literatur Gberein (Avery 1933, Poethig und Sussex
1985a, Walter und Schurr 1999). Dieses rdumliche Muster resultiert aus der zeitlichen Abfolge
der Gewebeanlage des Blattes im Apikalmeristem (Avery 1933, Foster 1936, Poethig und Sussex
1985b, Heckenberger et al. 1998). Apikale Bereiche des Blattes werden zuerst angelegt und aus-
differenziert; basale Bereiche sind demgegeniber in ihrer Entwicklung verzogert. Bei Tabak-
bl&ttern des untersuchten Entwicklungsstadiums besteht eine zeitliche Entwicklungsdifferenz
zwischen Basis und Spitze von etwa vier Tagen (Walter und Schurr 1999).

Erstmals wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass Basis-Spitze-Gradienten wahrend des
gesamten Tages vorhanden sind. Zu Zeiten schwach ausgepragter Wachstumsaktivitéat schwacht
sich dieser Gradient jedoch erheblich ab.

In isolierten Blattscheiben bleibt der raumliche Gradient der Wuchsratenverteilung, der zum
Zeitpunkt des Ausstechens auf dem Blatt geherrscht hat, auch nach dem Ausstechen der Schei-
ben erhalten. Dieser Befund stimmt mit Daten der Literatur Gberein (Ulskov et al. 1992; Nielsen
und Veierskov 1990). Der Blattbasis entnommene Blattscheiben werden deutlich grofier als
Scheiben der Blattspitze; intermediér gelegene Scheiben erreichen intermediare Grof3en. Dies
deutet darauf hin, dass nicht nur die Regulation des Wachstums-Tagesganges ein lokaler Prozess
ist. Auch die langerfristige zeitliche Entwicklung der Zellstreckungsprozesse (siehe Kap. 1.2),
die zum Erreichen der finalen Grofe von Gewebestiicken des Blattes fuhrt, scheint im Wesentli-
chen lokal reguliert zu werden und nicht auf den Import von Substanzen aus anderen Bereichen
der Pflanze angewiesen zu sein.

Kleinrdumige Variationen der Element-Wuchsraten

Bel DISP-Messungen ist auf einer kleinrdumigen Skala eine sehr fleckenhafte Verteilung des
Wachstums zu erkennen (Kap. 7.2.4.3). Uber die Natur dieser kleinraumigen Variationen kann
derzeit lediglich spekuliert werden; aus der Literatur liegt mangels geeigneter Techniken weder
ein Hinweis auf die Existenz noch auf die putative Funktion derartiger Wachstumsmuster vor.

Falls diese Fluktuationen nicht durch lokale, transiente Blattaufwol bungen entstehen und real
sind, kdnnten sie eine Rolle beim biomechanischen Abgleich von Wachstumsaktivitdten ver-
schiedener Blattbereiche spielen (siehe hierzu auch Kap. 9.3.2). Ein denkbarer Erkl&rungsansatz
fir das Auftreten dieser Fluktuationen konnte auch das fleckenhafte Offnen und Schliessen von
Stomatafeldern sein (Cardon et al. 1994), das via Turgoranderung zu kurzfristigen Wachstums-
effekten der beobachteten Art fihren kann (Kap. 9.4).
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Maximale Wuchsraten einzelner Zellen sowie absolute L angen-Wuchsrate des gesamten
Blattesim Vergleich zur Wur zel

Bel den Bléttern der untersuchten Entwicklungsstadien treten bei beiden Arten an der Basis ma-
ximale relative Flachen-Element-Wuchsraten von 4 %/h auf (entspricht Léngen-Wuchsraten von
2 %/h); an der Spitze betragen die maximalen Wuchsraten 1 %/h; aso etwa einen Faktor vier
weniger (Kap. 7.2.4.1). Die Zellgrofen der Blattbereiche unterscheiden sich auch um etwa einen
Faktor vier; allerdings in umgekehrter Relation: Die Zellen der stéarker zuwachsenden Blattbasis
sind kleiner als digjenigen der Blattspitze (Tab. 9.2). Daraus folgt, dass die absolute Wuchsrate
der Zellen an Basis und Spitze in etwa vergleichbar ist. Sie liegt bei Rizinus um 0,1 um/h; bel
Tabak aufgrund der grofReren Zellen um 0,2 pm/h. Diese Werte sind etwa um einen Faktor 200
niedriger als die maximalen Elongationsraten von Zellen der Wurzelwachstumszone sowie von
Wurzelhaaren. Sie sind um etwa einen Faktor 4000 niedriger a's die Spitzenwerte, die im Pflan-
zenreich (bel Pollenschldauchen von Lilium, siehe Tab. 9.2) erreicht werden.

Die absoluten Langen-Wuchsraten der gesamten Organe (Tab. 9.2) sind recht gut mit denjeni-
gen der Wurzel vergleichbar: Die im Durchschnitt 10 cm langen Tabakbl&tter wachsen mit einer
mittleren Wuchsrate von 40 %/d heran; das heisst, sie verlangern sich mit 20 %/d. Das entspricht
einer absoluten Wuchsrate (V siitze) VOn 0,8 mm/h. Dieser Wert liegt ebenso wie der von Rizinus-
blattern erreichte (0,5 mm/h) im Rahmen der von Wurzeln verschiedener Arten erreichten Werte.

9.3 Nutationen und Krimmungsbewegungen

Rhythmische Bewegungen der wachsenden pflanzlichen Organe wurden mit Hilfe der DISP-
Methode (Transversal-Oszillationen der Wurzeln) sowie mit Hilfe klassischer Techniken (Nyc-
tinastien und Krimmungsbewegungen der Bléatter) analysiert. Auch diese Erscheinungen stellen
Wachstumsmuster dar, bzw. werden durch Wachstumsmuster hervorgerufen.

9.3.1 Transversal-Oszillationen der wachsenden Wurzelspitze

Sowohl bei Anzucht in Wasser als auch in Néhrlésung treten oszillatorische Bewegungen der
zum Wachstum in eine Ebene gezwungenen Wurzel auf. In Wasser wurden Periodenl&ngen von
etwa einer Stunde festgestellt (Kap. 6.1.3); in Nahrl6sung konnten Schwingungen mit Perioden-
langen von etwa 10 min festgestellt werden, die zum Teil von Oszillationen einer Periodenlange
von einer Stunde Uberlagert waren (Kap. 6.2.1).

Fur diese Oszillationen ergeben sich aus der vertffentlichten Literatur zwei Erkl&rungsansétze,
die nachfolgend diskutiert werden (nach Johnsson und Heathcote 1973):

Das Geotrope Feedback-Modell. Eine aus der Vertikalen ausgelenkte Wurzel schwingt unter
Einwirkung der Schwerkraft Uber die Senkrechte hinaus. Die Transversal-Oszillationen wé
ren also eine gravitropische Antwort auf die Orientierung der Wurzel im Rhizotron

Das Interne-Oszillator-Modell. Endogene cir cumnutator ische Bewegungen verursachen die
Transversal-Oszillationen.
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Das geotrope Feedback-M odell

In der vorliegenden Arbeit tritt bel den untersuchten Wurzelwachstumszonen eine maximale
transversale Auslenkung von 2 mm auf (Kap. 6.1.3). Die Grundplatte des Rhizotrons weist einen
Inklinationswinkel von 68 ° auf, die Wurzeln sind also um 22 ° aus der Vertikalen ausgel enkt.

Bel einer vergleichbaren Auslenkung aus der Vertikalen wird in der Literatur Uber eine gravi-
tropische Reaktion von gleicher Intensitét bei Mais berichtet, deren Zustandekommen durch das
geotrope Feedback Modell erklart wird (Barlow et al. 1993). Da die Wurzeln im verwendeten
Rhizotron-Aufbau nie zurlick in die Senkrechte gelangen konnen, ist eine andauernde gravitro-
pische Reaktion denkbar, die sich aufgrund der Geometrie des Aufbaus in Oszillationen senk-
recht zur Wachstumsrichtung, aber in der Ebene des Rhizotrons auf3ern wirde. Dies spricht fur
eine Erklarung der Transversal-Oszillationen durch das geotrope Feedback Modell.

Esist allerdings fraglich, ob eine andauernde gravitropische Reaktion zustande kommen kann,
wenn ein , Uberschwingen® der senkrechten Soll-Lage der Wurzeln durch die Geometrie des
Aufbaus nicht moglich ist.

Das Zustandekommen von dauerhaften oszillatorischen Bewegungen in einer Ebene, die sogar
zu einer persistierenden Wellenform von ausgewachsenen Teilen der Wurzel fihren, wird aus
Studien an Arabidopsis berichtet (Okada und Shimura 1990, Simmons et a. 1995, Mullen et al.
1998). Diese Erscheinung ist eine Folge der Uberlagerung gravitropischer, circumnutatorischer
und thigmomorphogenetischer (siehe Kap. 11.1) Effekte und hangt von der Auspragung des In-
klinationswinkels ab, in den die Wurzeln wahrend ihres Wachstums (Anzucht auf Agarplatten)
gezwungen werden.

Ein weiteres Argument fr die Erklarung der Transversal-Oszillationen durch Gravitropismen
héngt mit der Veranderung der Oszillationsfrequenzen durch die externen Nahrstoff-Verflgbar-
keiten zusammen. Es ist bekannt, dass die biophysikalische Regulation von Tropismen durch dif-
ferentielles Wachstum unterschiedlicher Regionen der Wachstumszone geschieht (z.B. Buff et
al. 1987). Die verstarkte Expression von Genen fur lonentransporter spielt dabei eine wichtige
Rolle fur die Verstarkung von lateralen Wachstumseffekten. Diesist in der Literatur kirzlich
speziell fur die Rolle von Kaliumkandlen bei der Regulation von Gravitropismen gezeigt worden
(Phillipar et al. 1999). Eine Veranderung der Frequenz der Bewegung durch die externe Nahr-
stoffionen-V erfligbarkeit erscheint aso durchaus plausibel.

Das Interne Oszillator-M odéell

Circumnutationen existieren auch bei Wurzeln (z.B. Head 1965, Ney und Pilet 1981, Antonsen
et a. 1995). Sie werden von gravitropischen Reaktionen zwar beeinflusst, kommen aber unab-
héngig davon zustande, wie Studien in Schwerelosigkeit zeigten (Hasenstein 1991, Antonsen et
al. 1995). Circumnutationen kdnnen von Gravitropismen experimentell gut unterschieden wer-
den, indem die Calyptra entfernt wird (Pilet 1971). Sie enthalt die Gravitations-Sensoren der
Wurzel (Statolithen); nach ihrer Entfernung treten keine gravitropischen Reaktionen mehr ein.

Gerade fur Maiswurzeln sind Circumnutationen gut untersucht (z.B. Shabala und Newman
1997a). Es konnte hier das Auftreten von Oszillationen zweier verschiedener, sich Uberlagernder
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Freguenzen gezeigt werden (7 und 90 min), deren Periodenléngen mit den in der vorliegenden
Arbeit fUr Transversal-Oszillationen festgestellten (12 und 55 min) in etwa Ubereinstimmt. Die
festgestellten Frequenzen sprechen also durchaus fur eine Erklérung durch das interne Oszillator-
Modell.

In zeitlicher Korrelation zu den in der Literatur festgestellten Circumnutationsfrequenzen fur
Maiswurzeln konnten Frequenzen des Austauschs von Protonen und Calcium-lonen mit der um-
gebenden Nahrlésung an Hand von Mikroel ektroden-Fluss-Messungen detektiert werden (Sha-
bala und Newman 19974). Diese Messungen fuhrten zu einem Modell, das die Wurzel-Circum-
nutationen durch die Ausbreitung von Wachstumswellen um den Querschnitt der Wurzel herum
beschreibt (Shabala und Newman 1997b). Die Wachstumswellen werden in diesem Modell von
lonenfllissen aus der externen Nahrldsung heraus begleitet. Ob die lonenfliisse die Ursache oder
eine Folge der Bewegungserscheinungen sind, wird im beschriebenen Modell nicht diskutiert. Es
ist denkbar, dass eine oszillierende Wachstumsaktivitét an einer Flanke der Wurzel durch die
damit verbundene oszillierende Intensitdt der Dehnung von Membranen auf die Aktivitét von lo-
nenkand en einwirkt (Cosgrove und Hedrich 1991) und so pulsierende lonenfllisse generiert. Ge-
nauso ist es jedoch denkbar, dass die zeitliche Synchronisation von lonenkanal aktivitéten diese
Wachstumserscheinungen erst hervorruft.

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde wahrend der Anzuchten in Wasser die nat(rli-
cherwei se gegebene Mdglichkeit des lonenflusses aus der Nahrlésung in die Wurzelwachs-
tumszone hinein unterbunden. Da unter diesen Bedingungen das Auftreten der Oszillation mit
der kirrzeren Periodenlange unterdriickt wurde und da die Korrelation zwischen lonenfltissen und
Circumnutationsfrequenzen in der Literatur dokumentiert ist, spricht auch dieser experimentelle
Befund fir eine Erklarung der beobachteten Transversal-Oszillationen durch das interne-
Oszillator-Modell.

Zusammenhang von Transver sal-Oszillationen und externer Nahr stoff-Verfugbarkeit

Unabhangig davon, ob die beobachteten Transversal-Oszillationen nun a's Gravitropismen oder
Circumnutationen oder als Uberlagerung beider Bewegungsarten zu deuten sind, propagieren die
neueren Untersuchungen hinsichtlich beider Modelle eine Reaktion der Frequenz auf die Verén-
derung der lonenaustausch-Verhaltnisse mit der Umgebung. Der in der vorliegenden Arbeit
erstmals ermittelte Befund, dass die Frequenz der Transversal-Oszillationen von der externen
Nahrstoff-Verflugbarkeit abhéngt, legt daher folgenden Schluss nahe:

Die Fregquenz der Transversal-Oszllationen kdnnte ein optisch
detektierbares Merkmal darstellen, das mit der Aufnahmekinetik
von lonen in die Wur zelwachstumszone hinein verbunden ist.

Falls sich diese Hypothese bestétigen wirde, wére die DISP-Vermessung der Wachstumsdyna-
mik von Wurzeln auch bel der Analyse von lonenaustauschprozessen und Nahrstoffaufnahme-
Kinetiken ein wertvolles diagnostisches Hilfsmittel.
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Die Korrelation von | onenfliissen an der Oberflache der Wurzel spitze und Wachstumser -
scheinungen wird auch durch zwei andere Befunde der Literatur unterstrichen:

Bel wachsenden Wurzeln treten um die Spitze herum starke Oszillationen der elektrischen Po-
tentialdifferenz auf, deren Amplitude mit der Wachstumsaktivitat des untersuchten Organs
korreliert (Buff et al. 1992). In verschiedenen Arten (Lepidium; Phaseolus) wurden dabei Oszil-
lations-Periodenldngen von etwa 10 min gemessen (Souda et al. 1990).

Der Elektrotropismus von Wurzeln (Brauner und Biinning 1930) steht ebenfalls mit lonen-
flissen Uber die Oberflache der Wachstumszone hinweg in Verbindung: Wurzeln wachsen tbli-
cherweise auf negativ geladene Fléachen zu (Koleoptilen auf positive). Die Richtung des
Wachstums hangt also stets vom umgebenden elektrischen Feld ab. Dieses wird wiederum von
der wachsenden Wurzel selbst beeinflusst, da die Wurzelwachstumszone aufgrund der an ihren
Oberflachen stattfindenden lonenfllisse el ektrische Dipol-Eigenschaften hat (Weisensee! et .
1979, Toko et al. 1987).

Eventuell héangen die in der vorliegenden Arbeit festgestellten, rédumlich separierten Maxima der
Depositionsratenverteilung von Anionen und Kationen (Kap. 6.2.2) mit dem Dipolcharakter der
Wurzel zusammen. Wie jedoch bereits erwadhnt wurde, kann anhand der ermittelten Daten auf-
grund der Vernachl&ssigung zu vieler anderer Inhaltsstoffe (z.B. Proteine) nichts tber die Elek-
troneutralitét von Flissen in der Wurzel spitze ausgesagt werden.

9.3.2 Nyctinastien der Blatter

Auch in den untersuchten Bl&ttern treten Wachstumsmuster auf, die mit einer Krimmung des
Organs verbunden sind. Die prominentesten und im Kontext der vorliegenden Arbeit bedeutend-
sten sind die Nyctinastien. Auch sie scheinen, wie der Tagesgang des Blattwachstums, einer en-
dogenen, circadianen Rhythmik zu unterliegen (Kap. 7.8.1). Das Unterdriicken nyctinastischer
Bewegungen hat bel Rizinus eine Wachstumsreduktion wahrend der Nacht zur Folge (Kap.
7.3.1). Durch das Anlegen adaquater Zugkréafte kann diese Reduktion wieder ausgeglichen wer-
den. Dieser Befund ist von entscheidender Bedeutung fir die Aussagekraft der DISP-Analysen,
da einerseits fur das Funktionieren der Methode Bewegungen der zu untersuchenden Blétter ver-
hindert werden missen, andererseits aber moglichst natirliche Wachstumsmuster beobachtet
werden sollen.

Die meisten in der Literatur beschriebenen nyctinastischen Blattbewegungen (siehe hierzu Satter
und Galston 1981) stellen turgorgesteuerte, circadiane Bewegungen eines Flexor-Extensor-
Systems dar, wie etwa die Auf- und Abklapp-Bewegungen der Blétter von Phaseolus (z.B. Bln-
ning und Moser 1966). Diese Bewegungen sind jedoch nicht mit einem Organwachstum verbun-
den. Die Lageveranderung des Organs resultiert aus einer Drehung um einen Punkt; die dreidi-
mensionale Form der Blattoberflache &ndert sich nicht.

Diein der vorliegenden Arbeit untersuchten Nyctinastien von Tabak und Rizinus erfassen im
Gegensatz dazu das gesamte zuwachsende Organ (Kap. 7.2.2); wahrend der Bewegung andert
sich die Wdlbung der gesamten Blattflache. Da die Unterbindung der Nyctinastien vor alem das
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Wachstum der Blattader beeinflusst (Rizinus: Kap. 7.3.1; Tabak: Kap.7.10), ist zu vermuten,
dass fur das Zustandekommen dieses Phanomens die Wachstumseigenschaften der Ader sowie
ihr histologischer Aufbau (Gewebespannungen; Kap. 11.1) von entscheidender Bedeutung sind.

Aus der Literatur ergibt sich, dass die Synchronisation von Wachstum entlang der ver schie-
denen Seiten fur das koordinierte Wachstum eines zylindrischen Organs wie etwa der Blattader
von grosser Bedeutung ist:

Bel Einzelzellen von Bohnen und Hafer wurde gezeigt, dass zelluldre Wachstumsprozesse nicht
gleichmél3ig ablaufen, sondern durch eine regel méaidige Abfolge von Ausdehnungs-und Ruhezu-
sténden zustande kommen (Lockhart 1967, Cleland 1968). Diese Abfolge fuhrt zu einer aus vie-
len Stufen bestehenden Zeitreihe des Wachstums von Einzelzellen. In komplexen Gewebever-
banden oder Organen besteht die Notwendigkeit, dieses sprunghafte Verhalten des Wachstums
der Einzelzellen zu synchronisieren, um das Wachstumspotential des gesamten Organs maoglichst
effektiv auszuschopfen (Johnsson und Heathcote 1973). Fiir wachsende zylindrische Organe wie
Sprossachse, Hypokotyl und Wurzel wird angenommen, dass die effizienteste Form der Syn-
chronisation die Ausbildung eines Wachstumsmustersiist, das zu Circumnutationen des betrach-
teten Organs fuhrt: Ein Wachstumspuls kontinuierlicher Aktivitdt uml&uft den Umfang des zy-
lindrischen Organs. Dabei erfahren Zellen an gegentiber liegenden Seiten Wachstumspulse mit
genau gegeneinander versetzter Phasenlage.

Falls dieses Modell auch auf das nyctinastische Wachstum von Blattadern anwendbar ist, wirde
das bedeuten, dass eine Fixierung in die Horizontale den Synchronisationsmechanismus um so
starker storen wirde, je stérker sich die Ader krimmt. Dies deckt sich mit dem experimentell
ermittelten Befund: Eine nyctinastische Krimmung der Blétter erfolgt etwa vom Tag-Nacht-
Ubergang bis zum Nacht-Tag-Ubergang; die Wachstumsreduktion beginnt am Anfang der
Nacht, erreicht ihr Maximum in der Mitte der Nacht und ist am Ende der Nacht wieder geringer
ausgepragt. Wahrend des Tages ist keine Krimmungsbewegung und keine Wachstumsreduktion
feststellbar.

Auch die Aufhebung dieses Effekts durch das Anlegen einer externen Zugkraft konnte mit
Hilfe dieser Argumentation erklart werden: Sofern ein gewisser Schwellwert Uberschritten wird,
konnte es durch die externe Zugkraft zu einer gleichphasigen Synchronisation der Zellen ge-
geniberliegender Flanken kommen.

Die obige Argumentation kann in folgender Hypothese zusammengefasst werden:

Die normal erweise wahrend nyctinastischer Bewegungen auftretenden,
phasenver schobenen Krafte an gegeniiberliegenden Organflanken dienen der
Synchronisation des Wachstums. Die Synchronisation kann jedoch auch durch

eine geniigend grof3e, linear einwirkende externe Zugkraft erfolgen.

Ein analoger biomechanischer Synchronisationsmechanismus konnte fir die heterogene klein-
raumige Verteilung von Wuchsraten in den I nter costalfeldern (Kap. 7.2.4.3) verantwortlich
sain.
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9.3.3 Weitere rhythmische Krimmungsbewegungen der Blatter

Neben den Nyctinastien wurden im Verlauf der vorliegenden Arbeit noch zwei weitere Wachs-
tumsmuster beobachtet, die mit diesen in Zusammenhang stehen konnten:

Der Inklinationswinkel, unter dem die Blétter an der Sprossachse stehen, verdndern sich auf ei-
ner Zeitskala von mehreren Tagen (Kap. 7.2.2). Das Blatt wird dabei allméahlich von einer verti-
kalen in eine horizontale Stellung gekippt. Diese Art von Bewegung wird Epinastie genannt und
ist eine Konsequenz der stimulierten, Ethylen-induzierten Wachstumsaktivitét auf der Blatt-
oberseite (Else und Jackson 1998). Esist nicht bekannt, ob der zu Epinastien flihrende Wachs-
tumsmechanismus sich auf die Regulation von Nyctinastien auswirkt; die Amplitude der Nycti-
nastien nimmt jedoch ab, je starker die mittlere Blattinklination sich der Horizontalen nahert.

Blattbewegungen mit einer Periodenlange von etwa 2 h konnten unter Dauerlichtbedingungen
bei Rizinus detektiert werden (Kap. 7.8.1). Bei Wechsellichtbedingungen waren diese Bewe-
gungen in der Nacht als Uberlagerungen der wesentlich intensiveren Nyctinastien zu erkennen;
wahrend der Lichtphase konnte lediglich eine kleine, unregelméidige Orientierungsanderung der
Blétter registriert werden.

Bel diesen Bewegungen handelt es sich um sogenannte ,Heliotropismen‘ (Darwin 1880, Herbert
1992), die unter natirlichen Verhatnissen fir eine circumnutatorische Bewegung der Blatter um
die sich standig verandernde Richtung des Lichteinfalls fihren. Die auftretende Periodenlange
liegt im gleichen Bereich wie Periodenlangen anderer Pflanzen (z.B. Stellaria media 90 min,
Jiang und Staude 1989).

Diese Periodenléngen stimmen dariiber hinaus in etwa mit Cir cumnutations-Periodenlangen
von Keimlingshypokotylen Gberein (z.B. Erbse: 80 min; Galston et a. 1964; Phaseolus: 100 min;
Heathcote 1966). Auch die Periodenlangen von Circumnutationsbewegungen rankender Pflanzen
(Sycos 50 min; Gradmann 1922, Caré et al. 1998) sowie von Wurzeln (Mais: 50 min; Kap. 9.3.1;
90 min; Shabala und Newman 1997a) weisen vergleichbare Werte auf. Fir viele derartige Nuta-
tionsbewegungen konnte in der Literatur zudem noch eine Uberlagerung durch Nutationsbewe-
gungen kleinerer Periodenlange; sogenannter , Mikronutationen‘ gezeigt werden (Heathcote
1966, Kristie und Joliffe 1986).

Alle genannten Nutationspr ozesse verlaufen endogen rhythmisch; die Aushildung von Cir-
cumnutationen des Hypocotyls gehért sogar zu den ersten endogen-rhythmischen Erschein-
ungen, die in der Ontogenese einer Pflanze etabliert werden (Dowson-Day und Millar 1999).

In der Literatur wird aufgrund der Einheitlichkeit der zeitlichen Dynamik dieser Bewegungs-
prozesse bei verschiedenen Organen in verschiedenen Pflanzen dartiber spekuliert, dass die Pe-
riodenlange der Prozesse die Zeiteinheit der inneren Uhr der Pflanzen widerspiegelt (Kouk-
kari et a. 1997). Sollte dies zutreffen, konnte die DISP-Methodik, bzw. eine automatisierte
Bildanalyse der dreidimensionalen Blattbewegungen (z.B. mit Hilfe des Streifenlichtprojektor-
Aufbaus) ein wichtiges Hilfsmittel der Chronobiologie werden.
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9.4 Reaktionen auf dynamische Anderungen externer Bedingungen

9.4.1 Wurzel

Anderungen verschiedenster Umweltparameter konnen auf einer sehr kleinen Zeitskala Ver-
anderungen des Wurzelwachstums induzieren (z.B. Frensch und Hsiao 1994; Peters und Felle
1999). Sehr wenig ist alerdings bisher Gber die zeitliche Dynamik sowie die Regulation dieser
Veranderungen bekannt. In der vorliegenden Arbeit konnten bei Anderungen von externen Pa-
rametern dynamische Wachstumsreaktionen quantitativ erfasst werden. So reagierte die Wurzel
binnen weniger Minuten in der oben fir statische Verhdltnisse bereits beschriebenen Weise
(Kap. 9.2.1) mit einer Anderung ihrer Wachstumsintensitét auf Anderungen sowohl der Tempe-
ratur (Kap. 6.4) als auch der Nahrstoff-Verfugbarkeit (Kap. 6.2.1).

Das Zustandekommen dieser dynamischen Anderungen kann durch verschiedene Mechanismen
reguliert werden:

Bei Erhohung der Wur zeltemper atur findet eine Steigerung von V spirze Statt. Wie in der Litera-
tur klar gezeigt wird, sinkt dabei der Turgor in der Wachstumszone ab (Pritchard 1990). Dieses
Resultat ist verwirrend, da aufgrund des Lockhart-Modells (Kap. 1.3) eine Turgorsenkung mit
einer Verringerung der Wachstumsaktivitdt verbunden sein sollte. Denkbare Regul ationsmecha-
nismen, die dennoch zu einer Steigerung der Wachstumsaktivitét fuhren konnten, sind beispiels-
weise eine zunehmende Erweichung der Zellwand sowie eine Absenkung der Wirkungsschwelle
der Zelldehnung (Yield threshold). Ein weiterer denkbarer Regul ationsmechanismus, der auf
biochemischer Ebene lokalisiert ist, folgt aus der Argumentation von Kap. 9.2.1 tiber die Korre-
lation zwischen dem apikalen Wachstumspeak und der Funktion des Protophloems. Die im An-
schluss an die Temperaturerhohung festgestellte exorbitante Steigerung der Wachstumsaktivitét
im apikalen Peak kénnte man dahingehend interpretieren, dass eine verstarkte Phloementladung
(Uber ein biochemisch vermitteltes Signal) wesentlich zur Steigerung der Wachstumsintensitét in
dieser Situation beitragt. Aufgrund fehlender Messungen sowie Berichten der Literatur miissen
diese Uberlegungen jedoch rein spekulativ bleiben.

Bei erhohter externer Nahr stoff-Verfugbarkeit kommt es zu einer Absenkung der Wachstums-
intensitdt. Da diese Reduktion — zumindest unter statischen Verhaltnissen —mit einer Zunahme
der Masse der Wurzelwachstumszone einhergeht (Kap. 6.2.3), bleibt der Nettozuwachs der Wur-
zel (die Biomasse-Deposition) jedoch gleich. Die Wurzel hélt also ihr Wachstum auf einem kon-
stanten Niveau; zumindest, solange sie auf ein ausreichendes Reservoir an Nahrstoffen aus dem
Samen zuriickgreifen kann. Die Anderung des Wachstums ist in diesem Fall auf unterschiedliche
Investitionen der Biomasse in Langen- bzw. Dickenwachstum zurtickzufiihren. Bel unguinstiger
externer Nahrstoff-Verflgbarkeit tritt ein verstarktes Langenwachstum ein, das es der Wurzel
ermadglicht, neue und potentiell glinstigere Bereiche des Substrates schneller zu erschliefien. Wie
eine Bestimmung der Spross-Wurzel-Verhdtnisse (nur unter statischen Bedingungen maglich;
Kap. 6.2.1) zeigt, wirkt die Regulation der Wachstumsanderung dabei auf den Spross ein; das
Spross-Wurzel-Verhdltnis steigt bei Erhthung der Nahrstoff-Verflugbarkeit an.
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Der wichtigste, in der Literatur hierfur diskutierte Regulationsmechanismus wird durch eine Ak-
kumulation von Nitrat im Spross vermittelt (Scheible et al. 1997a). Diese Akkumulation be-
einflusst den Metabolismus vieler weiterer Substanzen, wie etwa organischer Sauren und Ami-
nosauren, was zu einer vielfaltigen Kontrollmdglichkeit der Ausprégung von Wachstumsmustern
fuhrt. Nitrat wirkt auch regulatorisch auf die Ausbildung von Seitenwurzeln und damit auf das
Spross-Wurzel-Verhdltnis ein, wobei die Seitenwurzel bildung durch eine Erhdhung von Nitrat
sowohl gehemmt als auch gefordert werden kann (Zhang und Forde 2000).

Die Auswirkungen einer Veranderung des exter nen pH-Wertes konnten in der vorliegenden
Arbeit leider nur anhand eines statischen Experimentes untersucht werden. Dieses zeigte in ei-
nem weiten Bereich von pH-Werten keine Anderung der Wachstumsintensitét der untersuchten
Wurzeln (Kap. 6.3.1).

Aus Arbeiten der Literatur ist zu erwarten, dass eine pH-Anderung jedoch zumindest einen tran-
sienten Einfluss auf die Wachstumsdynamik der Wurzel spitze gehabt hétte (Schopfer 1989, Yan
et al. 1998). Aufgrund der acid-growth-Theorie wére bei tiefen externen pH-Werten eigentlich
eine Erhohung der Wachstumsaktivitéat zu erwarten. Die meisten publizierten Studien hierzu
wurden jedoch an isolierten Gewebestiicken durchgefihrt (z.B. Edwards und Scott 1974, Virk
und Cleland 1988). Intakte Wurzeln kdnnen den pH-Wert des Apoplasten durch verschiedenste
M echanismen, wie etwa eine Verdnderung von ATPase-Aktivitéten (Yan et a. 1998) oder eine
Veranderung des gesamten ionalen Milieus (Gerendas und Schurr 1999), wesentlich besser as
isolierte Gewebestlicke gegen das Aussenmedium abpuffern. Dadurch minimiert sich die zu er-
wartende kurzfristige Reaktion des Wachstums auf eine Anderung des pH-Wertes erheblich.

9.4.2 Blatt

Auch beim Blatt wurde die Anderung einer Reihe von externen Parametern im Hinblick auf ihre
Auswirkung auf die Wachstumsdynamik untersucht.

Die Auswirkung eines abrupten Lichtwechsels konnte bereits unter Standard-Anzuchtbeding-
ungen und daher mit einer hohen Anzahl von Replikaten sowohl fur Blétter von Rizinus als auch
von Tabak untersucht werden (Kap. 7.2.4.1). Am Tag-Nacht-Ubergang sowie am Nacht-Tag-
Ubergang traten dabei kur zfristige Oszillationen der Wachstumsamplitude (< 1 h) auf. Bei
Abdunkelung konnte ein rascher Anstieg der Wuchsrate des gesamten Blattes, gefolgt von einem
nahezu exponentiellen Abklingen bis unterhalb der zuvor bestehenden Wuchsrate beobachtet
werden; in der Folge stieg die Wuchsrate wieder sigmoidal auf den urspriinglichen Wert an.
Beim Einschalten des Lichtes konnten gegensinnige Erscheinungen beobachtet werden. Die ex-
ponentiellen Flanken des V organgs konnten recht gut angefittet werden, wobei Abklingzeiten
von etwa 20 min fur den Wachstumspeak bei Abdunkelung errechnet wurden. Ein exponentieller
Fit wurde gewahlt, dabei Einzelzellen nachgewiesen ist, dass sie nach Auslenkung aus ihrem
Wachstums-Gleichgewichtszustand diesen mit exponentieller Kinetik wieder anstreben (Cosgro-
ve 1981). Auch bei den untersuchten Wachstumserscheinungen beschrieb ein exponentielles
Modell den Sachverhalt sehr gut.
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Vergleichbare kurzfristige Oszillationen der Wachstumsamplitude werden auch in der Literatur
berichtet (z.B. Heckenberger 1997, Schnyder und Nelson 1988, Shackel et al. 1987, Christ
1978Db). Die beiden wahrscheinlichsten Ursachen fir diese Erscheinungen sind:

a) Anderung der Druckver haltnisse im Blatt, bedingt durch das Schliessen bzw. Offnen der
Stomata.

b) Anderung der pH-Verhéltnisseim Apoplasten (Mihling et a. 1995). Da das Wirkungsma-
ximum von Expansin bei pH 4,5 liegt, muss jede pH-Anderung im Apoplasten, der tblicher-
weise einen pH von etwa 5,5 hat, einen Einfluss auf die Expansibilitét und damit auf die re-
gistrierte Wuchsrate haben.

Aus der Literatur ist bekannt, dass bei Abdunkelung eine Erh6hung des Turgorsim Blatt ein-
tritt, die zu einer transienten Steigerung der Blatt-Expansionsrate fuhrt (Shackel et al. 1987).
Nachfolgend wird der Turgor auf einem héheren Wert gehalten; die Blatt-Expansionsrate sinkt
jedoch rasch wieder auf den Ausgangswert ab. Auch Anderungen der Luftfeuchte wirken sich in
kurzfristigen Peaks der Expansion aus. In der entsprechenden Studie wird keine Abklingzeit des
Peaks angegeben; den Abbildungen kann jedoch ein Wert von etwa 10 min enthommen werden.

Bei abrupten Lichtwechseln treten in Blattern Anderungen des apoplastischen pH-Wertes auf
(Mihling et al. 1995). Beim Ausschalten von Licht sinkt der pH in Vicia faba zundchst fir etwa
10 min ab (um bis zu 0,6 Einheiten von pH 5,7 auf pH 5,1); dann steigt er mit einer wesentlich
geringeren Rate wieder an. Bel Licht-Einschaltprozessen ergibt sich das umgekehrte Bild. Auf-
grund der pH-Abhangigkeit der Expansin-Aktivitét ware bei einer Abdunkelung zunéchst mit e-
ner Erhohung der Zellwanderweichung wahrend der anfénglichen pH-Absenkung und damit ei-
ner gesteigerten Wuchsrate zu rechnen. Im Anschluss wiirde sich der allmahlich wieder anstei-
gende pH hemmend auf die Expansinaktivitat und damit auch auf die Wuchsrate auswirken.

Die zeitliche Auspragung dieser pH-V ariationen kdnnte sich also Uber die Wirkung von Expan-
sin tatsachlich in dem beobachteten Wachstumsmuster auswirken.

Nicht nur pH-Werte, sondern auch Membranpotentiale zeigen eine rasche transiente Antwort auf
Ein- und Ausschaltvorgange von Licht, die durch die Wirkung verschiedener lonenkanéle ver-
mittelt wird (Elzenga et al. 1995, Shabala und Newman 1999).

Die Tatsache, dass nicht in jedem durchgefiihrten Experiment, sondern nur bei etwa 80 Prozent
aller untersuchten Félle derartige zeitliche Oszillationen festgestellt wurden, legt den Schluss na-
he, dass die Erscheinungen vermutlich nicht hydraulisch durch das Schliessen bzw. Offnen der
Stomata hervorgerufen werden. Dieses tritt mit hoher Wahrscheinlichkeit in jedem derartigen
Experiment ein. Da die untersuchten Blé&tter stets auch im Minimum ihres Wachstums-Tages-
ganges noch eine nennenswerte Wachstumsaktivitdt aufwiesen, hétte jede Steigerung des Tur-
gors sich gemal der Lockhart-Gleichung auch in einer Steigerung der Wuchsrate niederschlagen
mussen.
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Eine apoplastidare pH-Anderung ist als wahrscheinlichere Ursache anzusehen. Sieist, wieim
vorigen Abschnitt beschrieben wurde, von verschiedensten Faktoren abhangig. Darlber hinaus
ist die am Tag-Nacht-Ubergang vorliegende Expression des Expansin-Gens so gering (Kap.
7.2.6.1), dass eine pH-Anderung durchaus oft nur zu geringen Anderungen im Wachstum fiihren
konnte.

Kurzfristige Wachstumspeaks mit Abklingzeiten von etwa 15 min konnten in der vorliegenden
Arbeit auch nach Erhthung des Wur zeldr ucks festgestel It werden. Diese transiente Reaktion
(Schmundt et al. 1998) ist eine elastische Volumenveranderung (Zhu und Boyer 1992), die mit
Sicherheit durch Anderung der Tur gor ver haltnisse hervorgerufen wird und darf daher eigent-
lich nicht al's Wachstumseffekt klassifiziert werden.

Vergleichbare kurzfristige Wachstumseffekte mit Abklingzeiten von 10 bis 30 min treten auch
bei anderen massiven Stérungen der externen Wachstumsbedingungen auf; wie z.B. beim Sauer-
stoffentzug in Keimlingshypokotylen von Lupinen (Penny et a. 1974).

Dies zeigt, dass die eigentlich interessante Tatsache nicht die Anderung der Wuchsrate ist (die
oft ohnehin nur einen elastischen Volumeneffekt darstellt), sondern die Abklingzeit des Phano-
mens. Die Abklingzeit gibt ein Mal3 dafir an, wie die pflanzliche Zellwand auf die externe Sto-
rung reagieren kann. Bel kurzen Abklingzeiten besteht im Apoplasten ein hohes Potentia zur
Re-Etablierung der Ausgangssituation; lange Abklingzeiten zeigen eine verminderte Kompensa-
tionsfahigkeit an. Daher kann folgende Hypothese aufgestel It werden:

Die Fahigkeit zur Re-Etablierung von Wachstumszustanden ist eine Zellwandei genschaft,
die durch Abklingzeiten von kurzfristigen Wachstumspeaks gemessen wer den kann.

In der Literatur wird diskutiert, ob die Signalper zeption fir derartige, kurzfristige Wachs-
tumspeaks nicht in den wachsenden Bléttern, sondern in den source-Blé&tern geschieht

(Christ 1978b). Nach den Befunden der vorliegenden Arbeit ist dies zumindest fir Rizinus
nicht moglich, da hier auch nach Entfernen der source-Blétter derartige Peaks gefunden werden
(Kap. 7.11).

Bei kurzfristigen Anderungen der externen Lichtbedingungen wird in isolierten Blattscheiben
eine léangere Abklingzeit beobachtet (40 min) asin der kompletten Pflanze (Kap. 7.12). Dies
deutet darauf hin, dass die Reaktionsfahigkeit der pflanzlichen Zellwand eine Eigenschaft dar-
stellt, die auf intakte Sink-Source-Beziehungen innerhalb der Pflanze angewiesen ist. Es kénnte
jedoch auch sein, dass die verénderten Verhadltnisse der Wasserversorgung bzw. der osmotischen
Regulation in den isolierten Blattscheiben zu einer erhthten Tragheit der Reaktion fhren.
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Bei Anderung anderer externer Parameter werden Wachstumsr eaktionen einer geringeren
zeitlichen Dynamik festgestellt.

So tritt bei Veranderung der Temper atur ver héltnisse eine Verlagerung des Wachstumsmaxi-
mums um mehrere Stunden gegeniber den Verhaltnissen unter Standard-Anzuchtbedingungen
auf (Kap. 7.5). Die Wurzel zeigt hierbei wesentlich dynamischere Wachstumsénderungen als das
Blatt, dessen Wachstumsreaktion stark von der differentiellen Verteilung der Temperatur an
Spross und Wurzel abhangt. Dieser Befund wurde bereits ausfuhrlich diskutiert (Kap. 9.1.3).

Bel Trockenstress zeigt sich eine allméhliche Minderung der Wachstumsaktivitét (Kap. 7.6),
die zu keinem Zeitpunkt eine besonders ausgeprégte Reaktion aufweist: Die Phasenlage des Ta-
gesganges wird nicht verandert. Dies stimmt mit Befunden der Literatur Gberein (Heckenberger
1996, Schurr et al. 2000). Aus der Literatur ist ferner bekannt, dass das Blatt intensiver auf eine
Trockenstress-Situation reagiert als die Wurzel (Sharp et al. 1988, Hsiao und Xu 2000). Diese
zeigt in statischen Experimenten eine gegeniiber dem Blatt nur gering verminderte Wuchsrate,
was sich in der Absenkung des Spross-Wurzel-V erhéltnisses niederschlagt.

Auch bei einer Anderung des Nahr stoff-Angebotes zeigt sich im Blatt (Kap. 7.7) eine wesent-
lich langsamere Reaktion alsin der Wurzel. Bei einer Verminderung des Nahrstoff-Angebotes
sinkt die Wuchsrate tber Tage hinweg allméahlich ab, wobei die Phasenlage des Tagesganges
nicht beeinflusst wird. Im Anschluss an eine Nahrstoff-Addition kommt es zundchst zum Absin-
ken der Wuchsrate. Nach etwa drei Stunden beginnt diese dann wieder zu steigen und erreicht
etwa 12 h nach Nahrstoff-Zugabe ein Maximum. Die Phasenlage des Wachstumstagesganges
wird dabei um 180 Grad verschoben. Der zeitlich limitierende Faktor, der eine Re-Etablierung
der Wuchsrate durch die an der Wurzel aufgenommenen Nahrstoffe verzogert, kann dabei nicht
der Fernstreckentransport des Xylems sein (etwa 1 m/h; Nultsch 1996), sondern mussim Meta-
bolismus der Pflanze oder im intra- bzw. interzellul&ren Transport zu suchen sein.



10 Inhaltsstoff-Verteilungen und Wachstumsmuster

In der vorliegenden Arbeit wurden in einer ausserordentlich vielgestaltigen Art und Weise In-
haltsstoffverteilungen in verschiedenen wachsenden Organen unter verschiedensten Aspekten
untersucht, um dem komplex-integrativen Charakter der Zusammenhange zwischen Inhaltsstof-
fen und Wachstum gerecht werden zu kénnen. In der Literatur erfolgt meist nur die Analyse ein-
zelner der hier vorgestellten Aspekte. Dies fuhrt zwar einerseits zu grof3erer Klarheit der Aussa-
ge hinsichtlich der untersuchten Fragestellung, vergrofert aber andererseits die Gefahr der Fehl-
interpretation von Ergebnissen, da Pflanzen aufgrund ihrer Organisationsweise (Kap. 1.3) Uber
stark vernetzte biochemische Regulationsmechanismen des Wachstums verfiigen.

Bel Maiswurzeln wurden in der vorliegenden Arbeit Analysen der Inhaltsstoff-Vertellungen im
Tagesgang sowie in Millimeter-Segmenten der Wachstumszone durchgeftihrt. Den Verhéltnissen
unter Standardbedingungen der Anzucht (Kap. 6.1.4) konnten die Verhaltnisse bei Variation
zweier externer Parameter entgegengestellt werden: Der Nahrstoff-Verfugbarkeit (Kap. 6.2.2 bis
6.2.4) sowie des externen pH (Kap. 6.3.2).

Bel Tabakblattern erfolgte eine Analyse der rdumlichen und zeitlichen Verteilungsmuster nach
Ader und Intercostalfeld getrennt sowohl unter 12 h hell / 12 h dunkel — Bedingungen a's auch
bei Anzucht in Dauerlicht (Kap. 7.2.5.1 bis 7.2.5.7 und Kap. 7.8.2). Ferner wurden Inhaltsstoff-
analysen bei Blattern mit verandertem Inklinationswinkel durchgefuhrt (Kap. 7.10.2). Inhalts-
stoffanalysen der Rizinusbl&tter wurden bei Pflanzen aus Standardanzuchtbedingungen (Kap.
7.2.5.4 bis 7.2.5.7) sowie unter Einfluss von biomechanischem Stress (Kap. 7.3.2) durchgefihrt.

Die Diskussion der untersuchten Inhaltsstoff-Verteilungen beginnt mit den Analysen der promi-
nentesten Muster: der Tagesgange sowie der réumlichen Verteilungen. Anschliessend wird auf
die Anderung der Inhaltsstoff-Verteilungen in der Wurzel bei Variation zweier externer Faktoren
eingegangen: der Nahrstoff-Verfligbarkeit sowie des pH-Wertes. Schliesslich erfolgt eine Dis-
kussion der Veranderung von Inhaltsstoff-V erteilungen des Blattes durch eine Variation der
Lichtverhaltnisse sowie der biomechanischen Belastung der Bléatter durch Anlegen von externen
Zugkréften.

10.1 Tagesgange in Wurzeln und Blattern

In diesem Kapitel werden die unter den jeweiligen Standard-Anzuchtbedingungen fur Blétter
und Wurzeln erhaltenen Resultate diskutiert.

10.1.1 Wurzel

Tagesgange der Inhaltsstoff-K onzentrationen sind in Wurzeln ebenso wenig zu erkennen wie ein
Tagesgang im Wachstum (Kap. 6.1.4). Dementsprechend treten auch keine Tagesgange der De-

positionsraten auf. Die detektierten tageszeitlichen Variationen der Konzentration sind bei Wur-

zeln aus Anzuchten in Wasser etwas stérker ausgepragt als bel Wurzeln aus Anzuchten erhéhter

Nahrstoff-Verfugbarkeit.
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Dies konnte dahingehend interpretiert werden, dass bei Aufnahme der Nahrstoffe von aussen
eine grofdere Homoostase der Konzentrationsver haltnisse vorliegt as bei einer ausschliessli-
chen Nahrstoff-Mobilisation aus dem Endosperm. Dies bedeutet jedoch nicht, dass es keine
Tagesgange im Stoffumsatz der Wurzelwachstumszone gibt. Aus der Literatur wird beispiels-
weise Uber deutliche Tagesgénge der Respirationsrate (Hansen 1980), der Nitrataufnahme sowie
des Assimilat-Eintransports (Hansen 1977) berichtet. Die Peaks der Respirationsrate koinzidie-
ren oft mit denjenigen der Nitrataufnahme; die Eintransport-Peaks der Assimilate zeigen eine
Phasenverschiebung von einigen Stunden hierzu. Da sich tageszeitliche Variationen des Ein-
transports in die Wurzelwachstumszone nicht in tageszeitlichen Variationen der Konzentration
niederschlagen, muss entweder

a) der Metabolismus der Wurzelwachstumszone fiir eine sehr gute Pufferung der Inhaltsstoff-
Konzentrationen des Gewebes sorgen oder

b) die Exportrate entsprechender Metabolite zeitlich gut mit der Importrate der Nahrstoffe und
Assimilate abgestimmt sein.

Argument a) wird durch Befunde der Literatur bestétigt: Die Expression von Invertase-Genen
kann innerhalb weniger Stunden durch die respiratorische Aktivitét der Wurzelwachstumszone
erhdht werden (Zeng et al. 1999, Koch et al. 2000). Da einem erhéhten Eintransport von Assimi-
laten (v.a. Saccharose) aber eine erhthte Respirationsrate vorauseilt, die zu einer rechtzeitigen
Induktion der Expression von Saccharose spaltenden Enzymen fihrt, sollte sich der Peak im As-
similateintransport nicht in einer Erhéhung der Konzentration der eintransportierten Saccharose
auswirken. Auf welche Weise es zu einer Aufrechterhaltung der Konzentration von Glucose und
Fructose kommt, ist unklar. Aus Befunden der vorliegenden Arbeit kann allerdings geschlossen
werden, dass ein starker Export aus der Wurzelwachstumszone in das anschlief3ende Gewebe
hinein existiert. Vor allem fur Glucose und Fructose treten erhebliche Differenzflussraten aus der
Wurzelwachstumszone in das anschliessende Gewebe hinein auf (Kap. 6.2.4). Deren zeitliche
Koordination (siehe Argument b) konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht auf-
geklart werden.

10.1.2 Stoffflisse zwischen Wurzel und Blatt

Auch die tageszeitlich variable Phloem- (z.B. Winter et a. 1992) und Xylemsaft-Zusammen-
setzung (z.B. Schurr und Schulze 1995) bzw. deren diurnal variierende |onen-Flussraten (z.B.
Schurr und Schulze 1995) weisen auf tageszeitlich variable Austauschprozesse von Inhalts-
stoffen zwischen Wurzel und Spross hin.

Von besonderer Bedeutung konnte hierbei Nitrat sein (siehe Kap. 9.1.3). Zwar wurden in der
vorliegenden Arbeit Konzentrationsbestimmungen von Nitrat in Blatt und Wurzel vorgenom-
men; zum Ferntransport von Nitrat konnten jedoch keine Untersuchungen angestellt werden. Aus
der Literatur ergibt sich hierfur leider ein hochst verwirrendes und widersprichliches Bild, ob-
wohl Nitrat zu den am besten untersuchten und am abundantesten vorkommenden Stoffen ge-
hort, die in der Pflanze transportiert werden:



Inhaltsstoff-V erteilungen und Wachstumsmuster 193

Die Aufnahme von Nitrat ist diurnal reguliert und findet vor allem wahrend des Tages statt
(Delhon et al. 1995a,b). Als einen Schritt der Regulation dieser Kinetik betrachtet man ein
Phloem-vermitteltes Signal aus dem Spross. Nitrat wird in den Bléttern verstérkt am Tag redu-
ziert, wenn-gleich es auch in der Nacht durch die Erhthung von Glucose-K onzentrationen zu ei-
ner Stimula-tion der Nitrat-Reduktion kommen kann (Delhon et al. 1996a). Es kénnte jedoch
auch sein, dassin der Nacht der verminderte Phloemtransport und die damit verbundene geringe-
re Eintransportrate von Photosynthesprodukten in die Wurzel fir eine geringere Aufnahmerate
von Nitrat sorgen (Delhon et a. 1996b). Die Aufnahme von Nitrat aus der Rhizosphére wird fer-
ner durch verschiedene, im Phloem transportierte, Aminosauren inhibiert (Muller und Touraine
1992). Untersuchungen an Rizinus (Herdel et al. 2001) zeigen zudem, dass der Nitrattransport in
den Spross wesentlich gleichmaliiger erfolgt als die Nitrataufnahme und dass auch kurzfristige
Anderungen der Nahrstoff-Verfiigbarkeit innerhalb von Stunden abgepuffert werden.

Die Quintessenz der genannten Studien ist, dass die Nitrataufnahme durch verschiedene Mecha-
nismen dergestalt geregelt werden kann, dass die Anspriiche der zuwachsenden Pflanze befrie-
digt werden. Esist jedoch unwahrscheinlich, dass der Tagesgang des Blattwachstums umgekehrt
durch die Kinetik des Eintransports von Nitrat reguliert wird.

10.1.3 Blatt

Im wachsenden Blatt sind im Gegensatz zu den Verhdtnissen in der Wurzel deutliche Tages-
gange der Konzentrationen vieler Inhaltsstoffe zu finden. Wie gezeigt werden konnte, sind die-
se nicht ausschliesslich durch Verdinnungseffekte des diurnal zuwachsenden Blattes bei kon-
stantem Eintransport von Stoffen erklarbar (Kap. 7.2.5.5). Ein weiteres interessantes Charakteri-
stikum dieser Tagesgange ist neben ihrer hohen Amplitude die unterschiedliche Phasenlage des
Tagesganges verschiedener Inhaltsstoffe. Dadurch sind die Konzentrationsverhéltnisse des Blat-
tes von einer zeitlichen Homoostase, wie sie im Fall der Wurzel vorliegt, weit entfernt.

Ein sehr deutlicher Tagesgang tritt beispielsweise in Tabakbl&ttern fur Glucose auf. Der Gluco-
segehalt erreicht einige Stunden vor dem Wachstumsmaximum einen erhéhten Wert und zeigt
dabel vor alem an der Blattbasisin der Ader eine hohe Konzentration (analoges gilt fur Fructo-
se). Diese Analogie der raumlichen und der zeitlich phasenverschobenen Verteilungen konnte
ein Indiz fir eine Beteiligung von Glucose am Zustandekommen des Tagesganges des Wachs-
tums sein. Esist denkbar, dass das Wachstumsmaximum erst ablaufen kann, wenn ein gentigend
grof3er Pool an frel zuganglichen Kohlenhydraten bereitsteht; sei es, um als Substrat fir den Ein-
bau in die Zellwand zu dienen oder um Energie fir den Aufbau neuer Zellwandmaterialien be-
reitzustellen.

Fur die zeitliche Entwicklung der Hexosekonzentrationen konnten in der Literatur zwar Tages-
gange nachgewiesen werden; es wurde bislang jedoch davon ausgegangen, dass diese nicht mit
den Tagesgang des Wachstums korreliert sind, da die Maxima zu verschiedenen Zeitpunkten
auftreten (z.B. Kemp und Blacklow 1980). Die M6glichkeit einer Phasenverschiebung wurde
nicht in Erwagung gezogen.
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Auch fir Starke und Sacchar ose sind aus der Literatur vergleichbare Tagesgange wie diein der
vorliegenden Arbeit registrierten bekannt (z.B. Matt et a. 1998). Der Metabolismus von Stérke
ist diurnal reguliert (Geiger et al. 2000); in entsprechenden Versuchen wurden auch unter Dau-
erlichtbedingungen Tagesgang-V ariationen der Stérke-Synthese (bei zeitlich konstanter Pho-
tosyntheseleistung der Pflanze) festgestellt. An Arabidopsis-Mutanten wurde dabei als Regula-
tionsmechanismus fir diesen Tagesgang der Transport von Kohlenhydraten tiber die Chloroplas-
ten-Membran hinweg sowie die Aktivitét von Endoamylase ausgemacht. Eine Schltisselrolle der
metabolitischen Signalkaskade, besonders der Saccharosesynthese, wird dabel Fructose-2,6-
bisphosphat zugesprochen (Huber 1986, Stitt 1987).

Mit Hilfe transgener Kartoffel pflanzen konnte demonstriert werden, dass eine Anderung im Ta-
gesgang der Kohlenstoff-Allokation im Sink- und Source-Gewebe der Pflanzen in einer Ande-
rung des diurnalen Wachstumsmusters resultiert (Kehr et al. 1998).

Fur Citrat besteht ein gut ausgepragter Tagesgang mit einem Peak zum Zeitpunkt der maxi-
malen Wachstumsaktivitét. In der Literatur wird die Rolle von Citrat in wachsenden Geweben
darin gesehen, fur einen raschen Ausgleich der Ladungsbalance zu sorgen (Martinoia und
Rentsch 1994).

Die Glutaminkonzentration weist bel Tabak einen antizyklischen Verlauf zum Tagesgang des
Wachstums auf. Bel Rizinus sind die Konzentrationen von Glutamin sehr variabel.

Glutamin stellt die Haupttransportform der Aminosduren dar. Seine Konzentration wird, wie die-
jenige der Glutaminsaure, stark durch die Interaktion des Kohlenstoff- und Stickstoff-Metabolis-
mus bei der Aminosauresynthese beeinflusst (Huppe und Turpin 1994). Das Verhdltnis von Glu-
tamin und Glutamat ist ein Indikator der Assimilationsverhatnisse von Stickstoff (siehe Kap.
10.3). Im Rahmen der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte kein Tagesgang dieses
Verhdtnisses festgestellt werden (Kap. 7.2.5.8).

Auch Inhaltsstoffe, fir deren Konzentration kein Tagesgang nachgewiesen werden konnte,
konnten durch ihre Flussraten bzw. ihre Rolle im Metabolismus den Tagesgang des Wachstums
oder der Biomassesynthese des Blattes beeinflussen. Beispielsweise ist fir Nitrat nachgewiesen,
dass dessen Akkumulation den Starkemetabolismus in hheren Pflanzen reprimiert sowie den

M etabolismus organischer Sauren induziert (Scheible et a. 1997b). Da dartiber hinaus die Ex-
pression von Nitratreduktase der Kontrolle durch einen endogenen Rhythmus unterworfen ist
(Deng et a. 1990), kdnnte beim Abbau von angeliefertem Nitrat im Blatt der Schliissel zur Re-
gulation der diurnalen Biosynthese von organischem Material liegen.

Betrachtungen zum Unter schied zwischen Wur zel und Blatt beziiglich der diurnalen Ho-
moostase von I nhaltsstoffkonzentrationen

Fur die Konzentrationsverhéltnisse des Blattes besteht eine geringere zeitliche Homdostase als
fur digenigen der Wurzel. Es stellt sich die Frage, was der Hintergrund dieses Unterschiedes
zwischen Wurzel und Blatt sein kénnte.
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Hiertber liegen in der Literatur keine erkl&renden Untersuchungen vor. Die raschere zeitliche
Variation der Umweltbedingungen, denen das Blatt im Vergleich zur Wurzel unter natrlichen
Bedingungen ausgesetzt ist, spielt bel der Ausbildung dieses Unterschiedes jedoch sicher eine
Rolle. Esist denkbar, dass die Dynamik der Variation externer Parameter im Verlauf der Evo-
lution des Blattes zu einer groferen Toleranz gegentiber Veranderungen der Inhaltsstoff-Kon-
zentrationen geftihrt hat. Diese Toleranz konnte die Ursache der Ausbildung eines tageszeitlich
stark oszillierenden Systems von Konzentrationsverteilungen sein. In der Wurzel kdnnte sich be-
dingt durch die Konstanz der natiirlicherweise herrschenden Umweltbedingungen dagegen ein
wesentlich homoostati scheres System entwickelt haben.

Ein weiterer denkbarer Erklarungsansatz fur die unterschiedliche Ausprégung von Tagesgangen
der Inhaltsstoff-K onzentrationen baut auf den unter schiedlichen Zeitskalen der zellularen
Entwicklungsprozesse der beiden Organe auf: Die Dauer der Zellstreckungsphaseist in der
Wurzel um mehr al's den Faktor zehn kirzer alsim Blatt (Kap. 1.2). In Korrelation hierzu treten
in der Wurzel wesentlich hohere absolute Wuchsraten der Zellen sowie hohere relative Wuchs-
raten des Gewebes auf alsim Blatt (vergleiche Tab. 9.2). Der hohen Dynamik der Entwicklung
wahrend der Zellstreckungsphase der Wurzelzellen konnte es eventuell zuzuschreiben sein, dass
dort eine gréf3ere Homoostase bezliglich der Inhaltsstoff-K onzentrationen eingestellt wird, alsin
den sich wesentlich langsamer entwickelnden Zellen des Blattes. Eine weitere Komponente der
Wachstumsmuster von Blatt und Wurzel, die sich um einen Faktor von 10 bis 20 unterscheidet,
ist die Auspragung von Synchronisationsmustern: In der Wurzel sind hauptséchlich Circumnuta-
tionen einer Periodenlénge von 1 bis 2 h zu beobachten, wéhrend beim Blatt nyctinastische Be-
wegungen einer Periodenlange von 24 h die prominenteste zyklische Bewegungserscheinung
darstellen. Falls diese Bewegungserscheinungen tatséchlich eine optisch erkennbare Auspragung
der zelluldren Wachstumsdynamik darstellen (Kap.9.3), wére das Pendant der tagesrhythmischen
Variation von Inhaltsstoff-K onzentrationen im Blatt bel der Wurzel eine Variation mit der Peri-
odenlange von Circumnutati onsbewegungen.

Beide genannten Erkl&rungsansétze kénnten nattirlich auch wiederum miteinander verwoben
sein.

Zusammenfassend kann zu den Tagesgangen in Blatt und Wurzel gesagt werden:

Ebenso wie bel den unter suchten Wachstumsmustern zeigen sich auch bel den
Tagesgangen der Konzentrationen vieler Inhaltsstoffe in der Wurzel keine signifikanten
Variationen. Im Blatt treten dagegen deutliche Tagesgéange auf. Dies kbnnte mit der unter-
schiedlichen zeitlichen Dynamik der Zellstreckungsprozesse oder mit der nattirlicher-
weise auftretenden Variabilitét der Aussenbedingungen korreliert sein.
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10.2 Raumliche Verteilung von Inhaltsstoffen in Wurzel und Blatt
10.2.1 Wurzel

In der Wurzel sind fir die Konzentrationen der Kohlenhydrate sehr deutliche Gradienten aus-
gebildet. Die Konzentrationsprofile von Hexosen und Saccharose sind denjenigen von bereitsin
der Literatur veroffentlichten Ergebnissen sehr 8hnlich (Sharp et al. 1990). Die Konzentrationen
von Glucose und Fructose sind dabei im Meristem geringer asin der Elongationszone; die Kon-
zentration von Saccharose verlauft nahezu spiegel bildlich. Die Quotienten von Saccharose zu
Hexosen fallen demnach von der Wurzel spitze an ab.

Dies stimmt mit Messungen der | nvertase-Aktivitat aus der Literatur Gberein (z.B. Toko et .
1987): Die Aktivitédt von Invertase ist im Meristem am geringsten und steigt bis zum Ende der
Elongationszone an. Daher werden im Meristem die héchsten Saccharose:Hexose-Quotienten
erwartet. Ferner wird auch bel der raumlichen Verteilung der Invertaseaktivitét von der Existenz
zweier Peaks in der Zone maximaler Wurzelwachstumsaktivitét berichtet, die mit der Lage der in
der vorliegenden Arbeit detektierten Wachstumspeaks gut korrelieren (pers. Mitteilung K. Koch,
Gainesville, USA). Diese Befunde deuten auf eine hohe Bedeutung der Kohlenhydrate, bzw. der
Enzyme des K ohlenhydrat-M etabolismus fir die Auspragung von Wachstumsmustern hin.

Auch fir Aminosaur en, Kationen und Anionen ergeben sich zum grof3en Teil deutliche Gra-
dienten innerhalb der Wurzelwachstumszone. In keinem Fall wird jedoch eine Verteilung der
Konzentrationen beobachtet, die derjenigen der Wuchsraten entspricht, also ein Maximum einige
Millimeter hinter der Wurzel spitze hat.

Wegen der besonderen Bedeutung der Substanzen dieser Stoffklassen bei Veranderung der ex-
ternen Nahrstoff-Verfligbarkeit sowie des externen pH-Wertes wird in den nachfolgenden Ab-
schnitten gesondert auf diese Verteilungen eingegangen.

10.2.2 Blatt

Fur Glucose, Fructose und Malat wurden in der Blattader von Tabak Basis-Spitze-Gradienten
festgestellt (Kap. 7.2.5.2); aso Verteilungen, die denjenigen der Wachstumsaktivitét entspre-
chen. Fur Starke und Saccharose, Sulfat sowie nahezu alle Aminosduren (Ausnahme: Glutamin
und GABA) wurden inverse Gradienten mit hoheren Werten an der Blattspitze registriert. In den
I ntercostal bereichen ergaben sich keine deutlichen Gradienten der Konzentrationsverteilung, was
durch Befunde vorangegangener Arbeiten bestétigt wird (Heckenberger 1996, Walter 1997).

Auch Sink-source-kontrollierende Enzyme, wie Saccharose-Synthase und Saccharose-Phosphat-
Synthase zeigen im Intercostalfeld bezuglich ihrer Aktivitét keinen Basis-Spitze-Gradienten
(Schurr et al. 2000). Die Konzentration von Fructose-2,6-bisphosphat — als einem wichtigen
Metaboliten des Kohlenhydrat-Stoffwechsels - korreliert dagegen auch im Intercostalfeld mit der
Wachstumsverteilung (Nielsen und Veierskov 1990).
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Zusammenfassend kann fir die raumlichen Inhaltsstoffgradienten in Blatt und Wur zel
sowieihre Verknipfung mit Gradienten der Wuchsraten gesagt wer den:

Es gibt keinen Inhaltsstoff, dessen Konzentration sowohl in der Wurzel von Mais als auch im
Blatt von Tabak mit der Verteilung der Wuchsraten korreliert ist. In der Wurzel zeigt kein ein-
ziger der untersuchten Inhaltsstoffe eine der Verteilung der Wachstumsaktivitét vergleichbare
Konzentrationsverteilung. Bezliglich der Verteilung der Depositionsraten ergeben sich jedoch fir
eine Reihe von Inhaltsstoffen Korrelationen mit der REGR-Verteilung. Zu diesen Substanzen
gehdren unter anderem Glucose und Fructose. Im Blatt zeigen lediglich diese beiden Substanzen
(vorwiegend in der Blattader) einen deutlich ausgepragten Basis-Spitze-Gradienten sowohl der
Konzentrationen als auch der Depositionsraten.

Diese Befunde deuten auf die wichtige Rolle von Glucose und Fructose
fur die Auspragung von raumlichen Wachstumsmustern hin.

Die Synthese von Kohlenhydraten (sowie Proteinen) spielt fir das Wachstum stets eine heraus-
ragende Rolle, dasiein der Regel den Hauptanteil der Trockengewichtssubstanz eines Organs
darstellen (Williams und Rijven 1965). Wichtig ist hierbei vor alem die Synthese von Cellulose,
dem héaufigsten organischen Makromolekil der Biosphére, aus Glucose-Einheiten (Delmer
1999).

10.3 Einfluss externer Nahrstoff-Verfugbarkeit auf Wurzeln

Die Inhaltsstoff zusammensetzung wachsenden Wurzelgewebes variiert auch bei Pflanzen aus
Anzuchten verschiedener Nahrstoff-Verflgbarkeit kaum (Kap. 6.2.2). Die Gehalte von Zuckern
und die Gehalte der meisten Aminosduren sind nicht signifikant verschieden. Selbst die Gehalte
der meisten untersuchten Nahrelemente (Phosphat, Sulfat, Kalium, Calcium, Magnesium sowie
Natrium) unterscheiden sich nicht in Wurzeln der beiden Behandlungen. Die Wurzeln von Keim-
lingen des untersuchten Entwicklungszustandes scheinen beziiglich dieser Stoffe aufgrund der
Mobilisierbarkeit aus dem Endosperm bzw. aufgrund der nur gering beeinflussten Photosynthe-
seleistung in Wasseranzucht nicht in einen Mangelzustand zu geraten.

Deutliche Unterschiede ergeben sich jedoch bei Konzentrationen von Nitrat, Ammonium, Citrat,
Malat und Chlorid sowie bei den Aminosduren Glutamin und Glutamat.

R&umliche Verteilung von Aminosauren

Die Konzentration von Glutamin unterscheidet sich deutlich in den Meristemen der in Wasser
bzw. Nahrlésung angezogenen Wurzeln. Der Glutamingehalt der Wurzeln aus Wasseranzucht ist
fast doppelt so hoch wie derjenige aus Pflanzen in Nahrlésungsanzucht. Bei Glutamat ergibt sich
ein umgekehrtes Bild: Hier wird in Nahrldsungsanzucht ein hoherer Wert im Meristem gefun-
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den. In der Elongationszone konvergieren die Konzentrationen der Aminosauren aus den beiden
Anzuchten, sodass am Ende der Wachstumszone wieder vergleichbare Gehalte vorliegen.

Die Konzentrationsverhaltnisse der beiden Aminosduren im Meristem kdnnen dahingehend in-
terpretiert werden, dass dort bei hoher externer Nahrstoffverfiigbarkeit eine Assimilation von
Stickstoff stattfindet, wahrend im Meristem bel geringer Nahrstoff-Verflgbarkeit keine Assimi-
lation stattfindet, sondern lediglich ein Eintransport von bereits synthetisierten Stickstoffverbin-
dungen (Huppe und Turpin 1994): Bei geringer oder fehlender Assimilation von Stickstoff in
einem Gewebe (Wasser-Anzucht) verlauft die Aminierung von Glutamat durch Glutaminsynthe-
tase (GS) langsam; die Konzentration von Glutamat ist dadurch hoch; die Konzentration von
Glutamin ist gering. Wenn Stickstoff in Form von Ammonium verfugbar wird, steigt die Akti-
vitét des Enzympaares GS und GOGAT (Glutamin-2-Oxo-Glutarat-Amino-Transferase) an. Die
Konzentration des Substrates Glutamat sinkt dadurch ab; die Konzentration des Produktes Gluta-
min steigt an; die charakteristischen Verhaltnisse der Wurzeln aus Néhrldsungsanzucht sind er-
reicht.

Die Reaktion von Glutamin auf eine Verénderung der externen Nahrstoff-Verflgbarkeit kann
wie folgt zusammengefasst werden:

Die Veranderung der externen Nahr stoff-Verflgbarkeit fihrt zu einer
drastischen Anderung der Konzentration von Glutamin im apikalen Bereich der Wachs-
tumszone. Die beobachteten Wachstumsreaktionen kénnten dadurch beeinflusst sein.

K ationen

Die Verteillung von Kalium, Magnesium und Calcium fiel von der Wurzelspitze an ab. Diese
Beobachtung stimmt mit den Resultaten aller anderen publizierten Untersuchungen hierzu tber-
ein (z.B. Scott et al. 1967, Jeschke und Stelter 1976, Silk et a. 1986, Zhong und Lauchli 1994).
Die Aufnahme und Translokation von Magnesium und Calcium ist dabei in einer analogen
Weise verteilt (Ferguson und Clarkson 1976). Ahnliche Kationenverteilungen mit Maximain
meristemati schen Regionen werden auch in Blattern monokotyler Pflanzen gefunden (Meiri et
al. 1992, Bernstein et al. 1995, Hu und Schmidhalter 1998). Die Konzentration von Calcium ist
generell in schnell wachsenden Regionen niedriger als in Meristemen, kann jedoch in stark va-
kuolisierten Geweben wie z.B. in dlteren Bléttern durch Akkumulation in der Vakuole wieder
stark ansteigen (Fricke et al. 1994).

Einordnung der detektierten Konzentrationen

Der apikale Bereich der Wurzelwachstumszone ist fast ausschliefdlich aus meristematischen und
daher gering vakuolisierten Zellen aufgebaut. Die Konzentrationen, die in dieser Region fur Ka-
lium gefunden werden, entsprechen den fir das Cytoplasma héherer Pflanzen erwarteten Werten
(Marschner 1995). Nur ein geringer Prozentsatz von Kalium befindet sich im Apoplasten
(Muhling 1998).
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Im Gegensatz dazu Ubersteigen die Konzentrationen von Magnesium und Calcium, diein der
vorliegenden Arbeit gemessen wurden, die erwarteten cytosolischen Konzentrationen (Marsch-
ner 1995) um einen Faktor von zwei (Magnesium) bzw. 1000 (Calcium). Das kénnte durch die
Lokalisation der gemessenen Fraktionen von Magnesium und Calcium im Apoplasten bedingt
sein. In Wurzeln ist ein betréchtlicher Anteil von apoplastidarem Calcium an die Zellwand ge-
bunden (Sentenac und Grignon 1981). Die Konzentration von freiem Calcium, das durch lonen-
selektive Elektroden in der Zellwand gemessen werden kann, ist gering (Bjorkman und Cleland
1991).

Organische Anionen

Citrat- und Malatgehalte sind in Anzucht unter erhdhter externer Nahrstoff-V erfugbarkeit
niedriger as bei Anzucht der Pflanzen in Wasser.

Die unterschiedlichen Malatkonzentrationen erkléaren sich durch die Rolle von Malat bei der Re-
gulation der Ladungsbalance und der onenaufnahme unter natiirlichen Wachstumsbedingungen:
Malat kann dort in den Boden exudiert werden, um die Verfligbarkeit von Phosphat zu erhdhen
(Martinoia und Rentsch 1994). Esist zu erwarten, dass eine derartige Exudation und die damit
verbundene Malatproduktion auch unter Phosphat-Mangel bedingungen dieser Arbeit (bei An-
zucht in Wasser) aufgetreten ist. Ebenso kann Malat nach Bedarf in der Wurzel synthetisiert und
abgebaut werden, um Ladungsiiberschiisse, die durch die nicht ausgeglichene Aufnahme von
Anionen und Kationen entstehen, auszugleichen (Martinoia und Rentsch 1994). Auch die Ni-
trataufnahme wird durch Malatabgabe stimuliert (Touraine et al. 1992).

Fur Citrat werden ghnliche Mechanismen aus Studien an Pflanzen, die speziell an Phosphat-
Mangelzusténde angepasst sind, berichtet (proteoid roots, Neumann und Romheld 1999): Auch
Citrat kann von der Wurzel in das Substrat hinein exudiert werden, um dort die Phosphat-V er-
flgbarkeit zu erhdhen. Falls dies geschieht, werden in der Wurzel - wie in der vorliegenden
Studie - erhdhte Konzentrationen von Citrat vorgefunden. Die Synthese geschieht dabei in der
Wurzel selbst und nicht im Blatt, wie friher angenommen wurde (z.B. Hoffland et al. 1992).

Nitrat und Ammonium

Die Gehalte von Nitrat und Ammonium sind bei gesteigerter externer Nahrstoff-Verfligbarkeit
signifikant erhoht; Nitratgehalte der Wurzeln aus Anzucht in Wasser liegen unterhalb der Mess-
grenze.

In der Literatur wurde gezeigt, dass Nitrat und Ammonium Uber die gesamte Lange der Wachs-
tumszone - und darUber hinaus - aufgenommen werden (Colmer und Bloom 1998). Die Hohe der
Aufnahmerate der einen Stickstoff-Verbindung hangt unter anderem davon ab, ob die andere
Verbindung auch verfugbar ist. In Konkurrenz-Experimenten zeigte sich, dass in der Wurzel-
wachstumszone Ammonium bevorzugt aufgenommen wird, wenn sowohl Ammonium als auch
Nitrat extern angeboten werden.
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Depositionsratenverteilungen

Wie gezeigt werden konnte (Kap. 6.2.2), sind die Depositonsratenverteilungen aller untersuchten
Inhaltsstoffe durch die Veranderung der externen Nahrstoff-Verfugbarkeit praktisch nicht beein-
flusst. Dasselbe gilt fur die integrale Deposition von Kationen, Anionen und Aminosauren (Kap.
6.2.3). Auch die Verteilung der Wuchsraten (nicht aber die Amplitude) wird von der externen
Nahrstoff-Verflgbarkeit nicht beeinflusst. Da die Wuchsratenverteilung im Fall der linear orga-
nisierten Wurzelwachstumszone die Verteilung von Zellen unterschiedlichen Entwicklungszu-
standes angibt, scheint daher ein Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad einer Zelle
und den Depositionsraten zu bestehen. Diese Korrelation kann wie folgt ausgedriickt weden:

Depositionsraten sind charakteristisch fur bestimmte
Wachstumszustande von Zellen oder Geweben und werden von
externen Einflussen nur geringfligig moduliert.

10.4 Einfluss des externen pH auf Wurzeln

Bel unterschiedlichen Werten dieser externen Einflussgrof3e wurden die Vertellungen von Ka-
lium, Magnesium und Calcium untersucht (Kap. 6.3.2).

Die Verteillungen dieser Kationen unterschieden sich qualitativ nicht von den im vorigen Kapitel
beschriebenen; die Konzentrationen fielen vom Apika meristem aus ab. Auch die Form der De-
positionsratenverteilungen entspricht den Verhaltnissen unter Standardbedingungen. Der externe
pH-Wert wirkte sich allerdings auf die absolute Hohe der Werte von Calcium und Magnesium
aus.

Der Gehalt von Calcium war um so hoher, je niedriger der externe pH war. Magnesium-Gehalte
zeigten einen qualitativ vergleichbaren, allerdings schwacheren Effekt als Calcium-Konzentra-
tionen. Die Kalium-Gehalte erwiesen sich als vom externen pH unabhangig.

Dieser Unterschied in der Antwort von Kalium auf der einen Seite und Calcium sowie Magnesi-
um auf der anderen Seite auf die Variation des externen pH kann am plausibel sten durch die un-
terschiedliche Verteilung der lonen zwischen Cytoplasma und Apoplast erklart werden (Kap.
10.3). Es kann angenommen werden, dass homaostatische M echanismen die cytosolische Ka-
lium-Konzentration regulieren. Eine ganze Reihe von Genen, die Kalium-Transporter codieren,
welche die Kalium-Aufnahme hierbel regulieren kdnnten, ist in den vergangenen Jahren entdeckt
worden (z.B. Rubio et al. 1995, Hedrich und Dittrich 1996).

Die Calcium- und Magnesium-K onzentrationen der Zellwand sind dagegen erheblichen Varia-
tionen unterworfen, die mit dem externen pH-Wert korreliert sind. Calcium und Magnesium
koénnen wahrend des Versuches eventuell aus dem Substrat aufgenommen worden sein, da dieses
nicht ganz frei von Nahrstoffen war und ein tiefer pH-Wert zu einer erhéhten Mobilisierung von
pflanzenverfigbarem Calcium und Magnesium in der Bodenldsung fuhrt (Marschner 1998).
Dennoch bleibt die Frage, ob es eine physiologische Erklarung fir die erhdhte Akkumulation
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von Calcium bei tiefen externen pH-Werten gibt und falls ja, wie sie reguliert ist. Um dies zu
verstehen, muss ndher auf den Aufbau der Zellwand eingegangen werden.

Calcium liegt in der Zellwand hauptsachlich an das Pektin-Netzwerk gebunden vor; der hdchste
Gehalt von Pektinen findet sich dabei in jungen Zellwanden. Innerhalb des Pektin-Netzwerks
sind Uronsauren die vorherrschenden Bindungsstellen fur Calcium (Jarvis 1982). Esist dort re-
lativ lose gebunden, wie | sotopen-Austauscherexperimente zeigen (Clarkson 1984, Cramer et al.
1987). Uronsauren liegen mit der gréften Haufigkeit im Meristem der Wurzel vor und nehmen
im Verlauf der Zellentwicklung ab (Silk et al. 1984). Das Konzentrationsprofil divalenter Ka-
tionen (wie Calcium oder Magnesium) entlang der Wurzelwachstumszone ist also sowohl durch
die‘Verdunnung' des Pektin-Netzwerkes als auch durch dessen chemische Zusammensetzung
erklarbar.

Falls bei einer Absenkung des externen pH auch der apoplastidare pH absinken wirde, misste
esim Apoplasten zu einer Mobilisierung von Calcium und Magnesium mit einer verstarkten
Freisetzung von den Uronsdure-Gruppen kommen (Sentenac und Grignon 1991). Dies hétte ein
Absinken der Konzentrationen zur Folge. Die Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit aler-
dings ein Anstieg beobachtet werden kann, ist ein weiteres Indiz dafiir, dass der apoplastidare pH
gut gegen den externen pH gepuffert ist (siehe hierzu Felle 1998).

Die Frage, wieso ein Anstieg der Konzentration von Calcium (im weiteren: auch Magnesium)
bei verringerten externen pH-Werten gemessen wird, kann auf Basis der vorliegenden M essung-
en sowie der publizierten Literatur nicht eindeutig beantwortet werden. Denkbar sind unter ande-
rem folgende L dsungsmdglichkeiten (siehe hierzu auch Walter et a. 2000):

Es gibt einen Mechanismus, der zu einer Erhéhung der freien Uronsdure-Bindungsstellen
fahrt

Die Konzentration von freiem Calcium im apoplastidaren Raum ist erhoht; als Gegenionen
koénnten z.B. bei der Respiration entstehende Carbonate dienen

Calcium wird verstarkt als Calcit oder Oxalat in der Zellwand ausgeféllt

Erhebliche Mengen von Calcium werden im Endoplasmatischen Retikulum oder den Mito-
chondrien der jungen Zellen gespeichert, die einen sehr hohen Bedarf an Calcium haben
(Trewavas 1999)
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10.5 Anderung der Lichtverhaltnisse an Tabakblattern

Dauerlicht

Einige Inhaltsstoffe zeigen bei Anzucht von Tabak unter Dauerlichtbedingungen veranderte
Verteilungen in den Bléttern. Die wesentlichen Anderungen gegeniiber den Anzuchten unter
Standardbedingungen sind hierbel (Kap. 7.8.2):

Die K ohlenhydratgehalte steigen um einen Faktor drei bis vier an. Dies st sehr wahrscheinlich
auf die Erhéhung der Photosynthesel eistung aufgrund der erhdhten Lichtdauer zurtickzufthren.
Eine vergleichbare Relation besteht zwischen der Lichtintensitét und den Konzentrationen von
Kohlenhydraten, so lange sich die Lichtintensitét in einem physiologisch sinnvollen Rahmen
bewegt (Kemp 1981).

Glucose und Fructose zeigen ein zeitlich etwas verschobenes, nicht mehr besonders deutlich aus-
gepragtes Maximum. Dies korreliert mit den Befunden der Wuchsrate (Kap. 7.8.1) und kann als
weiteres Indiz fur die Korrelation von Hexosen- und Wachstumsverteilung aufgefasst werden.

Die Tagesgange der Aminosauren sind nicht mehr klar zu erkennen; auch Basis-Spitze-Gra-
dienten in der Mittelrippe sind kaum noch vorhanden; die Hohe der Aminosdurekonzentrationen
ist weniger beeinflusst als digjenige der Kohlenhydrate. Dies kann dahingehend interpretiert
werden, dass zwischen Aminosauren und Wachstumsmustern eine weniger enge Korrelation be-
steht als zwischen Kohlenhydraten und Wachstumsmustern.

Citrat ist unter Dauerlichtbedingungen nicht mehr nachweisbar. Der osmotische Effekt der Er-
hohung der Kohlenhydratkonzentrationen kdnnte hierdurch eventuell ausgeglichen werden.

Anderung des Inklinationswinkels von Tabakblattern sowie der Lichtintensitat

Auch bei Anderung des Blattinklinationswinkels trat eine Anderung der Lichtverhaltnisse ein
(Kap. 7.10.2). Die dem Licht exponierte Flache war um so kleiner, je grof3er der gewahlte Blatt-
inklinationswinkel war. Beztglich der Kohlenhydratgehalte konnte im untersuchten Blatt eine
Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der Lichtintensitét und den Konzentrationen festgestel It
werden. Dieser Befund deckt sich mit dem Befund bel veranderten Lichtintensitéten der Labor-
beleuchtung (Kap. 7.9).

Bel selektiver Verringerung der Lichtintensitét am Untersuchungsblatt traten im Inklinations-
winkel-Experiment jedoch Aufwellungen der Blé&tter auf, die bei homogener Verringerung der
Lichtintensitét fir die gesamte Pflanze nicht zu erkennen waren.
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Die Gehalte der Hexosen in den morphologisch auffaligen Bléttern sowie in den Source-Bléattern
dieser Pflanzen lagen unter 2 pmol/g FG. In der Literatur wird diese Konzentration as ein
Schwellwert angegeben, ab dem die Wuchsrate von untersuchten Maisbléttern erheblich beein-
trachtigt wurde (Kemp 1981). Esist denkbar, dass die starke Reduktion des Mittelrippen-
Zuwachses durch zu niedrige Werte [65licher Kohlenhydrate begriindet war, die sich bevorzugt
auf die Wachstumsaktivitét der Rippe ausgewirkt haben:

Das Absinken der Hexosekonzentration unter eine gewisse Grenze kann Wachs-
tumslimitationen verursachen, die sich zundchst auf die Blattader auswirken.

Eine transiente Unterschreitung dieses Wertes scheint die Blétter dagegen nicht zu schadigen,
konnte aber fur die Phasenlage des Wachstums-Tagesganges von Bedeutung sein: Im Verlauf
des Tagesganges wurden bei den Pflanzen der vorliegenden Arbeit auch unter Standard-
Anzuchtbedingungen (selbst an der Basis der Mittelrippe) Hexosensummen von 2 pumol/g FG oft
unterschritten. Esist denkbar, dass zu gewissen Tageszeiten und an gewissen Stellen des Blattes
ein Hexosen-Mangel zustand auftritt, der zu einer sofortigen oder zeitversetzten Abnahme der
Wachstumsaktivitét fihren kann, die bei nachfolgend wieder erhéhter Verfligbarkeit von Hexo-
sen ebenfalls wieder ansteigt.

10.6 Einfluss von Zug an Rizinusblattern

Bel Rizinus konnte in dlteren, noch wachsenden Bléttern beobachtet werden, dass der Tagesgang
der Stérkekonzentrationen durch das Anlegen von Zugkréften beeinflusst ist: Je hther die aufge-
wendete Kraft ist, desto weniger stark ausgepréagt verlauft der Tagesgang der vorgefundenen
Stérke-K onzentrationen. Setzt man voraus, dass der Abbau des Stérkereservoirs tber Nacht zum
Teil der Energiebereitstellung des Blattes dient, so kénnte es sein, dass bei den nahezu ausge-
wachsenen Bléattern, die hauptsachlich auf ihr eigenes Starke-Reservoir zurlickgreifen, ein gro-
sser Teil dieser Energie durch die externe mechanische Dehnungsenergie ersetzt werden kann.
Hierbel wirde dann interessanterweise keine Herunterregulierung der Stérke stattfinden.
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Nachdem in den vorhergehenden zwei Kapiteln spezielle Wachstumsmuster bzw. Inhaltsstoff-
verteilungen besprochen wurden, die in der vorliegenden Arbeit analysiert werden konnten, be-
schaftigt sich dieses abschliefRende Kapitel der Diskussion mit allgemeinen Regul ationsmecha-
nismen von Wachstumsmustern. Dabei wird die Rolle von Mechanismen verschiedener Organi-
sationsebenen der Pflanze in Bezug zu den vorgestellten Ergebnissen diskutiert. Begonnen wird
dabei mit der Ebene der Biomechanik (Kap. 11.1), anschlief3end werden biophysikalische Ef-
fekte besprochen (Kap. 11.2), die von der L ockhart-Gleichung eingeschlossen werden. Schlief3-
lich wird auf Mechanismen der biochemischen (Kap. 11.3) und der molekul arbiol ogischen Ebe-
ne (Kap.11.4) eingegangen.

11.1 Biomechanik

Das Wachstum von Organen kann nur auf Basis seiner biomechanischen Eigenschaften verstan-
den werden. Da Organe stets aus Geweben verschiedener M aterial el genschaften zusammenge-
setzt sind, kommt es beim Wachstum stets auch zu Effekten, die aus der I nter aktion histolo-
gisch verschiedener Komponenten resultieren.

Die Unterschiede in elastischen Eigenschaften, Verwindungssteifigkeit und Festigkeit der Ge-
webe eines wachsenden Organs fiihren zu Spannungen innerhalb dieses Organes (Green 1980,
Green 1992, Moulia 2000). Diese Spannungen kénnen selbst wiederum Signale innerhalb wach-
sender Gewebe darstellen (Green 1992, Stein et al. 1997). So ist zum Beispiel die verstérkte Ex-
pression von TCH-Genen (touch-genes), die in Folge mechanischer Einfliisse angeschaltet wer-
den, in wachsenden Geweben als Antwort auf gewebeinterne Spannungen zu verstehen (Braam
et a. 1997). Kommt es unter Einwirkung biomechanischer Krafte zur Auspragung einer veran-
derten Morphologie der Pflanze, so spricht man von einer , Thigmomorphogenese' (Jaffe 1973).

Eine Krafteinwirkung kann von der Pflanze jedoch auch durch die Dehnung von Membranen
perzipiert werden, die in der Aktivierung von dehnungsgesteuerten lonenkandl e resultiert. Der-
artige Kande sind z.B. fur Chlor, Kalium sowie Calcium nachgewiesen (Cosgrove und Hedrich
1991). Die Orientierung, mit der ein pflanzlicher Wachstumsprozess auf eine externe Belastung
oder eine Gewebespannung reagiert, wird im nachsten Schritt durch die gerichtete Anordnug
cortikaler Mikrotubuli (Wymer et a. 1996) festgelegt. Diese steuern wiederum den gerichteten
Aufbau von Cellulose-Strukturen (Delmer 1999), die ihrerseits die Richtung des Wachstums
senkrecht zu ihrer Langsorientierung festlegen (Green 1994).

Diese Wirkungskette ist wahrscheinlich auch die biomechanische Grundlage der Synchronisation
von Wachstum verschiedener Flanken eines zylindrischen Organs, das Nutationsbewegungen
vollfihrt. Derartige Phénomene wurden in der vorliegenden Arbeit anhand von Nyctinastien und
Heliotropismen von Blé&tern sowie Circumnutationen von Wurzeln untersucht.

Diese Wirkungskette ist aber nicht nur auf endogene oder rhythmische Prozesse beschrénkt, in
denen ein Wachstumspuls um ein zylindrisches Organ uml&uft, sondern 18sst sich auch auf Pro-
zesse linearer Geometrie anwenden, wie beispiel sweise das Wachstum von Béaumen unter
Windeinfluss (Telewski und Pruyn 1998). Diese wachsen verstérkt in die Richtung des vorherr-
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schenden Windes. Dabei wird zusétzlich eine negative Dosis-Wirkungsbeziehung beziiglich des
L angenwachstums und der Windstéarke festgestellt: Baume verschiedener Arten wachsen um so
schlechter (erfahren einen um so stérkeren thigmomorphogenetischen Effekt), je hoher die Kraft
des Windes ist, dem sie integriert Uber eine gewisse Zeit ausgesetzt sind. Dieses Ergebnis weist
gewisse Analogien zu der Wachstumsreduktion der untersuchten Rizinusblétter bel Fixierungin
die Horizontale auf: Wenn dies ohne adaquate Zugkraft geschieht, resultiert die Krafteinwirkung,
die die Bewegungen in der Senkrechten verhindert in einer Verminderung des Blattflachen-
wachstums in der Waagrechten.

Abschliessend sai zu diesem Themenkomplex noch angemerkt, dass es bei der Untersuchung des
Zusammenspiels von Geweben verschiedener Materialeigenschaften leicht zu Fehlinterpretatio-
nen kommen kann, da es unmdglich ist, die Materialelgenschaften von natirlicherweise verbun-
denen Geweben separat voneinander zu messen.

Dies kann am Beispiel der Interaktion von Epidermis und Zentralgewebe gezeigt werden: Fur
zylindrische Gewebe wird seit langem die moglicherweise wachstumskontrollierende Rolle der
Epidermis diskutiert (z.B. Kutschera 1992). Diese Einschétzung wird meist mit dem Verhalten
von abgetrennten und in der Langsrichtung zweigeteilten Hypokotylsegmenten begriindet, die
sich nach aussen krimmen, was angeblich belegt, dass das innere Gewebe unter stdrkerem Druck
steht als das aussere. Wie jlngst gezeigt werden konnte, beruht die Interpretation der Resultate
dieses Experimentes wahrscheinlich auf falschen Annahmen. Bislang wurde nicht berticksichtigt,
dass es beim Isolieren der Gewebestiicke zu Anderungen der Wasserpotentialverhaltnisse der
verschiedenen beteiligten Gewebe kommt, die nattirlicherwei se andere Werte aufweisen (Peters
und Tomos 2000). Erst durch den Eingriff in das System etablieren sich hier also die Eigenschaf-
ten, die eigentlich am ungestérten System gemessen werden sollten.

Biomechanische Regulationsprozesse sind bislang noch sehr schlecht verstanden, sollten aber in
zukunftigen Untersuchungen intensiv bearbeitet werden. Die raum-zeitliche Analyse auf Basis
der DISP-Methodik konnte hierfir von grof3em Nutzen sein.

11.2 Biophysik

Die biophysikalische Kontrolle pflanzlicher Wachstumsprozesse kann auf zellulérer Ebene durch
die Lockhart-Gleichung beschrieben werden (siehe Kap. 1.2): Wachstum tritt ein, wenn ein
Schwellwert des Turgors erreicht wird und die Zellwand daraufhin expandiert. Dabel sind so-
wohl die Hohe des Schwellwerts, als auch der Turgor, a's auch die Expansibilitét der Zellwand
regulierbare Groéf3en. Ob fir die Ausbildung von dynamischen Wachstumsprozessen Verénde-
rungen des Turgors oder der Zellwand-Expansibilitét eine wichtigere Rolle spielen, ist nicht klar.
Vermutlich kann diese Frage nicht allgemeingtiltig beantwortet werden, da beide Prozesse stets
interagieren und da bei unterschiedlichen pflanzlichen Zellen, Geweben oder Organen unter-
schiedliche Losungen der Regulation realisiert sind. Fir die in der vorliegenden Arbeit betrach-
teten Prozesse an Wachstumszonen intakter Organe wird in der aktuellen Literatur eine Kon-
trolle durch Zellwandeigenschaften favorisiert (Passioura et al. 1992, Cosgrove 1999). Eine
wichtige Rolle des Turgors erscheint unwahrscheinlich.
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Kritik am Konzept der biophysikalischen Regulation des Blattwachstums-T agesganges
durch den Turgor

Die biophysikalische Kontrolle von diurnalen Wachstumserscheinungen wurde in der Vergan-
genheit von vielen Autoren hauptséchlich dem Turgor zugeschrieben (z.B. Davies und Van Vol-
kenburgh 1983). Dabel wurde in der Argumentation oft auf Befunde an Einzelzellen, vor alem
der Alge Chara, zurlickgegriffen (z.B. Proseus et al. 1999). Zwar kdnnen viele Details von
Wachstumskinetiken aus dem Expansionsverhalten von Einzelzellen abgeleitet werden; die Re-
gulation des Wachstums eines komplexen Gewebes wird dadurch aber wohl kaum beschrieben
werden konnen, wie folgende Argumente zeigen:

In verschiedenen Studien wurde nachgewiesen, dass der Turgor einer Pflanze relativ konstant
gehalten wird. So tritt zum Beispiel entlang der Wachstumszone einer Wurzel an jeder Stelle
nahezu derselbe Turgor auf, wéhrend die Wuchsraten héchst unterschiedlich sind (Tomos
und Pritchard 1994).

Der Turgor ist innerhalb einer einzelnen Zelle an jeder Stelle gleich; auch wenn die Zellein
einen komplexen Zellverband eingebettet ist. Innerhab einer im Zellverband befindlichen
Zelle konnen aber sehr wohl unterschiedliche Wuchsraten an unterschiedlichen Positionen
der Zelle festgestellt werden. Besonders deutlich 18sst sich dies bei mikroskopischen Auf-
nahmen an Wurzeln demonstrieren (Brumfield 1942; auch pers. Mitteilung G. Beemster). Da
der Turgordruck einer Zelle keine raumlich differenzierte Regulation des Wachstums bewir-
ken kann, mussen Wachstumsdiffernzen an verschiedenen Positionen entweder in der Zell-
wandstruktur oder im Gewebeverband verursacht werden.

Ein zentrales Argument gegen die hauptséchliche Kontrolle des Blattwachstums-Tages-
ganges durch Turgorvariationen ist das Weiterlaufen des Tagesrhythmus im Dauerlicht. In
der Literatur wird die Meinung vertreten, dass Arten, die ein Wachstumsmaximum wéhrend
der Nacht zeigen, ihre Aktivitéatsverteilung durch eine Erhdéhung des Turgors in der Nacht in-
folge des Schliessens der Stomata regeln (z.B. Taylor und Davies 1985, Bunce 1977, Boyer
1968). In den Dauerlicht-Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
sich sowohl Transpiration (und damit wahrscheinlich auch der Turgor) als auch Assimilation
sofort auf konstante Werte einstellen, wenn von Lichtwechsel- zu Dauerlichtbedingungen
Ubergegangen wird.

Diese Argumentation soll jedoch nicht nahelegen, dass der Turgor in keiner Weise fur die Re-
gulation von Wachstumseffekten verantwortlich gemacht werden kann. Dies wird schon durch
die Messungen der kurzfristigen Wachstumsoszillationen (Kap. 7.4) belegt. In der Literatur ist
zweifelsfrei belegt, dass wahrend schneller Anderungen des Turgors z.B. infolge veranderter
Wasserverfligbarkeit auch direkte Effekte auf die Ausdehnung von Bléttern (Pardossi et a. 1994)
und Wurzeln (Frensch et a. 1994) beobachtet werden.

Auf die regulierende Rolle der Zellwand-Expansibilitét fur den Tagesgang des Wachstums wird
in Kap. 11.4 im Zusammenhang mit den Messungen der Expression des Expansin-Gens NtExpl
eingegangen.
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11.3 Biochemie

Wachstum kann nur aufrecht erhalten werden, wenn die Volumenvergrof3erung eines Organs mit
der Neusynthese von organischer Biomasse einhergeht. Ob die Substanzen, die dabel primér as
Substrate des Wachstums dienen (Kohlenhydrate, Aminosauren, Nahrsalze) auch regulatorische
Funktion fur das Wachstum tbernehmen kénnen, ist eine in der aktuellen Literatur intensiv dis-
kutierte Frage. Wie in Kap. 9 und 10 bereits verschiedentlich erwadhnt wurde, wird vor allem Ni-
trat bei der Regulation von Wachstum eine hohe Bedeutung beigemessen. Zum Teil werden die-
sem Inhaltsstoff in der Literatur sogar die Eigenschaften eines Wachstumshormons zugespro-
chen (Trewavas 1983).

Die putativ regulierende Funktion verschiedener in der vorliegenden Arbeit untersuchter Inhalts-
stoffe wurde in Kap. 9 und 10 bereits fir die speziellen Wachstumsmuster ausfuhrlich diskutiert.
Dabel wurden fur Glucose (auch Fructose) und Glutamin eine Reihe von Korrelationen mit
Wachstumsmustern festgestellt, die auf eine eventuelle regulatorische Funktion dieser Substan-
zen hindeuten. Auch in der Literatur wird fr verschiedene Pflanzenarten Uber eine Korrelation
zwischen den Gehalten von Aminosauren und l6slichen Zuckern mit den Blattwuchsraten be-
richtet (Buysse et al. 1996; Buysse und Merckx 1995). Dartiber hinaus konnte durch Versuchs-
ansitze mit transgenen Pflanzen gezeigt werden, dass eine Anderung im Tagesgang der Kohlen-
stoff-Allokation zu einer Anderung des diurnalen Wachstumsmusters von Pflanzen fiihren kann
(Kehr et a. 1998).

Es wére daher glnstig, in zukinftigen Studien verstérkt Untersuchungen genetisch veranderter
Pflanzen durchzufihren, um schitissigere Aussagen Uber Regulationsketten zu gewinnen, als dies
mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Wildtyp-Pflanzen moglich war.

11.4 Molekularbiologie

Auf molekularbiologischer Ebene wurde im Kontext der vorliegenden Arbeit ausschliefdlich die
Expression des Expansin-Gens NtExpl untersucht, da dieses Enzym die Zellwand-Expansibilitét
mal3geblich beeinflusst und die Zellwandexpansibilitét den aussichtsreichsten Kandidaten der
biophysikalischen Regulation des Wachstums-Tagesganges darstellt. Diese Untersuchungen
sollten in zukinftigen Arbeiten durch Messungen von Aktivitaten und Expansin-Mengen ergénzt
werden. Zusétzlich sollen auch andere molekulare Parameter in die Analysen mit einbezogen
werden.

Die durchgefuihrten Northern-Analysen von NtExpl zeigen einen Tagesgang der Expression, der
demjenigen des Blattwachstums sehr dhnlich ist (Kap. 7.2.6). Dies weist darauf hin, dass der Ta-
gesgang im Blattwachstum mit der Expression dieses Gens sowie der Expansibilitét der Zell-
wand korreliert ist:

Die Expression von Expansin ist eine wichtige regulatorische
Komponente des Blattwachstums-Tagesganges
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Um eine geschlossene Argumentation hinsichtlich der Regulation des Wachstums-Tagesganges
durch die Expression eines Gens aufzubauen, fehlen jedoch noch viele Bindeglieder. Beispiels-
weise muss der ER-vermittelte Export des Genprodukts an seinen Wirkungsort beztiglich seiner
Intensitét und Dynamik ebenso noch untersucht werden wie die Abundanz und die Komparti-
mentierung des zugehoérigen Proteins. Zu dieser Thematik wurden bisher in keiner anderen Ar-
beitsgruppe Untersuchungen angestellt (pers. Mitteilung D. Cosgrove).

Aus der Literatur ist allerdings bekannt, dass Pflanzen, bei denen eine Uberexpression von Ex-
pansin und damit eine konstant verminderte Expansibilitédt erreicht werden konnte, Gber l[angere
Zeit kein eindeutig verstérktes Wachstum zeigten (Cho und Cosgrove 2000). Eine erhéhte Pro-
duktion von Expansin kann also lediglich Uber eine gewisse Zeit hinweg (z.B. Uber einige Stun-
den wahrend des Maximums des Tagesganges im Blattwachstum) ein wirksamer Mechanismus
der Steigerung der Wuchsrate sein.

Wie kann der Wider spruch zwischen der zeitlichen und rédumlichen Expressionsverteilung
von Expansin erklart werden?

Die zeitliche Verteilung der Expression zeigt eine positive Korrelation mit den Wuchsraten: Zu
Zeiten, an denen das Blatt stark wéchst, wird eine besonders grof3e Menge des Genproduktes ex-
primiert. Diese Aussage trifft auf die raumliche Verteilung der Expression nicht zu: Weder wird
in Blattstockwerken von hoher Wuchsrate eine hthere Expression gefunden als in Bléttern aus-
differenzierterer Blattstockwerke, noch wird in der Blattbasis eine stérkere Expression detektiert
alsin der schwécher zuwachsenden Blattspitze.

Ein denkbarer Erklarungsansatz hierfir konnte sein, dass bei der zeitlichen Verteilung der
Expression des untersuchten Expansin-Gens ein und dassel be Gewebe betrachtet wird; bel der
réumlichen Verteilung werden dagegen in ihrer Entwicklungsstufe verschiedene Gewebe be-
trachtet. Diese konnten im Verlauf ihrer Entwicklung ihre , Suszeptibilitét' (Wu et a. 1996) fir
die Zellwand-erweichende Wirkung von Expansin verandert haben.

Bel Studien an Wurzeln wurde festgestellt, dass auch die Suszeptibilitét einer Zellwand fur Ex-
pansin reguliert sein kann (Wu et a. 1996; Wu und Cosgrove 2000). Die Suszeptibilitét fur Ex-
pansin konnte daher ein entscheidender Faktor fur die Regulation der Beendigung von Wachs-
tumsvorgangen des Blattes sein; sei esim Tagesgang oder auf einer grof3eren zeitlichen Skala.
Seit langerem wird in der Literatur diskutiert, ob der Verlust der Suszeptibilitét fir sdureindu-
zierte Zellwandlockerung der Grund fir die Einstellung von Wachstumsvorgangen ist (Van Vol-
kenburgh et al. 1985). Als Mechanismus der saureinduzierten Zellwandlockerung wird heute die
Wirkung von Expansinen vorgeschlagen. Sollte die Suszeptibilitét fir expansinvermittelte Deh-
nungsvorgange im Verlauf der Blattentwicklung sinken, konnte ein Absinken der Wachstumsak-
tivitét dadurch eingeddmmt werden, dass die Expression von Expansin tber einen gewissen Zeit-
raum hinweg von der Pflanze eher gesteigert a's abgesenkt wird.

Falls ein derartiger Mechanismus existiert, konnte er erkléren, wieso in der vorliegenden Arbeit
in Basis und Spitze trotz ihrer Entwicklungsdifferenz vergleichbare Expression registriert wurde.
Ebenso konnte begriindet werden, dass in noch zuwachsenden, dteren Bléttern tieferer Stock-
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werke eine hthere Expansin-Expression vorgefunden wird als in jingeren Bléttern hoherer
Stockwerke mit htheren Wuchsraten. Daraus ergibt sich folgende Hypothese:

In Blattern sinkt die Suszeptibilitét der Zellwand fur
Expansin im Verlauf der Entwicklung ab.

Abschliessend sei noch einmal ausdriicklich darauf hingewiesen, dass

a) eine Vielzahl weiterer Expansin-Gene existiert, die unterschiedliche Rollen in verschiedenen
Geweben und Entwicklungszusténden der Zelle spielen (Cosgrove 2000) und dass

b) Expansin bei weitem nicht die einzige Komponente der Regul ationsmechanismen der Zell-
wand-Expansibilitét darstellt. Neben der seit |éngerer Zeit untersuchten Wirkung von Xylo-
glucan-Endo-Transglycosylasen, die das Xyloglucan-Netzwerk der Zellwand beeinflussen
(Pritchard et a. 1993, Xu et al. 1995, Campbell und Braam 2000), wird in jingerer Zeit auch
die Bedeutung wachstumshemmender M echanismus hervorgehoben. Beispiel sweise konnte
jungst gezeigt werden, dass der Einbau von XXFGol, einem Xyloclucyan-Derivat, in die
pflanzliche Zellwand (Warneck et al. 1998) inhibierend auf deren Erweichbarkeit wirkt.
Auch die regulatorische Wirkung von Peroxidasen (Chen und Schopfer 1999) zur Regulation
des sdureinduzierten Zellwachstums wird diskutiert.
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12 Zusammenfassung

Wachstum — die irreversible Volumenzunahme eines Organs oder Gewebes —ist ein raum-
zeitlich hochst dynamischer Prozess, der fur Pflanzen von vielgestaltiger Bedeutung ist.

Wachstumsmuster der untersuchten Wurzeln und Bléatter konnten mit einer erstmals ereichten
Genauigkeit auf einer Zeitskala von Minuten bzw. einer Ortsskala von unter einem Millimeter
automatisiert gewonnen und interpretiert werden. Dies gelang durch den Einsatz einer innovati-
ven Bildverarbeitungsmethode (DI SP-Methode), die im Verlauf dieser Arbeit in den botanischen
Praxisbetrieb tberfuhrt wurde. Die Messungen fuhrten auf verschiedenen pflanzenregul atori-
schen Ebenen zu grundlegend neuen Erkenntnissen.

Bei Wurzeln von Mais konnte ein zweigipfliges Maximum der Wachstumsverteilung detektiert
werden, dessen Entstehung moglicherweise auf die Staffelung der raum-zeitlichen Differenzie-
rung von Geweben zuriickzufiihren ist. Ein konstanter diurnaler Verlauf des Wachstums zeigte
sich fur die Aktivitét der integriert betrachteten Wachstumszone. Circumnutatorische Wachs-
tumsbewegungen wurden registriert, deren Periodenldngen von der externen Nahrstoff-
Verfugbarkeit abhingen. Fir die untersuchten Inhaltsstoffe wurden keine Tagesgange der Kon-
zentrationsverteilungen festgestellt. Bei veranderter externer Nahrstoff-Verfligbarkeit zeigte sich
ein unterschiedlicher Glutamingehalt im Apikalmeristem sowie eine veranderte Wuchsraten-
verteilung innerhalb der Wachstumszone. Die Uberwiegende Zahl der Inhaltsstoffe wurde jedoch
weder in Konzentration noch Deposition stark von der externen Nahrstoff-Verfligbarkeit beein-
flusst. In Umgebungen unterschiedlichen pH-Wertes zeigten sich dagegen verénderte Gehalte
von Calcium und Magnesium (bel unveradnderter Wuchsratenverteilung). Bei Temperaturerh6-
hung konnte eine umgehende Steigerung der Wuchsrate vor allem im Aktivitatszentrum der
Wachstumsverteilung beobachtet werden.

Bel Blattern von Tabak und Rizinus konnte im Gegensatz zu den Wurzeln ein Tagesgang der
Wachstumsaktivitdt mit einem Maximum am Nacht-Tag-Ubergang nachgewiesen werden. Die-
ses Wachstumsmuster stellt wahrscheinlich einen circadianen Rhythmus dar, der selbst in iso-
lierten Blattscheiben im Dauerlicht weiterlauft. Das Maximum des Tagesganges kann durch dif-
ferentielle Temperierung von Spross und Wurzel verlagert werden. Eng mit der zeitlichen Akti-
vitétsverteilung des Wachstums war die Expression eines a-Expansin-Gens (NtExpl) korreliert.
Die Erweichbarkeit der Zellwand scheint daher von entscheidender Bedeutung fur die Regulati-
on des Tagesganges zu sein. Kurzfristige Wachstumserscheinungen einer Dauer von wenigen
Minuten, die die Fahigkeit der Zellwand zur Re-Etablierung eines Wachstumszustandes charak-
terisieren, treten beim Wechsel von Licht und Dunkelheit auf und kénnen auf Turgorénderungen
zurlickgefuihrt werden. Festgestellte nutatorische und nyctinastische Bewegungen des Blattes
sind Ausdruck differentieller Wachstumsaktivitét, die wahrscheinlich der Synchronisation zel-
lul&ren Wachstums an unterschiedlichen Flanken der Blattader dient. Die hierbei auftretenden
Kréfte konnen durch externe Kréafte ersetzt werden. Im Blatt kommt es zu starken Tagesgangen
vieler Inhaltsstoffkonzentrationen. Vor allem Glucose und Fructose konnten Einfluss auf die
Triggerung von Wachstumsprozessen haben sowie dartiber hinaus von Bedeutung fur das balan-
cierte Wachstum von Ader und Intercostalfeld sein.



212



213

13 Ausblick

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit konnte eine grosse Anzahl von Hypothesen formuliert wer-
den, die esin den kommenden Jahren in Versuchsansédtzen zu Uberprifen gilt. Vorzugsweise ist
dabel eine gleichzeitige M essung von Wachstumsaktivitdten und anderen Parametern der
Pflanze anzustreben. Die Resultate der vorliegenden Arbeit lassen folgende Untersuchungen als
besonders interessant erscheinen:

Die lokalisierte Aufnahme von lonen aus der Nahrlosung in die Wurzel hinein kann mit Hilfe
von ionenspezifischen Mikroelektroden tberpriift und mit den durch die DISP-Methodik ver-
messenen Wachstumsmustern der Transversal-Oszillationen korreliert werden.

Anatomische Studien zur Zelldifferenzierung in der Wurzel sind unabdingbar, um die Rolle der
Differenzierung von Phloem und Xylem fir die Auspragung des Wachstumsmaximums in der
Wurzel zu untersuchen. Hierfur wéren sicher auch Analysen verschiedener molekularbiol ogisch-
biochemischer Einflussgrof3en, wie etwa der Invertase-Aktivitét, gewinnbringend.

Ein wichtiger Versuchsansatz ist die Reportergenanalyse mit Hilfe von bildverarbeitenden
Methoden. Die Expression von GFP kann in vivo durch optische Signale quantifiziert werden.
Daher wird es bald mdglich sein, auch molekularbiol ogische Prozesse mit Hilfe von Bildanaly-
setechniken am lebenden Objekt studieren zu konnen. Transiente Expressionsmuster von GFP-
gekoppelten Proteinen (z.B. Chytilova et al. 1999) gleichzeitig zur Vermessung von Wuchsraten
zu studieren, wirde einen immensen Erkenntnisgewinn fr verschiedenste Fragestellungen be-
deuten, sei esim Hinblick auf regulatorische Prozesse der Zellteilung oder des pflanzlichen
Metabolismus.

Die Auswirkungen der tageszeitlichen Variation von Kohlenhydraten auf das Wachstum
konnten mit Hilfe von transgenen Pflanzen, in denen z.B. die Stérkesynthese unterdriickt ist,
besser studiert werden.

Weitere Untersuchungen der Expansin-Regulation beztglich der intrazellul&ren Kompartimen-
tierung, der Aktivitdt am Wirkungsort (in der Zellwand), sowie unterschiedlicher [soformen
muissen durchgefuhrt werden, um Klarheit Uber die Rolle der Zellwand fir die Ausprégung von
Wachstumsrhythmen zu erlangen.

Biomechanische Anaysen von Bléttern und deren Gewebeeigenschaften sind dringend not-
wendig, um zu einem besseren Verstandnis von Wachstumsmustern zu kommen. Uber die
Biomechanik von Pflanzen ist bislang nur sehr wenig bekannt. Hier kbnnte ein erster Versuchs-
ansatz die Registrierung der Dynamik der Mittelrippenkrimmung von Bléttern sein, nachdem
(zu verschiedenen Zeitpunkten des Tages) die angrenzenden Intercostalfelder entfernt wurden.
Dadurch kénnte ein Tagesgang der Gewebespannung erhalten werden.

Um den Einfluss des Turgors auf Wachstumseffekte zu kléren, wére es notwendig, wahrend lau-
fender DISP-Messungen den Turgor mit einer Zelldrucksonde parallel zu analysieren.

Die Rolle der Variation der stomatéren Leitfahigkeit fir die Regulation von Wachstum kénnte
erfasst werden, indem DISP-Messungen mit thermografischen Bildanalysen gekoppelt werden,
die eine flachig aufgel 6ste Messung der Wasserverdunstung auf dem Blatt erlauben.
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Die Rolle verschiedenster Wachstumselicitoren, wie etwa Phytohormonen, konnte mit Hilfe des
Blattscheibensystems getestet und quantitativ untersucht werden. Dieses System birgt aufgrund
seiner reduktionistischen Natur allgemein ein sehr grosses Analysepotential in sich.

Messungen des Transports im Fernleitungssystem konnten mit Wuchsanalysen verknuipft wer-
den, um mehr Uber die Interaktion von Spross und Wurzel zu erfahren.

Das gesamte Potential der Variabilitét von Wachstumsmustern kénnte unter dem Einfluss
hochgradig variierender externer Parametern erfasst werden. Hierfr wére eine Reihe von denk-
baren Experimenten im Freiland sinnvoll.

Umgekehrt ist die statistisch fundierte Erfassung intraspezifischer und interspezifischer Vari-
abilitéten, speziell im Bereich der Inhaltsstoffmessungen, eine absolute Notwendigkeit, um
beziiglich feiner aufgel 6ster Messungen zu signifikanten Aussagen zu kommen.

Fur die Untersuchung vieler der angesprochenen Punkte wére eine weiter e methodische Ver-
besserung der DI SP-Analysetechnik wiinschenswert. Diesbeziglich wéren vor allem die fol-
genden Punkte zu nennen:

Eine Steigerung des Durchsatzes von Pflanzen, die wahrend einer Aufnahme untersucht werden
konnen, wére besonders gewinnbringend. Esist denkbar, dass V erschiebetischaufbauten eine
gleichzeitige Vermessung mehrerer Dutzend Pflanzen (Blé&tter, Blattscheiben oder Wurzeln) mit
einer Kamera erlauben. Fir ein kontrolliertes Verschieben der Kameraposition steht geniigend
Zeit zwischen den einzelnen Aufnahmen zur Verfligung; die eigentliche Messzeit ist gering;
zwischen zwel Messungen kénnen mehrere Minuten liegen.

Im Hinblick auf kleinrdumigere Analysen wére es besonders niitzlich, das Schicksal von Einzel-
zellen im Gewebeverband zu studieren. Hierfir wére lediglich eine durch die Bewegung von
Grauwertmustern des Blattes getriggerte Verschiebung der Kameraposition notwendig, wie sie
im Wurzel beobachtungsaufbau bereits wahrend der vorliegenden Arbeit realisiert werden kon-
nte. Mit Hilfe dieser Technik kénnte es dann auch gelingen, die unterschiedliche zeitliche Dy-
namik der cytologischen Entwicklung wahrend der Zellstreckung von Blatt- und Wurzel zellen
zu analysieren.

Zwei weitere methodische Verbesserungen, die nicht weit entfernt liegen, sind die Online-
Analyse der Bildsequenzen, mit deren Hilfe auch fleckenhaft verteilten Grofen in aussagekréfti-
ger Art und Weise beprobt werden kénnten, sowie die Vermessung unfixierter, frel wachsender
Organe, beispielsweise mit Hilfe der Streifenlichtprojektor-Methode.

Wenn die angesprochenen Entwicklungen Realitét werden, konnte die Analyse von Wachs-
tumsmustern fir die Pflanzenphysiologie einen sehr hohen Stellenwert einnehmen.

Aufgrund des offenen Bauplans der Pflanzen zeigen sich viele ihrer Regulationskaskaden durch
Wachstumsmuster an ihrer Oberflache. Diese zu entziffern ist einerseits aufgrund der Kom-
plexitét und Vernetztheit der pflanzlichen Wirkungsweise eine ungeheuer schwierige Herausfor-
derung, andererseits aber auch ein spannendes Gebiet, in dem es viele offene Fragen gibt, die
darauf warten, beantwortet zu werden.
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