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Vorbemerkungen zur Online-Ausgabe 2019:
Vom Chaos zur Ordnung

Die Biologie unterscheidet sich von den anderen Naturwissenschaften
(Physik, Chemie, Geologie) dadurch, dass die Untersuchungsobjekte der
,,Lebenswissenschaftler” — Organismen genannt — zu variablen Populationen
zusammengeschlossen sind. Daraus folgt, dass der Biologe mit Kollektiven
sich voneinander unterscheidender Lebewesen arbeitet. Kurz formuliert: In
den Biowissenschaften z3hlt das Individuum nicht; Aussagen werden in der
Regel iiber abstrakte Mittelwerte variabler Fortpflanzungsgemeinschaften
getroffen. Die Variabilitdt (Syn. Diversitdt) zwischen den Individuen von
Pflanzen, Tieren und Mikroben ist die Voraussetzung fiir die organismische
Evolution: Nur jene Individuen innerhalb heterogener Kollektive von
Organismen iberleben und pflanzen sich fort, die zufallsbedingt iiber
»Umwelt-passende” Eigenschaften verfiigen.

Die biologische Verschiedenheit der Individuen wird bei komplex
gebauten Organismen {iber die zweigeschlechtliche Fortpflanzung (sexuelle
Reproduktion), kombiniert mit erblichen Mutationen, herbeigefiihrt.
Weiterhin gibt es die umweltabhingige Variabilitit, welche ebenfalls zur
Verschiedenheit der Organismen beitragt.

In dieser Praktikumsanleitung wird, erginzend zum Lehrbuch
Physiologie der Pflanzen 2019, die biologische Variabilitit vorgestellt und,
anhand einfacher Modellversuche zum ,eigenhdndigen Nachmachen®
angeregt. Diese Experimente liefern dem Studenten ein Grundverstandnis fur
alle Teilgebiete der Biologie, da das zugrundeliegende ,,Diversitits-Problem*
iiberall in Erscheinung tritt.

Die Praktikumsteilnehmer bekommen vom Kursleiter ein ,,Chaos®
vorgesetzt, d.h. Dosen mit jeweils 50 heterogenen Keimpflanzen; sie
schaffen daraus, iiber entsprechende statistische Verfahren, ,,Ordnung®, d. h.
ein Histogramm (Verteilungsfunktion), mit errechnetem Mittelwert und
Standardabweichung. Alle weiterfiihrenden Experimente im Grundpraktikum
basieren auf diesem in Kapitel 3 dargelegten Basis-Versuch, den man als
»Schliissel zum Verstindnis der biowissenschaftlichen Denk- und
Arbeitsweise® bezeichnen kann.

U. Kutschera, Februar 2019





















































































































































































































































































































Wirkung von Licht auf die Entwicklung der Pflanze 99

strategien stellen Anpassungen des Organismus an den Umweltfaktor Licht dar. Die
Skotomorphogenese dient dazu, die SproBspitze so bald wie méglich an das Licht zu
bringen (Investition in rasches Wachstum der SproBachse unter Verbrauch der Speicher-
stoffe), withrend die Photomorphogenese als Vorbereitung auf die photoautotrophe
Entwicklungsphase interpretiert werden kann (Investition in Blattwachstum; Ausbil-
dung des Photosyntheseapparates). Die Photomorphogenese (Gestaltbildung im Licht)
verlduft unabhingig von der Photosynthese und wird durch Sensorpigmente vermittelt
(im roten Spektralbereich absorbierende Phytochrome und im Blau/UV-Bereich ab-
sorbierende Cryptochrome). Die Pflanzen ,,sehen” somit rotes und blaues Licht, wiih-
rend sie fiir den mittleren Spektralbereich (griin) weitgehend ,,blind” sind. In der Natur
sind die Pflanzen dem Tag/Nacht (Licht/Dunkel)-Rhythmus und - je nach Standort —
der Beschattung durch die umgebende Vegetation ausgesetzt. Photo- und
Skotomorphogenese sind somit Entwicklungsstrategien, die in Abhéingigkeit von den
Lichtverhéltnissen im Leben der Pflanze alternativ zur Auspragung kommen konnen.

A. Zweikeimbliittrige Pflanze

Die Photomorphogenese der typischen zweikeimblittrigen (dicotylen) Pflanze wurde
insbesondere an Senfkeimlingen (Sinapis alba) und beim Acker-Schmalwand
(Arabidopsis thaliana) erforscht. Beide Versuchsobjekte sind aufgrund ihrer geringen
GroBe zur Veranschaulichung und Quantifizierung der Grundphéinomene fiir
Anfingerpraktika wenig geeignet. Wir verwenden daher die relativ grolen Keimlinge
der Sonnenblume. Die Keimpflanzen werden in Plastikdosen in feuchtem Vermiculit
angezogen. Beide Versuchsansitze stellen wir in eine Dunkelkammer; am 3. d nach
Aussaat wird eine Anzuchtdose kontinuierlichem Dauer-Weillicht (WL) ausgesetzt

Abb. 9.7: Wirkung von Weifllicht (WL) auf die Entwicklung der Sonnenblume. Keimlinge, die
fiir 2 d (A) und fiir 6 d (B) in Dunkelheit gehalten wurden (Skotomorphogenese). Keimpflanzen,
die fiir 3 d in Dunkelheit wuchsen und danach fiir 3 d (C) bzw. 4 d (D) mit WL bestrahlt wurden
(Photomorphogenese). (Zeichnung: A. GERDEs.)
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(Photonenfluf} > 100 pmol - m? - s), die zweite bleibt in Dunkelheit (Kontrolle). Beide
Gruppen von Keimlingen sollten bei derselben Temperatur gehalten werden (25 +
0,5 °C), so daB nur der Umweltfaktor Licht variiert ( WL). Nach 5 — 7 d werden
mittelgroBe Keimlinge (= WL) vorsichtig dem Vermiculit entnommen und in einer
Schale mit Wasser so lange gewaschen, bis die Wurzeln von anhaftendem Vermiculit
befreit sind (Zeichnungen anfertigen, s. Abb. 9.7). Die Merkmale der Keimlinge wer-
den in Form einer Tabelle zusammengestellt. Dunkelheit: Hypocotyl lang, instabil,
gelb, Haken bis 5. d geschlossen, ab 6. d meist offen; Cotyledonen eingefaltet, gelb;
Seitenwurzeln kurz; Weiflicht: Hypocotyl kiirzer, kriftig, stabil, griin, Haken getffnet;
Cotyledonen griin, entfaltet, Epicotyl mit Primérblittern sichtbar; Seitenwurzeln aus-
gewachsen.

Danach erfolgt eine quantitative Analyse. Wurzeln, Hypocotyl und Cotyledonen wer-
den mit einer Rasierklinge voneinander isoliert. Wir bestimmen die Frisch- und Trocken-

Abb. 9.8: Wirkung von
WeiBlicht (WL) auf die
Entwicklung des Roggens.
Keimlinge, die fiir 3, 5 und
7 d in Dunkelheit (D) ge-
halten wurden (A)
(Skotomorphogenese).
Keimpflanzen, die fiir 3 d
in Dunkelheit wuchsen
und danach fiir 2 bzw. 4 d
mit WL bestrahlt wurden
(B) (Photomorphogenese).
(Zeichnung: A. BETTE.)
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massen der Organe und vergleichen sie miteinander (s. Kapitel 5.1). Resultat: In Dun-
kelheit wird bevorzugt in das Hypocotyl ,.investiert” (— Erreichen des Lichts), wih-
rend in WL die Entfaltung und Ergriinung der Cotyledonen sowie die Etablierung ei-
nes umfassenden Wurzelsystems im Vordergrund stehen (— Photosynthese, Wasser-
und Ionenaufnahme, stabile Verankerung des Kormus im Substrat). Ab dem 6.Tag nach
Aussaat sterben die Sonnenblumenkeimlinge in Dunkelheit ab. Die Reservestoffe sind
dann vollstdndig verbraucht, d.h. der Keimling ,,verhungert” in Abwesenheit von Licht.

B. Einkeimblittrige Pflanze

In die Klasse der einkeimblittrigen Bedecktsamer gehort u.a. die Familie der Griser
(Poaceae oder Gramineae). Wir wollen uns hier auf die 6konomisch wichtigen Getreide-
pflanzen beschridnken und an diesem speziellen Beispiel die Photomorphogenese der
einkeimblittrigen (monocotylen) Pflanze studieren. Eine besonders rasch wachsende
Getreidepflanze ist der Roggen (Secale cereale). Karyopsen werden fiir 10 min in Wasser
vorgequollen und dann in Plastikdosen in feuchtem Vermiculit angezogen. Die Keim-
linge werden wie oben besprochen fiir 3 d in Dunkelheit gehalten. Ein Ansatz wird ab
dem 3. d nach Aussaat mit kontinuierlichem WeiBlicht (WL) bestrahlt, der zweite bleibt
als Kontrolle im Dunkelschrank. Am 5. — 7. d nach Aussaat erfolgt die Auswertung,.
Die gewaschenen Keimpflanzen (+ WL) werden zunichst gezeichnet (Abb. 9.8). Da-
nach werden die Merkmale tabelliert. Dunkelheit: Koleoptile (Schutzhiille des Primér-
blattes) gelb, lang; zwischen der Karyopse und dem Ansatz des Primérblattes (1. Kno-
ten) ist ein langgestrecktes Organ ausgebildet, das als Mesocotyl (,,Halmheber”) be-
zeichnet wird; das gelbe (z.T. rotliche) eingerollte Primiirblatt setzt oberhalb des 1.
Knotens an und hat die réhrenférmige Koleoptile durchbrochen; 5 Keimwurzeln; die
Pflanze ist instabil und kippt um. Weiflicht: Koleoptile oberhalb der Leitbiindelregion
ergriint, kiirzer als in Dunkelheit; Mesocotyl kurz; oberhalb des 1. Knotens setzt das
Primérblatt an (Blattscheide und -spreite sind durch eine Region, die als ,,Knick” be-
zeichnet wird, getrennt; Primérblattscheide mit Haarbiischel); Spreite des Primiirblattes
griin und entrollt; das 1. Folgeblatt ist sichtbar; am 7. d nach Aussaat knickt das Primér-
blatt ab (Spreite entfaltet); 5 Keimwurzeln; die Pflanze ist stabil und steht aufrecht.

Die quantitative Auswertung erfolgt mit Hilfe einer mm-Skala (Lineal). Nach Zer-
schneiden der Keimlinge werden die oberirdischen Organe vermessen (Linge des
Mesocotyls, der Koleoptile, des Primiér- und 1. Folgeblattes). Resultat: In Dunkelheit
sorgt das lange Mesocotyl (,,Halmheber™) dafiir, daB der 1. Knoten moglichst nahe zur
Erdoberfldche gebracht wird. Das Primérblatt bleibt eingerollt (— Wachstum in Rich-
tung des Sonnenlichts). Nach Bestrahlung mit WeiBlicht wird das Wachstum des ,,Halm-
hebers” unterdriickt; Primér- und 1. Folgeblatt entfalten sich und ergriinen (— Photo-
synthese, Etablierung einer stabilen Pflanze).

Wie entsteht aus dem de-etiolierten (ergriinten) Roggenkeimling eine Getreide-
pflanze? Die Koleoptile stirbt bald ab und vertrocknet. An der Basis der Primérblatt-
scheide, die den 1. Knoten umbhiillt, wachsen Kronenwurzeln aus, die zur lateralen
Verankerung der jungen Pflanze beitragen. Wenn wir den Haupttrieb einer jungen
Roggenpflanze (~ 6 Wochen alt) in Lingsrichtung durchschneiden, kénnen wir sehen,
daf alle tibereinanderliegenden Blattscheiden einen Hohlraum bilden, in dem simtli-
che Organe der Pflanze bereits angelegt sind: Blitter, Halm, Bliite. Der Halm ist in
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Knoten und 6 Internodien gegliedert, die sich im Friihjahr nacheinander (von unten
nach oben) strecken, wodurch das gipfelstindige Ahrchen emporgehoben wird. Dieses
intercalare (eingeschaltete) Wachstum einzelner Halmglieder (Internodien) kann bei
allen Vertretern der Griser beobachtet werden. Neben dem Haupttrieb werden wih-
rend der Entwicklung zahlreiche Seitentriebe gebildet (Bestockung der jungen Getreide-
pflanzen): aus den Einzelpflanzen entsteht somit ein geschlossener Rasen.

9.6 Plastische und elastische Zellwand-Deformation in
wachsenden Koleoptilen

Zur Analyse des Mechanismus der Zellstreckung ist die Graskoleoptile ein bevorzug-
tes Versuchsobjekt, da dieses Organ ab dem zweiten Tag nach Aussaat (Ldnge > 10
mm) ausschlieBlich durch Expansion der Zellen wichst. Die Léngenzunahme des Or-
gans wird somit durch Streckung der vorhandenen Zellen hervorgebracht. Wir hatten
die turgorgetriebene Zellstreckung als eine durch Wasseraufnahme verursachte irre-
versible Volumenzunahme definiert, wobei die lasttragenden Zellwiinde plastisch (ir-
reversibel) gedehnt werden. Daraus folgt, dafl nur die plastische Deformation (irrever-
sible Langenzunahme) des Organs als Wachistum bezeichnet werden kann, wihrend die
elastische Deformation (reversible Komponente) die Turgordehnung der Zellen repri-
sentiert. Wir wollen ein einfaches Experiment zur Quantifizierung der plastischen (ir-
reversiblen) und elastischen (reversiblen) Zellwand-Dehnung in wachsenden Koleoptilen
des Roggens (Secale cereale) durchfiihren.

Als Versuchspflanzen verwenden wir in Dunkelheit (D) angezogene etiolierte Keim-
linge (s. Abb. 9.8 A), z.B. 2,3,4 und 5 d alte Versuchspflanzen. Die Koleoptile wird mit
einer Rasierklinge an der Basis abgeschnitten und vom eingeschlossenen Primérblatt
abgezogen. Mit einer mm-Skala (Lineal) wird die Gesamtlinge des turgeszenten Or-
gans (1) bestimmt (Mefgenauigkeit: + 0,5 mm). Danach werden die Koleoptilzylinder
in eine Petrischale gelegt und bei — 20 °C eingefroren (Proben fiir 30 min in ein Kiihl-
fach stellen). Die aufgetauten, turgorlosen Koleoptilen werden auf eine Glasplatte ge-
legt und erneut vermessen (irreversible Linge) (2). Aus der Differenz Gesamtlinge

Abb. 9.9: Bestimmung der irreversiblen (plastischen) und
reversiblen (elastischen) Lingenzunahme wachsender
Koleoptilen (Roggenkeimling, 3 d nach Aussaat).
Turgeszente Koleoptile (Gesamtlidnge) (1). Nach Einfrie-
1 2 ren/Auftaven wird die Linge des turgorlosen Organs ge-
messen (irreversible Linge) (2). Differenz (1) — (2) = ela-
stische Turgordehnung der Zellen.
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(turgeszent, 1.) — irreversible Linge (turgorlos, 2.) kann die elastische Dehnung ermit-
telt und in % der Gesamtlinge umgerechnet werden.

Beispiel (Durchschnittsldngen in mm):

2dD: Gesamtldnge (1) : 20,2 Irrev. Linge (2) : 17,3

3dD: ” : 454 ” © 402

4dD: ” : 64,8 ” : 60,8

5dD: ” : 68,0 ” : 674

Aus diesen Daten folgt, daBl die irreversible Linge bis zum 4. d mit nahezu linearer
Rate ansteigt und danach nur noch geringfiigig zunimmt (= plastische Zellwand-De-
formation, d.h. Wachstum). Die elastische Dehnung ist in wachsenden Koleoptilen
relativ groB (2, 3und 4 d D: 14, 11 und 6 %); im ausgewachsenen Organ ist sie gering
(5 d D: 1 %). Der Wachstumsstop (4. — 5. d nach Aussaat) ist offensichtlich mit Ande-
rungen in den mechanischen Eigenschaften der Zellwinde verbunden (Verlust der
Turgordehnung der Zellen).

9.7 Mitoseindex im Basalmeristem des Primirblattes von
Getreidekeimlingen

Das von der Koleoptile umschlossene Primérblatt des Graskeimlings ist ein geeigne-
tes Objekt zur Lokalisation und Charakterisierung des Meristems eines wachsenden
Organs. Wir verwenden 3 d alte etiolierte Roggenkeimlinge (Secale cereale) (s. Abb.
9.8 A) und trennen das réhrenférmige Primérblatt von der Koleoptile. Das Meristem
des Organs ist auf die Blattbasis begrenzt (~ 4 — 5 mm-Region oberhalb des 1. Kno-
tens) (Zell-Reproduktion). Die gebildeten isodiametrischen Zellen ,,durchwandern®
die Streckungszone und erreichen in der oberen Organhilfte ihre Endlénge. In der
Differenzierungszone kommt es zu einer Verdickung und mechanischen Stabilisie-
rung der Winde der ausgewachsenen Zellen (Abb. 9.10). Die im Basalmeristem lie-
genden Zellen durchlaufen den Zellzyklus (Interphase/Mitose/Cytokinese). Wir wollen

Abb. 9.10: Lokalisation des I
Basalmeristems im Primérblatt 1 *
eines 3 d alten etiolierten _
Roggenkeimlings (oben).
Quetschpriiparate, Anfarbung der
Kern-DNA nach FeuLGeN (un-
ten). 1 = Basalmeristem, 2 =
Streckungszone, 3 = Differen-
zierungszone. P = Prophase, M
= Metaphase, A = Anaphase, T =
Telophase, I = Interphase (Zell-
kerne) (x 400).

i >
V3
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uns hier auf die Kernteilung (Mitose) konzentrieren und den Mitoseindex bestim-
men (= % Zellen, deren Kerne ein Teilungsstadium zeigen).

Durchfithrung und Resultat

Blattsegmente (Lénge: 1 — 2 mm) werden aus Regionen 1, 2 und 3 geschnitten (Abb.
9.10) und fiir 1 h fixiert (Ethanol/Eisessig 3 : 1). Wir verwenden die DNA-Firbe-
methode nach FEuLGEN. In einem Wasserbad erfolgt die Hydrolyse der Proben (60 °C,
1 N HCIl, 10 min). Nach Abspiilen mit kaltem H,0 wird die Kern-DNA angefiirbt.
Hierzu verwenden wir Fuchsinschweflige Séure (1 g gepulvertes Fuchsin [Pararosanilin]
mit 200 ml kochendem H, O tibergieBen, 16sen, nach Abkiihlung auf ~ 50 °C in Schliff-
Flasche filtrieren; Zugabe von 20 ml 1 N HCI und 1 g wasserfreies Kaliumdisulfit
[K,S,0,] bei 20 °C; 24 h bei Zimmertemperatur in Dunkelheit zur Entférbung stehen-
lassen; mit Aktivkohle [0,25 g/100 ml] schiitteln und 2 x abfiltrieren; das farblose
Filtrat ist gebrauchsfertig und sollte in Dunkelheit aufbewahrt werden; Haltbarkeit:
mehrere Monate). Die Farbung der Kern-DNA wird in einem kleinen verschlossenen
GefiB durchgefiihrt (Fuchsinschweflige Saure + Proben fiir 1 — 3 h inkubieren). Da-
nach wird der {iberschiissige Farbstoff durch Waschen der Proben mit 45 % Essigsture
entfernt.

Zur Herstellung von Quetschpriparaten verwenden wir fettfreie Objekttriager (Rei-
nigung in Chromschwefelsdure). Zunéchst wird ein Tropfen Glycerin/Eiweil3 gleich-
miBig verteilt. Die gefirbten Proben (Blattsegmente) werden dann in 1 Tropfen 45 %
Essigsture zwischen Objekttriger und Deckglas gequetscht (es konnen auch Dauer-
préparate angefertigt werden).

Die Auswertung erfolgt im Lichtmikroskop (Abb. 9.10). An der Blattbasis (1) sind
alle Kernteilungs(Mitose)-Stadien zu erkennen (Prophase, Metaphase, Anaphase,
Telophase; daneben zahlreiche Interphase-Kerne). Im oberen Bereich des Primir-
blattes beobachten wir nur Interphase-Kerne. Zur Bestimmung des Mitose-Index
werden 100 Kerne ausgezihlt (Stichprobe). Wir bestimmen die Zahl der Kerne, die
ein Mitose-Stadium aufweisen (Prophase + Metaphase + Anaphase + Telophase) pro
100 Zellkerne. In der Regel beobachten wir zu > 90 % Interphase-Kerne.

Reprisentatives Resultat: Blattbasis (1): M.-Index ~ 5 — 7%; Regionen (2) und
(3): M.-Index ~ 0 %. Schlufifolgerung: Die Zellen an der Basis des Primirblattes
zeigen Kernteilungsaktivitit (Nachweis der Zell-Reproduktion, d.h. Region 1 repri-
sentiert das Basalmeristem des Organs).
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Die Entwicklung der hoheren Pflanze ist ein genetisch determinierter ProzeB, der
durch Umweltfaktoren (z.B. Licht, Temperatur, Wasserversorgung) gesteuert und
modifiziert wird. Die exogenen Signale werden vom Kormus perzipiert und in der
Regel liber endogene Botenstoffe, die aus historischen Griinden als Phytohormone
bezeichnet werden, an die entsprechenden Zielgewebe weitergeleitet. Unter dem
Begriff Phytohormone (syn. Wuchsstoffe oder Wachstumsregulatoren) werden heute
verschiedene organische Substanzen zusammengefaBt, die in bestimmten Gewe-
ben der Pflanze synthetisiert werden, in geringer Konzentration zu den Wirkorten
wandern und dort eine spezifische physiologische Reaktion auslésen (z.B. Forde-
rung, Hemmung oder Modifikation von Wachstum und Entwicklung; durch Turgor-
dnderungen hervorgebrachte Bewegungsvorginge). Wir kennen heute zahlreiche
chemische Verbindungen, die gemiB der oben genannten Definition als pflanzli-
che Wachstumsregulatoren zu betrachten sind. In diesem Kapitel wollen wir uns
auf die 5 wichtigsten Phytohormongruppen beschriinken (Auxine, Gibberelline,
Ethylen, Cytokinine, Abscisinsdure) (Abb. 10.1). Mit den folgenden Experimen-
ten sollen die klassischen Phytohormonwirkungen unter Verwendung reprisentati-
ver Nutz- und Zierpflanzen vorgestellt werden. Neben den natiirlichen, innerhalb
des Pflanzenkorpers gebildeten Wuchsstoffen kommen auch einige in der land-
wirtschaftlichen Praxis verwendete synthetische Wachstumsregulatoren zum Ein-
satz.

Abb. 10.1: Wirkung der Phytohormone Auxin (IAA) und Gibberellin
(GA) auf Koleoptilwachstum und Stirkeabbau im Maiskeimling,
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10.1 Auxine

A, Zellstreckung (Segment-Test)

Wie Abb. 10.1 zeigt, wird das Phytohormon Auxin (IAA, Indol-3-essigséure) in der
Spitze wachsender Koleoptilen gebildet (,,Hormondriise”). Der Wuchsstoff wird aktiv
abwiirts (basipetal) transportiert und bewirkt in der sub-apicalen Region eine Strek-
kung der Zellen (Wachstum). Schneidet man ein Segment aus der Streckungszone her-
aus und inkubiert dieses in Wasser, so sinkt dessen Wachstumsrate ab (Verarmung an
endogenem Auxin). Nach exogener Zugabe des Phytohormons (Ersatz der fehlenden
, Hormondriise”) kann eine rasch einsetzende Wachstumsreaktion beobachtet werden,
die ausschlieBlich auf einer Streckung der Zellen beruht. Wir wollen dieses einfache in
vitro-System (Segment-Test) zur Analyse der auxininduzierten Zellstreckung einset-
zen.

Durchfiihrung und Resultate

Als Pflanzenmaterial verwenden wir 3 — 4 d alte Getreidekeimlinge, die in feuchtem
Vermiculit in Dunkelheit angezogen wurden (25 °C) (z. B. Mais, Zea mays; Hafer,
Avena sativa, Roggen, Secale cereale). Wir stellen zunéchst eine IAA-Stammldsung
her (Konz.: 1mmol/l; entsprechende Menge an Indol-3-essigséure in 1 ml Ethanol 16-
sen, danach Zugabe von 99 ml H,0). Die Koleoptilen werden an der Basis abgetrennt.
Mit einer Schneidevorrichtung, die aus 2 Rasierklingen und entsprechenden Schrau-
ben selbst hergestellt werden kann, isolieren wir etwa 5 mm unterhalb der Spitze ein
Segment von exakt 10 mm Lénge. Das Primérblattstiick wird mit einem Draht entfernt
(Abb. 10.2 A — C). Die Koleoptilzylinder (10 pro Ansatz) werden auf Wasser gesam-
melt und dann mit den Spitzen nach oben auf einen Stahldraht oder Nylonfaden aufge-

F—‘—-
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A B Cc D

Abb. 10.2; Segment-Test zur Analyse der Wirkung verschiedener Phytohormone auf das Wachs-
tum isolierter Koleoptilsegmente. Schneiden der Koleoptilen (A, B), Sammeln der Segmente
auf Wasser (C) und Inkubation in beliifteter Hormonlésung (D). (Nach Kurschera, U. &
SCHOPFER, P.: Planta 163, 483-493, 1985.)
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reiht, der unten mit einem aufgesteckten Schlauchstiick versehen wird. Die Probe wird
in einen mit Wasser gefiillten MeBzylinder gehiingt und kontinuierlich beliiftet
(Aquarienpumpe). Wir bereiten 2 Proben vor ( je 10 Koleoptilsegmente/Ansatz). Nach
einer Vorinkubationszeit von 1 h werden die Proben in 2 neue, beliiftete Mefzylinder
umgesetzt (H,0 + IAA; Konz.: 10 ymol/l; 25 °C) (Abb. 10.2 D). In Abstéinden von
jeweilsl h werden die Proben dem Medium entnommen und die Gesamtlingen der
Koleoptilzylinder-Reihen mit einer mm-Skala gemessen (Plastik-Lineal an der Null-
Marke absiigen, Schlauchstiick unten anlegen, aufgereihte Koleoptilen vorsichtig zu-
sammenschieben). Die Stahldrihte werden daraufhin sofort wieder in die entsprechen-
den Medien getaucht. Die Mefwerte werden tabelliert und als Linge (d.h. mm pro
Segment) gegen die Zeit nach Schneiden aufgetragen (— 1 h bis 0 h: Segmente verar-
men an edogenem Auxin; 0 h bis 4 h: Inkubationszeit + TAA). In Abb. 10.3 ist eine
reprisentative Wachstumskinetik dargestellt. Es wird deutlich, dafl das endogene Wachs-
tum etwa 1 h nach Schneiden (= 0 h) ein Minimum erreicht; IAA 16st nach einer La-
tenzzeit von < 30 min eine erhdhte Zellstreckung aus.

Weitere Experimente: 1. Vergleich der Wachstumskinetiken von Koleoptilsegmenten
verschiedener Getreidearten (gleichalte wachsende Keimlinge verwenden, Inkubati-
ontIAA, 10 umol/l). Welche Spezies zeigt die héchste Hormonsensitivitiit? 2. Wach-
sende/ausgewachsene (d.h. vom Primérblatt durchbrochene) Koleoptilen in IAA
inkubieren (10 umol/l). Geht nach ,,Zerstérung der Hormondriise” die Hormon-
sensitivitét verloren? 3. Dosis-Effekt-Kurve der IAA-Wirkung. Konzentrationsreihe
anfertigen: 1000/100/10/1/0,1/0,01/0 pmol/l TAA; Wachstumskinetiken messen. Zu-
wachs nach 2 h gegen Konzentrationen auftragen. Ermittlung der optimalen TAA-
Wirkkonzentration. 4. Demonstration der Abhiingigkeit des IAA-induzierten
Koleoptilwachstums von der Sauerstoffversorgung (Zellatmung) bzw. der
Proteinbiosynthese: Begasung der Inkubationsmedien mit Stickstoff bzw. Zugabe
des Proteinsynthese-Inhibitors Cycloheximid (10 mg/l) 5. Analyse der Wirkung von
Saccharose (50 mmol/l) auf das auxinabhiingige Langzeitwachstum der Segmente.
6. Bestimmung der Wirkung anderer Wuchsstoffe auf die Koleoptilstreckung (z.B.
das synthetische Auxin 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure; Gibberellinsiure;
Abscisinsdure). 7. Rolle der Epidermis beim Koleoptilwachstum: AuBere Zellschicht
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Abb. 10.3: Effekt von Auxin (IAA, 10 pmol/l) auf das o 0Z-0—"" H,0
Wachstum isolierter Koleoptilsegmente. Versuchs- w V{
pflanze: Roggenkeimlinge; 10 Segmente/Stahlnadel; 10¢ | ] ] ] ]
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mit einer flachen Pinzette in Streifen von der Koleoptile abziehen; Koleoptilsegmente
schneiden (* #uBere Epidermis), Proben in IAA (10 pumol/l) inkubieren.
Koleoptilsegmente ohne duBere Epidermis zeigen im Vergleich zur Kontrolle
(ungeschilt) nur eine geringe Wachstumsreaktion.

B. Wirkung von Auxin-Herbiziden

Nach der Entdeckung des natiirlich vorkommenden Phytohormons Auxin (IAA) wur-
den im Labor hergestellte (d.h. kiinstliche) Wuchsstoffe auf ihre biologische Wirksam-
keit iiberpriift. Hierbei zeigte sich, daB synthetische Auxine, wie z.B. die 2,4-
Dichlorphenoxyessigsiure (2,4-D), eine selektive ,,unkrautvernichtende” (herbizide)
Wirkung ausiiben: wird ein Acker mit 2,4-D-Lsg. bespriiht, so sterben die zweikeim-
blittrigen ,,Unkriuter” (z.B. Ackersenf, Sinapis arvensis) ab, wihrend die einkeim-
blittrigen Getreidepflanzen (z.B. Hafer, Avena sativa) nicht geschidigt werden. Noch
heute ist die Verbindung 2,4-D als Bestandteil preiswerter ,, Wuchsstoffherbizide” welt-
weit im Handel, Wir wollen im folgenden anhand eines Modellversuchs die selektive
Wirkung des Unkrautvernichtungsmittels (Herbizids) 2,4-D kennenlernen.

Als Pflanzenmaterial verwenden wir eine Getreideart (z.B. Roggen, Secale cereale)
und ein zweikeimblittriges ,,Unkraut” (z.B. Senf, Sinapis alba). Freilandversuche ha-
ben gezeigt, daB die LD 50-Werte (d.h. Dosis, die bei 50 % der mit 2,4-D-Lsg. be-
spriihten Pflanzen todlich ist) bei Sinapis etwa 0,2 kg/ha, bei Getreidepflanzen jedoch
> 500 kg/ha betragen. Karyopsen (Nutzpflanzen) und Samen (,,Unkraut”) werden ne-
beneinander in einem etwa 40 cm hohen Anzuchtgefi (z.B. Chromatographietank) in
feuchtem Vermiculit ausgesit. Nach 7 d im Licht/Dunkelwechsel (25 °C) wird unter
Verwendung eines Blumenbefeuchters Ansatz 1 mit H,O bespriiht (Kontrolle). Ansatz
2 bespriihen wir mit einer 2,4-D-Losung (100 pmol/l; Herstellung der Stammlsg. s.
Experiment A). Die Auswertung erfolgt 3 — 7 d spiiter (Abb. 10.4). Die zweikeimbltt-
rige Pflanze reagiert bereits 24 h nach 2,4-D-Applikation mit einer zum Tod fithrenden
Wachstumsreaktion (Oberseite der Keimblattstiele strecken sich; die Cotyledonen rol-
len sich ein; Hypocotyl wichst wellenférmig). Das Herbizid {ibt in der hier applizier-
ten Konzentration keine schidigende Wirkung auf die Getreidepflanze aus. Begriin-
dung: 1. Die Wachstumszonen der Roggenpflanze sind von Blattscheiden umhiillt; 2.

+ H,0 +2,4-D

Abb. 10.4: Wirkung des Wuchsstoffherbizids 2,4-
Dichlorphenoxyessigsidure (2,4-D) auf die Entwicklung
7 d alter Roggen- (links) und Senfpflanzen (rechts).

'Jg Kontrollansatz (A): + H,O ; mit Herbizid bespriiht (B): +
2,4-D-Lsg. (100 pumol/l). Zustand am 10. d nach Aus-
saat,
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Die Translokation von 2,4-D erfolgt im ,,Unkraut” mit hoher Rate, in der monocotylen
Nutzpflanze hingegen sehr langsam,

10.2 Gibberelline

A. Stimulation des Sproffwachstums bei der Gartenerbse

Neben den normalwiichsigen Erbsensorten, die eine SproBhohe von iiber 1 m errei-
chen, sind zahlreiche Zwergmutanten der Gartenerbse im Fachhandel erhiltlich. Diese
genetischen Zwerg-Erbsensorten, die als adulte Pflanzen nur etwa 30 ¢cm hoch sind,
werden hiufig in Gérten angepflanzt. Wir wissen heute, dal der Zwergwuchs durch
exogene Zugabe des Phytohormons Gibberellinsdure (GA,) kompensiert werden kann:
nach Hormonbehandlung erreichen die Zwergerbsen die Spro3hohe der Normalpflanze.
In der normalwiichsigen Erbse ist das Gibberellin GA,| das aktive, wachstumsférdern-
de Phytohormon. Exogen applizierte GA, wird von den Zellen aufgenommen und dort
vermutlich in das physiologisch aktive GA, umgewandelt. Das Hormon GA, fordert
das Wachstum durch Stimulation der Zellteilung und Zellstreckung.

Im folgenden wird ein einfaches Langzeit-Experiment zur Demonstration der
Gibberellinwirkung auf das Sprofwachstum beschrieben. Wir stellen zunéchst eine
GA -Stammldsung her (Konz.: 1 mmol/l; entsprechende Menge an Gibberellinsiure in
1 ml Ethanol 16sen, danach Zugabe von 99 ml H,0). Jeweils 50 Samen der Gartenerbse
(Pisum sativum, geeignete Sorten: ,,Senator” bzw. ,kleine Rheinlinderin”) werden
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Abb. 10.5: Effekt von Gibberellinsdure (GA,) auf das Epicotylwachstum der Gartenerbse (Sor-
te ,,Senator”). Die Samen wurden fiir 8 h in H,0 bzw. GA,-Lsg. (0,2 mmol/l) vorgequollen.
Reprisentative Keimpflanzen 6 d nach Aussaat (A). Kinetik des Sprofwachstums + GA, (B).
Der SproB (= Epicotyl) besteht aus 3 durch Knoten unterteilte Internodien (1,2,3).
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daraufhin fiir 8 h in 10 ml GA,-Losung (0,2 mmol/l) bzw. H,O (Kontrolle) inkubiert.
Nach 4 h Losungen austauschen. Die gequollenen Erbsensamen werden in feuchtes
Vermiculit gepflanzt und in transparenten Anzuchtdosen im natiirlichen Tag/Nacht-
Rhythmus gehalten. Die Auswertung erfolgt 4 — 8 d nach Aussaat (Abb. 10.5 A, B).
Jeweils 4 Pflanzen (£ GA,) werden dem Vermiculit entnommen und wie folgt analy-
siert: 1. Gesamtldnge des Sprosses (Epicotyl) messen; 2. Lénge und Durchmesser der
einzelnen Internodien bestimmen (Schieblehre mit einer mm-Skala verwenden); 3.
durchschnittliche Linge der Epidermiszellen in der Mitte der Internodien bestimmen
(Epidermis mit Pinzette abziehen, im Mikroskop mit Hilfe eines Okularmikrometers
einzelne Zellen ausmessen),

B. Férderung des Stirkeabbaus in der Gerstenkaryopse

Die Gibberelline (GAs) sind eine Gruppe von Phytohormonen, die zwei ganz unter-
schiedliche physiologische Wirkungen zeigen: 1. Stimulation des Wachstums (Zelltei-
lung und Zellstreckung) (s.0.) und 2. Auslosung des Stirkeabbaus (s. Abb. 10.1). Wir
wollen hier das klassische Versuchsobjekt zum Studium der GA-Wirkung auf die Stérke-
hydrolyse kennenlernen: die quellende/keimende Graskaryopse. In Kapitel 4.8 hatten
wir bereits die bei der Keimung der Getreidekdrner zu beobachtende hydrolytische
Wirkung der Aleuronzellen untersucht (s. Abb. 4.8, S. 32). Im intakten Korn sendet der
Embryo einen ,,Keimstimulus” aus (vermutlich verschiedene GAs), der in der Aleuron-
schicht die Neubildung verschiedener hydrolytischer Enzyme auslost (u.a. o-Amylase),
wodurch dann der Stérkeabbau hervorgebracht wird. Die Wirkung des Embryos kann
durch exogen applizierte GA, simuliert werden.

Trockene Gerstenkaryopsen (Hordeum vulgare) werden mit einem Skalpell halbiert.
Die embryofreien Kornhilften werden kurz in 98 % Ethanol gewaschen (sterilisiert) und
dann auf sterilem Medium (H,0O bzw. GA-Lsg., 10 ymol/l) in Petrischalen inkubiert
(Dunkelheit; 25 °C). Nach 3 d erfolgt die Auswertung (Abb. 10.6). In den mit GA, be-
handelten Spalthélften ist das stdrkehaltige Endosperm zu etwa 50 % abgebaut, wihrend
im Kontrollansatz keine Stirke-Degradation beobachtet wird. Exogen zugefiihrte GA,
kann somit den Embryo ersetzen. Quantitative Auswertung: Isolation der Stirke (10
Halbkaryopsen/Ansatz), Bestimmung der Trockenmasse mit einer Analysenwaage.

Abb, 10.6: Effekt von Gibberellinsiure (GA,) auf den Stérkeab-
bau in der Gerstenkaryopse. Halbierte Getreidekorner (— Embryo)
wurden fiir 3 d in dest. Wasser (A) bzw. GA,-Lsg. (10 umol/l) (B)
inkubiert. Das Endosperm (Stérke) der hormonbehandelten Probe
ist z.T. abgebaut.
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10.3 Ethylen

A. Untersuchungen zur Fruchtreife

Aus dem Alltag ist bekannt, daB unreife Friichte (z.B. Apfel, Bananen) in einem ge-
schlossenen Gefi} rascher reifen als in freier Luft. Seit 1937 wissen wir, daB das gas-
férmige Alken Ethylen (CH,=CH,) wihrend des Reifeprozesses von den lebenden Zellen
der Frucht mit hoher Rate gebildet wird. Experimente mit transgenen Pflanzen haben
gezeigt, dafl das endogen gebildete Ethylen den Reifeprozel der Frucht auslést. Das
Gas wird daher auch als ,,Fruchtreifehormon” bezeichnet. Bei mechanischer Verlet-
zung der Pflanze (anschneiden, quetschen, Insektenstiche) sowie unter ungiinstigen
Umweltbedingungen (Uberflutung, Trockenheit, Hitze) wird ebenfalls mit erhohter
Rate Ethylen produziert. Das Gas breitet sich im Interzellularraum der Gewebe per
Diffusion aus; es erfiillt vermutlich ganz allgemein die Funktion eines pflanzlichen
»otref-Signals” .

Aus dem oben Gesagten folgt, daB ein reifender Apfel, der in Stiicke zerschnitten
wird, grofie Mengen an Ethylen freisetzt. Unter Verwendung eines Gaschromatographen
kann das gebildete Ethylen leicht nachgewiesen werden. Apfelstiicke werden in einen
Erlenmeyer-Kolben gegeben. Da die atmenden Fruchtstiicke neben dem C,H, grofe
Mengen an Kohlendioxid abgeben, stellen wir zur CO,-Absorption ein Gléschen mit
KOH-Lsg. in den Kolben (s. Kapitel 7, Zellatmung) (Abb. 10.7 A). Das Gefdl wird mit
Plastikfolie luftdicht verschlossen und fiir 24 h in Dunkelheit aufbewahrt (25 °C).

Luft mit Apfel
-13
—
2
12 =
Ethylen (0,1 pl) )
2

Apfel-
stitcke

Luft
1 1 1 1
32 34 36 38
Zeit (min)

Abb. 10.7: Nachweis der Ethylenproduktion von Apfelstiicken. Versuchsanordnung (A). Ana-
lyse von Luft (ohne Frucht), reinem Ethylen (0,1 ul) und Luft aus Ansatz A im
Gaschromatographen (B). (Zeichnung: C. RABE.)
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Kontrollansatz: Kolben ohne Apfelstiicke. Danach entnehmen wir mit einer Spritze
eine Luftprobe und analysieren diese mit einem Gaschromatographen. Wie das in Abb.
10.7 B dargestellte Chromatogramm zeigt, ist in der Kontrolle (Luft ohne Apfelstiicke)
kein Signal erkennbar. Ethylen-Gas und Fruchtstiicke ergeben ein nahezu identisches
Signal: Apfelstiicke k6nnen somit als Ethylen-Quelle verwendet werden (z.B. 250 ml-
Kolben + 20 g Apfelstiicke = nach 24 h ~ 200 pl Ethylen/l Luft). Wir kénnen auf der
Basis dieser Daten nun eine Reihe von Experimenten zur Rolle des Ethylens bei der
Fruchtreife durchfiihren (Einmachglas + unreife Friichte, wie z.B. Bananen oder Ap-
fel, £ Apfelstiicke [Ethylenquelle] = Beschleunigung des Reifeprozesses).

B. Ethylen-Biotest (Dreifach-Reaktion)

Zur Bestimmung des gasformigen Phytohormons Ethylen wird in der Regel die Gas-
chromatographie eingesetzt (Abb. 10.7). Neben dieser recht aufwendigen Methode
kann auch ein einfacher Biotest zum Nachweis dieses physiologisch wirksamen Ga-
ses herangezogen werden. Etiolierte Keimlinge zweikeimblittriger Pflanzen reagie-
ren nach Begasung mit Ethylen mit der sogenannten Dreifach-Reaktion (triple
response): 1. Hemmung des Lingenwachstums, 2. Steigerung des Dickenwachstums
und 3. diagravitropisches Wachstum der Sproflachse (gebogene Stengel). Wir ver-
wenden das klassische Versuchsobjekt, die Gartenerbse (Pisum sativuni).

Eine einfache Methode zur Ethylen-Applikation besteht in der Zugabe einer fliissi-
gen Substanz, die nach Aufnahme iiber die Wurzel in den Zellen der Pflanze das Gas
C,H, freisetzt. Das im Fachhandel erhiltliche, zur Beschleunigung der Fruchtreife von
Apfeln u.s.w. eingesetzte Priparat ,,Ethrel” enthilt als wirksame Komponente die 2-
Chlorethylphosphonsiure. Nach Hydrolyse (+ H,0) zerfillt diese in die Produkte
Ethylen, Phosphat- und Chlorid-Ionen. Wir verwenden Erbsenkeimlinge, die fiir 3 d in
Dunkelheit (25 °C) angezogen wurden. Je 10 Keimlinge werden entnommen und in

Abb. 10.8: Ethylen-Biotest (Dreifachreaktion). Erbsen-
keimlinge wurden fiir 3 d in Dunkelheit angezogen und
dann fiir weitere 3 d in einem verschlossenen Einmach-
glas (+ Apfelstiicke) gehalten (Dunkelheit, 25 °C). Das-
selbe Resultat wird erzielt, wenn anstelle des Apfels eine
Fliissigkeit, die Ethylen freisetzt (= Ethrel), zugegeben
wird (+ Apfel ~ + Ethrel). 1,2,3: Internodien des Epicotyls.
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verschlieBbare GlasgefiBe, deren Vermiculit entweder mit Wasser (Kontrolle) oder
Ethrel-Lsg. (0,5 ml/100 ml H,0) angefeuchtet wurde, iiberpflanzt. Die Gefidfle werden
verschlossen und fiir 1 — 4 d in Dunkelheit aufbewahrt. Bereits 48 h nach Umsetzen
kann die typische Dreifachreaktion beobachtet werden (Abb. 10.8). Als ,,Ethylen-Quelle”
konnen auch Apfelstiicke verwendet werden. Je 5 Keimlinge werden in ein Einmach-
glas tiberpflanzt, in das einige Apfelstiicke gegeben werden. Im Verlauf der folgenden
1 —4 d kann die mit Ethrel hervorgerufene, fiir das Gas C,H, spezifische Wachstums-
reaktion (triple response) beobachtet werden (Abb. 10.8). Die Auswertung der Proben
(Keimlinge + Ethrel bzw. + Apfelstiicke) erfolgt mit Hilfe eines Lineals bzw. einer
Schieblehre (Lénge/Breite der Internodien des Epicotyls messen) und unter Einsatz
des Lichtmikroskops (Okularmikrometer: Zell-Dimensionen in der Mitte der Internodien
bestimmen). Der hier beschriebene Biotest ist spezifisch fiir C,H, und sehr sensitiv.
Gaskonzentrationen von > 0,1 pl C,H, /1 Luft 16sen bereits eine deutliche Reaktion der
Keimlinge aus.

10.4 Cytokinine

A. Biotest (Cotyledonenwachstum, Blattseneszenz)

Cytokinine sind Adeninderivate, die in Gewebekulturen in Anwesenheit von Auxin
Zellteilungen (Cytokinesen) auslosen und in der intakten Pflanze die Blattseneszenz
verzdgern. Der klassische Tabakmark-Biotest, bei dem aus einem Internodium der Ta-
bakpflanze eine Gewebeprobe entnommen und dann in vifro kultiviert wird, ist sehr
sensitiv und spezifisch. Da unter sterilen Bedingungen gearbeitet werden mu8, ist die-
ser aufwendige Versuch fiir Anféngerpraktika jedoch wenig geeignet.

Als Alternative wurde 1974 der Cotyledonen-Biotest eingefiihrt. Als Versuchs-
pflanzen eignen sich 2 — 3 d alte, etiolierte Keimlinge der Sonnenblume (Helianthus
annuus), der Gurke (Cucumis sativus) oder des Rettichs (Raphanus sativus). Die
Keimblétter werden abgeschnitten und in Petrischalen gelegt (Abb. 10.9). Wir ver-
wenden zwei synthetische Cytokinine: Kinetin (6-Furfurylaminopurin) und

/a0 /B0
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+ H,O + Benzyladenin

Abb. 10.9: Cytokinin-Biotest. Versuchspflanzen: 2 d alte etiolierte Keimlinge der Sonnenblu-
me. Die Auswertung (Bestimmung der Frischmasse/Keimblatt) erfolgt nach einer Inkubations-
zeit von 3 d (Dunkelheit). Kontrolle: H,O ; Benzyladenin: 10 pmol/l.
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Benzyladenin (6-Benzyl-Aminopurin). Die Stammlsungen (Konz.: 1 mmol/l) wer-
den wie folgt hergestellt: entsprechende Menge an Cytokinin in 10 ml
Dimethylsulfoxid [DMSO] 16sen, danach Zugabe von 90 ml H,O; Wasserkontrolle:
10 % DMSO- Lsg. Als Inkubationsmedium verwenden wir Kinetin oder Benzyladenin
(100/10/1 pmol/l) bzw. eine entsprechend verdiinnte Wasserkontrolle (1/0,1/0,01 %
DMSO-Lsg.). Die Ansitze werden fiir 3 d in Dunkelheit aufbewahrt (25 °C). Probe 1
direkt nach Schneiden auswerten (Bestimmung der durchschnittlichen Frischmasse
der Cotyledonen). Wie Abb. 10.9 zeigt, steigt die Frischmasse der Cotyledonen unter
der Wirkung des Cytokinins deutlich an. Das Cotyledonenwachstum wird durch
cytokinininduzierte Stimulation der Zellstreckung hervorgebracht, wobei auch eine
geringe Zunahme der Zellzahl gemessen wurde. Der Biotest ist spezifisch fiir die
Phytohormonklasse der Cytokinine.

Die Biosynthese der Cytokinine erfolgt bevorzugt in den Wurzelspitzen der Pflanze.
Die ,,Wurzelhormone” wandern im Xylemwasser in den Sproff und steuern dort ver-
mutlich die Zellteilungsaktivitidt der Meristeme. Die zweite wichtige physiologische
Funktion der endogenen Cytokinine besteht in der Hemmung der Seneszenz der Blit-
ter (Verhinderung des Chlorophyllabbaus). Ein entsprechendes Experiment ist in Ka-
pitel 12 (Blattseneszenz) dargestellt (s. Abb. 12.6, S. 131).

B. Induktion von Adventivsprossen

Cytokinine regulieren die Zellteilungsaktivitit der meristematischen Gewebe der Pflanze
(s.0.). Werden Samen in Cytokinin-Lsg. gequollen, so nehmen die Zellen das
Phytohormon auf, wodurch eine artefizielle Umsteuerung der Meristeme induziert wird.
Nach Aussaat entstehen neben dem Hauptsprol sogenannte Adventivknospen (an an-
deren Stellen des Pflanzenkérpers hinzugekommene Organanlagen). Diese wachsen
zu Adventivsprossen aus, die von der Mutterpflanze abgetrennt, bewurzelt und zu gan-
zen Pflanzen regeneriert werden kdnnen (vegetative Vermehrung von Nutzpflanzen).
Wir wollen ein einfaches Experiment zur Demonstration der Cytokininwirkung auf
die Entwicklung der Erbsenpflanze durchfiihren.

Jeweils 20 Samen der Gartenerbse (Pisum sativiin) werden fiir 6 h in H,O (Kontrolle)
bzw. einer Benzyladenin-Lsg. (100 pmol/l, s.0.) gequollen und dann in feuchtem

Abb. 10.10: Effekt von Benzyladenin (100 pmol/l) auf die Ent-
wicklung des Erbsenkeimlings (Zustand 2 Wochen nach Aussaat).
A = Adventivsprosse, C = Cotyledonen, H = Hauptsprof§}
(Epicotyl).
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Vermiculit ausgesit. Die Keimlinge sollten im Tag/Nacht-Rhythmus oder Dauer-Weil3-
licht angezogen werden (25 °C). Nach 1 — 2 Wochen sind deutliche Cytokinin-Effekte
zu beobachten (Bildung von Adventivsprossen, Hemmung des Wachstums von Haupt-
sprof3 und Wurzel, Verzégerung der Senseszenz der Cotyledonen). Ein représentativer
hormonbehandelter Keimling ist in Abb. 10.10 dargestellt. Auswertung: Bestimmung
der Frischmassen von Sprof3, Wurzel und Cotyledonen (Keimlinge + Benzyladenin).

10.5 Abscisinsaure

A. Induktion der Dormanz

Das Phytohormon Abscisinséure (ABA) erfiillt im Lebenszyklus der Samenpflanzen
eine zentrale Rolle: es hemmt das Auswachsen der Embryonen in den Samenanlagen
der Mutterpflanze (Verhinderung der Viviparie). Unter der Wirkung der endogenen
ABA entwickeln sich die unreifen Embryonen in den Samenanlagen zu
austrocknungsresisteten Verbreitungseinheiten (Samen), die nach Verdriften und
Keimung eine neue Pflanzen-Generation bilden. Diese ABA-Wirkung (Auslésung der
inneren Embryonenruhe oder Dormanz) kann leicht anhand eines Modellexperiments
demonstriert werden: keimfihige Samen, die reife Embryonen enthalten, reagieren in
wissriger Losung (+ ABA) mit einer Entwicklungsruhe (Dormanz). Nach der Quel-
lung unterbleibt das Auswachsen des Embryos. Die ABA-Wirkung ist reversibel (Abb.
10.11). Jeweils 50 Rapssamen (Brassica napus) werden in Petrischalen auf Filterpa-
pier ausgelegt. Nach Zugabe von ABA-Lsg. (0,1 mmol/l: entsprechende Menge an
Abscisinséure in H,O 18sen, 24 h rithren) bzw. H /O werden die Proben bei 25 °C in
Dunkelheit aufbewahrt. Nach 1 — 3 d wird die Keimrate (£ ABA) bestimmt (s, Kapitel
4.5). Werden die gequollenen (dormanten) Samen (+ ABA) mit Wasser gewaschen und
erneut ausgesit (— ABA, + H,0), so keimen sie rasch aus: die Hormonwirkung ist
somit umkehrbar.

gekeimt

Abb. 10.11: Effekt von Abscisinséure (ABA)
auf die Keimung von Rapssamen, In Anwe-
senheit von ABA (0,1 mmol/I) unterbleibt das
Auswachsen des Embryos. Die ABA-Wir-
kung ist reversibel (— ABA: Keimung). gequollen

B. Verschlufi der Stomata

Bei Wassermangel (Hitze, Trockenheit) wird in den Bléttern und der Wurzel der Pflan-
ze mit erhohter Rate das Phytohormon ABA synthetisiert. In den Laubblittern 16st das
»WasserstrefS-Hormon” den VerschluB der SpaltSffnungen (Stomata) aus. Hierdurch
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wird der Wasserverlust (stomatire Transpiration) drastisch reduziert und das Uberle-
ben der Pflanze erméglicht. Diese physiologische Wirkung der endogen gebildeten
ABA kann in einem Modellexperiment demonstriert werden. Als Pflanze verwenden
wir das klassische Versuchsobjekt der ABA-Forschung, die Wasserranke (Commelina
communis). Die aus Ostasien stammende Zierpflanze kann iiber Botanische Girten
bezogen und durch Ableger vermehrt werden. Im Gegensatz zu anderen dhnlich ausse-
henden Spezies 14t sich bei Commelina communis die Epidermis leicht als intakte
Zellschicht abziehen. Die Pflanzen werden fiir 2 h mit WeiBlicht bestrahlt (Stomata
offen). Dann ziehen wir von der Unterseite abgeschnittener Blatter Epidermisstreifen
ab und betrachten sie im Lichtmikroskop. Wie Abb. 10.12 zeigt, liegt ein recht komple-
xer Spaltoffnungsapparat vor (normale Epidermiszellen; darin eingelagert: 2 Schlie$3-
zellen mit Spalt, umgeben von 6 Nebenzellen). Wir fiihren zunéchst einen Vitalitdtstest
durch. Die Epidermisstreifen werden in Saccharose-Lsg. (0,4 mol/l) iiberfiihrt: =
Plasmolyse; nach erneuter Inkubation in H,0 = Deplasmolyse (s. Kapitel 5). Daraus
folgt, daB die abgezogenen Epidermiszellen intakte (semipermeable) Membranen auf-
weisen und somit lebend sind. Nach Inkubation der Proben in ABA-Lsg. (0,1 mmol/l,
s.0.) kann bereits nach 10 min ein Verschluff der Stomata beobachtet werden. Das
Phytohormon induziert den Verschluf des Spalts durch Transfer osmotisch aktiver Io-
nen und Molekiile (K*, Cl,, Malat) von den SchlieB- in die Nebenzellen, Hierdurch
sinkt der Turgordruck der SchlieBzellen ab. Nach Auswaschen der ABA steigt der Tur-
gor der Schliefzellen wieder an und der Spalt 6ffnet sich. Der ABA-Effekt ist somit
reversibel. Weitere Experimente zur Regulation der Offnungsweite der Stomata sind in
Kapitel 13 beschrieben.

Abb, 10.12: Effekt von Abscisinsidure (ABA) auf den Verschluf der Stomata in der unteren
Blattepidermis der Wasserranke. Isolierte Epidermisstreifen wurden wie folgt behandelt: H,O +
Licht (A); 15 min ABA (0,1 mmol/I) + Licht (B) (x 500). (Aufnahmen; M. WETHLING.)
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Die von den griinen Pflanzen photosynthetisch erzeugte Primir- oder Urnahrung
bildet, gemeinsam mit dem freigesetzten Sauerstoff, die Lebensgrundlage fiir alle
heterotrophen Organismen der Erde (s. Kapitel 1). Es ergibt sich die Frage, welche
Nihrstoffe die Pflanze aus der Umwelt (Luft, Wasser) aufnehmen muB, um mit
Hilfe des Sonnenlichts die Primérnahrung erzeugen zu kénnen. Wir wissen heute,
daf 17 chemische Elemente benétigt werden; diese essentiellen Elemente konnen
nicht durch andere ersetzt werden und erfiillen im Stoffwechsel der Pflanzenzelle
jeweils spezifische Funktionen (9 Makroelemente: Sauerstoff [0], Kohlenstoff [C],
Wasserstoff [H], Stickstoff [N], Kalium [K], Calcium [Ca], Magnesium [Mg], Phos-
phor [P], Schwefel [S]; 8 Mikroelemente: Chlor [Cl], Eisen [Fe], Mangan [Mn],
Bor [B], Zink [Zn], Kupfer [Cu], Molybdén [Mo], Nickel [Ni]). Die Elemente C,
O und H nimmt die Pflanze als Fliissigkeit (H,0) bzw. in Gasform (CO,, O,) auf.
Die anderen 14 Elemente werden als Ionen (pos Kationen, neg. Amonen) von der
Wurzel der wissrigen Bodenldsung entzogen und iiber das Xylem in den Sprof
transportiert (Ausnahme: Element Bor, das als undissoziierte Borsiure [H,BO;]
absorbiert wird). Die Wurzel erfiillt somit neben der mechanischen Ve1ankelung
des Kormus und der Wasseraufnahme die Funktion, Kationen (K*) und Anionen
(A") aus der Bodenlosung zu absorbieren (Abb. 11.1). Der Mechanismus der Ionen-
aufnahme ist eine zentrale Frage der Pflanzenernshr ung. Wir wollen diesen Prozef
anhand ausgewdhlter Expeumente analysieren. Da einige wichtige Nutzpflanzen
ihren Stickstoffbedarf iiber eine Symbiose mit N_-fixierenden M1k1001ganlsmen
decken, soll diese Sonderform der Néhrstoffgewinnung ebenfalls in diesem Kapi-
tel behandelt werden.

Abb. 11.1: Ionenaufnahme iber die Wurzel der
Pflanze. Das zwischen den Bodenpartikeln ein-
gelagerte Kapillarwasser (H,0) enthélt Kationen
(K*) und Anionen (A°), die u.a. im Austausch mit
Protonen (H*) von den Wurzelhaaren absorbiert
und in den SproB transportiert werden,




118 Pflanzenernihrung

11.1 Mineralstoff-Mangelexperimente

A. Grundversuch

Um die Bedeutung der anorganischen Mineralsalze fiir Wachstum und Entwicklung
der Pflanze zu demonstrieren, ziehen wir Keimlinge, die rasch an entsprechenden
endogenen Reserven (Phytin) verarmen, in reinem H,O bzw. einer Néhrlosung an.
Geeignete Versuchsobjekte sind z.B. Sonnenblume (Helianthus annuus) oder Mais
(Zea mays). Fertige Nihrlosungen bzw. Salz-Mischungen, die alle essentiellen Ele-
mente enthalten, kénnen im Fachhandel erworben werden (z.B. HoacLanp’s No. 2
Basal Salt Mixture der Firma Sigma Chemical Co., Mo., USA; Zusammensetzung :
Ca(NO,), [656 mg/l], KNO, [607 mg/l] , Mg SO, [241 mg/1], NH,H,PO, [115 mg/1],
Fe-Tartrat - 2 H,0 [5,3 mg/l], H,BO, [2,86 mg/l], MnCl, - 4 H,0 [1,81 mg/l], ZnSO,
-7 H,0 [0,22 mg/l], CuSO, 5 H,0 [0,08 mg/1}, MoO, [0,016 mg/1]; Konz.:1,63 g/l
pH ~ 4,7 bei 25 °C). Im folgenden wollen wir eine Losung dieser kduflichen Salz-
mischung, die in Spuren auch Nickelionen enthilt, als HoacLanD-Lsg. bezeichnen.
Als steriles Anzuchtmedium (Wurzelsubstrat) verwenden wir Vermiculit (s. Kapitel
2). Ansatz A: Substrat + H,O; Ansatz B: Substrat + 1/1 HoacrLanp-Lsg. Die Keimlin-
ge wachsen im Tag/Nacht-Rhythmus heran und werden nach 1 oder 2 Wochen wie
folgt untersucht (Abb. 11.2): Je eine Pflanze (+ Nahrlsg.) wird vorsichtig dem
Vermiculit entnommen und gezeichnet. Danach werden die oberirdischen Organe
(Hypocotyl, Cotyledonen, Primérblitter) voneinander getrennt und deren Frisch- bzw.
Trockenmassen ermittelt. Die Mittelwerte aus jeweils 4 — 6 Proben werden errechnet
und tabelliert. Resultat: In Anwesenheit der HoaGLAND-Lsg. ist eine deutliche Stimu-
lation des Wachstums zu verzeichnen; in reinem H O (- Mineralsalze) kommt die
Entwicklung des Keimlings bald zum Stillstand.

B. Hydrokultur-Mangelversuch

Um herauszufinden, welche Mangelsymptome bei Fehlen einzelner essentieller Ele-
mente auftreten, stellen wir eine Reihe von Nihrlésungen her: komplette Lsg.; — Stick-

A

Abb. 11.2; Effekt von Mineralsalzen auf die Entwicklung von Sonnenblumenkeimlingen, Die
Pflanzen wuchsen in Vermiculit, das entweder mit dest. Wasser (A) oder einer HoacLAND-Nihr-
16sung (1/1) (B) angefeuchtet wurde, im Tag/Nacht-Rhythmus heran (25 °C). Zustand 1 Woche
nach Aussaat.
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Tab. 11.1: Zusammensetzung von Néhrldsungen (Volumen: 500 ml) zur Durchfiihrung eines
Mineralstoff-Mangelversuchs. Jeweils 1 — 5 ml der Stammlésungen (Konz.: 0,5 mol/l) werden in
200 ml dest. Wasser gegeben und dann auf 500 ml aufgefiillt. FeNa EDTA = Eisen-Natrium-
Ethylendiamintetraacetat (42 mg pro ml Stammlsg.; 13 % Fe); Mikroelemente = 1,43 g H,BO,;0,90
g MnCl2 -4 H,0;0,055 g ZnCl2 ;0,025 g CuCl2 -2H,0;0,013 g Na,MoO L H,0 pro 500 ml
Stammlsg. (Nach Moorg, T.C.: Research Experiences in Plant Physiology. 2. Ed., Springer Ver-
lag, New York - Heidelberg - Berlin, 1981.)

Stammlsg. | komplett [ -N | - K | ~P —Ca| —Mg| -S —Fe | — Mikroel.

[0,5 mol/1]

Ca(NO,), | 5 ml - Sml{ Sml| ~ Sml| Sml{ Sml| 5ml

5 ml - - Sml| Sml| Sml|{ 5ml| 5ml}| 5ml

MgSO, [2ml 2ml | 2ml | 2ml | 2ml | ~ - 2ml | 2ml

KH,PO, | 1 ml lml | - — Iml | I1ml{ Iml| 1ml| 1ml

NaNO, |- - Sml| - 10ml} - - - -

MgCl, - - - - - - 2ml | — -

CaCl, — Sml | - - - - - - -

KcCl1 - Sml | — Iml | - - - - -

FeNa 1 ml Iml | Iml | Iml| 1ml{ Iml| Ilml| — I ml
EDTA

Mikro- 1 ml Iml | Iml | Iml}| Ilm| 1ml} Iml| 1ml| —
elemente

stoff (N); — Kalium (K); — Phosphor (P); — Calcium (Ca); ~ Magnesium (Mg); — Schwefel
(S); — Eisen (Fe); — Mikroelemente. In Tab. 11.1 sind die entsprechenden Einzelkom-
ponenten (Mineralsalze) zusammengestellt. Die pH-Werte der Losungen sollten ge-
messen und notiert werden. Dann werden 9 Flaschen mit den in Tab. 11.1 beschriebe-
nen 9 Losungen zu 2/3 geftillt. Als Versuchspflanzen verwenden wir 7 — 14 d alte
Sonnenblumenkeimlinge, die in HoagLaND-Lsg. angezogen wurden (s. Abb. 11.2 B),
Einzelne Pflanzen werden vorsichtig dem Vermiculit entnommen, gewaschen und mit
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den Wurzeln in die Nihrlosungen gehéingt (unterer Hypocotylabschnitt mit Schaum-
stoff umwickeln und als ,,Korken” in den Flaschenhals stecken). Die 9 Lésungen soll-
ten beliiftet (Aquarienpumpe) und zur Verhinderung von Algenbewuchs mit Alufolie
abgedunkelt werden. Unsere 9 Hydrokultur-Pflanzen werden im Licht/Dunkel-Wech-
sel gehalten und 3 Wochen lang beobachtet.

Resultate: 1. komplette Nihrlsg.: kriftiges Wachstum des Epicotyls, Entwicklung
griiner Primir- und Folgeblitter. 2. — N: geringer Zuwachs, Cotyledonen und untere
Blitter gelb/braun; sie sterben bald ab. 3. — K: Wachstumshemmung; Blitter mit
gelb-rot/braunen Flecken, kriimmen sich nach unten, welk, sterben ab; 4. — P; Wachs-
tum reduziert; Epicotyl diinn, zart; Blitter dunkelgriin, einzelne Blattbereiche ster-
ben ab (Necrose); 5. — Ca: Deformation der jiingsten Blitter; Epicotyl wird braun
und instabil, SproBspitze knickt ab; 6. — Mg: idltere (untere) Blitter werden gelb
(Chlorophyllverlust = Chlorose), Regionen um die Blattadern bleiben griin; 7. — S:
Wachstum normal; Blitter hellgriin; oberste Blétter im fortgeschrittenen Stadium
gelb/weil}; 8. — Fe: jiingste (oberste) Blitter werden gelb/weiB (Chlorose), wihrend
die unteren Blitter griin bleiben; 9. — Mikroniihrstoffe: Wachstum reduziert, oberste
Blétter gelb/braun (Flecken), welk, fallen bald ab; untere Blitter an Spitzen und
Réndern gelb, deformiert.

11.2 Nachweis der Ionenaufnahme (Wurzelexudation)

In Kapitel 6 wurde die Xylemexudation 7 d alter Sonnenblumenkeimlinge beschrieben
(s. Abb. 6.3, S. 49). Nach Abschneiden des Hypocotyls und Aufsetzen eines Steigroh-
res konnte ein Anstieg der aus Xylemwasser bestehenden Fliissigkeitssiule beobachtet

Vermiculit

Abb. 11.3: Versuchsautbau zum Gewinn von Xylem-Exudat. Ein dekapitierter 7 d alter
Sonnenblumenkeimling wird mit einem Siliconschlauch versehen, Das Exudat kann in einem
PlastikgefdB gesammelt werden, (Zeichnung: J. ScHAKE.)
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werden (Triebkraft: Wurzeldruck). Durch Modifikation der Versuchsanordnung kon-
nen wir das abgegebene Xylemwasser (= Exudat) sammeln und analysieren. Wir ver-
wenden 7 d alte Keimlinge, die in H,0, 1/2- bzw. 1/1-HoacLAND-Lsg. angezogen wer-
den (s. Abb. 11.2). Nach Abschne1den des Hypocotyls wird ein Siliconschlauch aufge-
setzt und das Exudat in einem 1 ml-Eppendorf-ReaktionsgefiB gesammelt (Abb. 11.3).
Nach 24 h (Exudations-Dauer) werden die Proben wie folgt analysiert,

A. Gefrierpunkt-Osmometer
Wie in Kapitel 5.5 beschrieben wurde, kann die osmotische Konzentration OC (=
Osmolalitéit) von Fliissigkeiten mit einem Gefrierpunkt-Osmometer gemessen werden (s.
S. 40). Die Zahlenwerte (Einheit: Osmol/kg) sind ein Maf fiir die Summe aller osmotisch
aktiven Teilchen (Ionen, Molekiile) in der wéssrigen Probe. Wir kénnen unter Einsatz die-
ser Methode nachweisen, daf} in Anwesenheit der HoacLAND-Lsg. iiber die Wurzel osmo-
tisch wirksame Teilchen (= Ionen) aufgenommen wurden.

Beispiel: OC der Anzuchtmedien (H,0, 1/2-bzw. 1/1-HoacLAND-Lsg.): 0,000/0,015/
0,030 Osmol/kg; OC des Xylem-Exudats (24 h): 0,010/ 0,021/0,032 Osmol/kg => Tonen-
aufnahme tiber die Wurzel und Anreicherung im Xylemwasser des Hypocotyls.

B. Analyse der Kationen-Konzentration

Unter Einsatz verschiedener moderner Analysemethoden kann die Konzentration an
Kationen im Xylem-Exudat quantifiziert werden. Beispiel: Anzuchtmedium H,0, 1/2-
bzw. 1/1- HoacLaND-Lsg.: Konzentrationen an Kalium, Magnesium und Calc1um To-
nen im Exudat (24 h): K*: 172/428/492; Mg 2*: 18/43/53 und Ca?*: 5/21/29 (mg/l) =
Kationen des Auflenmediums werden selektiv von der Wurzel aufgenommen und in
die Xylemgefifle des Sprosses gepumpt. Durch osmotische Wasseraufnahme entsteht
der Wurzeldruck.

11.3 Abhiingigkeit der Ionenaufnahme von der
Photosynthese der Blitter

Die Ionenaufnahme tiber die Wurzel (Abb. 11.1) ist ein aktiver, von der Zellatmung
abhéngiger Prozef. Die zur ATP-Gewinnung notwendigen Atmungssubstrate werden
vom Sprof} geliefert. Wie in Kapitel 6 dargelegt wurde, wird in den Laubblittern im
Licht der Transportmetabolit Saccharose gebildet und im Phloem in die Wurzel trans-
portiert. Die Ionenaufnahme héingt somit von der Photosyntheseaktivitit der Blitter
ab.

Zur Demonstration dieses Zusammenhangs fiihren wir ein Modellexperiment durch.
Etwa 80 % der Gesamtionenaufnahme dient der Stickstoffversorgung der Pflanze
(Aufnahmeformen des Elements N: Nitrat [NO,’]- bzw. Ammoniumionen [NH,*]). Wer-
den der Pflanze bevmzugt NH,*Ionen angeboten (Ammoniumernidhrung), so reagiert
die Wurzel mit einer P1otonenabgabe (Anséuerung der Rhizosphtire), withrend bei NO,"
-Angebot (Nitraterndhrung) der entgegengesetzte Prozefl zu beobachten ist, Uber eme
pH-Messung der Rhizosphére kann somit die NH,*-Aufnahme verfolgt werden.
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Abb. 11.4: Experiment zum Nachweis der licht-
abhéngigen Ionen (NH,*)-Aufnahme der Wurzel.
Warmer Weichagar (+ Ammoniumsulfat, + pH-In-
dikator Bromkresolpurpur) wird in eine Petrischa-
le gegossen, in der die gewaschene Wurzel eines
Sonnenblumenkeimlings ausgebreitet wurde,
(Nach TroLLDENIER, G.: Biologie in unserer Zeit 25,
120-129, 1995.)

Durchfiihrung und Resultat

Als Versuchspflanzen verwenden wir 7 d alte, in HoacLaND-Lsg. angezogene
Sonnenblumenkeimling (s. Abb. 11.2 B). Die Pflanzen werden dem Substrat ent-
nommen und so lange gewaschen, bis die Wurzeln von allen Vermiculitresten be-
freit sind. Wir bereiten in einem Erlenmeyer-Kolben eine Weichagar-Ldsung vor,
die eine Stickstoffquelle (Ammoniumsulfat [(NH,),SO,], 5 mmol/l) und einen pH-
Indikator enthélt (Bromkresolpurpur, 60 mg/l). Der pH-Wert der Losung wird auf
~ 6 eingestellt (Farbe: violett). Das Wurzelsystem einer Pflanze wird in einer Pe-
trischale ausgebreitet und dann mit der warmen (40 — 45 °C) Weichagar-Lsg. iiber-
gossen (Abb. 11.4), Die Petrischalen werden mit Alufolie abgedeckt. Nach Erhér-
ten des Wurzelmediums wird Ansatz A in Dunkelheit anfgestellt und Ansatz B mit
WeiBlicht bestrahlt (Photonenflul > 100 pmol - m™ - s!). Inkubationszeit: 24 h
(25 °C).

Abb. 11.5: Wirkung der Photosynthese der Bliitter auf die Protonenabgabe (~ Ionenaufnahme)
der Wurzel. Sonnenblumenkeimlinge wurden wie in Abb. 11.4 dargestellt in Weichagar einge-
bettet und dann entweder fiir 24 h in Dunkelheit (A) oder Dauer-WeiBllicht (B) gehalten. Dunk-
le Bereiche des Agars: pH ~ 6; helle Bereiche: pH ~ 5 (Ansiuerung, d. h. NH*-Aufnahme).
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Beide Ansitze (+ Licht) werden einen Tag spiter bei Tageslicht betrachtet (Abb. 11.5).
In Dunkelheit (A) bleibt der Agar violett geférbt (= keine H*-Abgabe). Die Rhizosphire
des belichteten Keimlings (B) ist gelb gefirbt (= H*-Abgabe, d. h. NH *-Aufnahme).
Wird Ansatz A unter eine Lampe gestellt, so kann nach 1 — 2 h eine immer intensiver
werdende Gelbfarbung der Rhizosphére beobachtet werden.

11.4 Ausbildung von Wurzelknoéllchen bei der Gartenerbse

Seit 1840 ist bekannt, daB Vertreter der Familie der Schmetterlingsbliitler (Leguminosae
= Fabaceae) ihren Stickstoffgehalt durch N, -Fixierung aus der Luft erhdhen kénnen.
Heute wissen wir, dafl die Fihigkeit dieser Pflanzen, den Luftstickstoff zu binden und
zur Aminosiure-Biosynthese zu verwenden (Diazotrophie) auf einer Symbiose zwi-
schen N_-fixierenden Bakterien (Rhizobium leguminosarum) und Gewebewucherungen
(,,Knollchen”) der Wurzel beruht. In der Erde freilebende Bakterien (Rhizobien) wer-
den von der Leguminosenwurzel angelockt. Uber die Wurzelhaare wandern die
Rhizobien ein und bilden in der Rinde des Organs eine Gewebewucherung aus, die als
»wurzelknollchen” sichtbar ist. Die innerhalb der Rindenzellen symbiontisch leben-
den Bakterien (= Bakteroide) fixieren mit Hilfe des Enzyms Nitrogenase den Stick-
stoff der Luft (N, — NH,). Die aus NH, gebildeten Aminosiuren (bzw. Amide/Ureide)
werden iiber Leitbiindel in die Pflanze transportiert. Als ,,Gegenleistung” liefert die
Leguminose organische Molekiile, die zur Aufrechterhaltung des Zellstoffwechsels von

B

Knolichen

Abb. 11.6: Wurzelknéllchen (rétliche warzenférmige Auswiichse) bei einer 6 Wochen alten im
Freiland gewachsenen Gartenerbse (A). Schematischer Lingsschnitt durch ein Knéllchen (B).
Im Zentrum des Organs konnen mit roten Kornchen (= Bakteroide) gefiillte Zellen beobachtet
werden (x 600). Ba = Bakteroide, Lb = Leitblindel, Ri = Rinde.
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den Rhizobien bendtigt werden. Im Cytoplasma der mit Rhizobien befallenen Wurzel-
zellen ist zur Ermoglichung des geregelten O,-Transports das Leguminosen (Leg)-
Hidmoglobin zu finden: die N -fixierenden Bereiche der Kndlichen sind daher rot ge-
férbt.

Durchfithrung und Resultat

Gartenerbsen (Pisum sativum) werden in feuchtem Vermiculit im Tag/Nacht-Rhyth-
mus angezogen. Nach 2 Wochen werden einzelne Pflanzen dem Substrat entnom-
men und gewaschen: Die Wurzeln (Linge: 6 — 10 cm) zeigen keinerlei Gewebe-
wucherungen. Einige Erbsen werden daraufhin in einen Blumentopf gepflanzt, der
frische (ndhrstoffarme) Garten- oder Ackererde enthilt und im Gewichshaus oder
Freiland kultiviert (Ansatz A: + Rhizobien). Als Kontrolle verwenden wir eine Probe
derselben Erde, die vor Bepflanzung sterilisiert wurde (Autoklav: 15 min bei 121 °C,
gesiittigter Dampf). Ansatz B: (— Rhizobien) wird neben Ansatz A gestellt und in
regelméBigen Zeitabstinden mit Leitungswasser gegossen. Nach 4 — 6 Wochen wer-
den die Wurzeln vorsichtig der Erde entnommen und miteinander verglichen: In Ansatz
A (+ Rhizobien) sind zahlreiche rétliche, birnenférmige Gewebewucherungen (Kndll-
chen) ausgebildet (Abb. 11.6 A), die in Ansatz B (- Rhizobien) fehlen. Ein gut ent-
wickeltes Knéllchen wird abgetrennt und nach Anfertigung eines Lingsschnittes im
Lichtmikroskop betrachtet (Abb. 11.6 B). Wir erkennen die transparenten, von Leit-
biindeln durchzogenen Rindenzellen sowie den durch Leg-Hémoglobin r6tlich ge-
fiarbten, mit Rhizobien befallenen inneren Bereich. Ein Querschnitt durch die Mitte
des Knéllchens zeigt bei hoher VergroBerung im Lichtmikroskop, dafl die Zellen mit
rotlich/schwarzen Koérnchen gefiillt sind (symbiontisch lebende Rhizobien =
Bakteroide).

11.5 Beobachtungen zur Azolla/Anabaena-Symbiose

Cyanobakterien (,,Blaualgen”) sind photoautotrophe, zur oxigenen Photosynthese fé-
hige Mikroorganismen, deren Urahnen vor 2 — 3 Milliarden Jahren vermutlich fiir den
Anstieg des Sauerstoffgehaltes der frilhen Erdatmosphére verantwortlich waren (s.
Kapitel 1). Zahlreiche fadenférmige, photosynthetisch aktive Arten sind in der Lage,
den Luft-Stickstoff zu fixieren. Bei N,-Mangel werden einzelne blasenférmige Zellen
(Heterocysten) angelegt, die photosynthetisch inaktiv sind, dafiir aber Stickstoff fixie-
ren. Asiatische Schwimmfarne (Moosfarn, Azolla) leben in Symbiose mit N_-fixieren-
den Cyanobakterien der Gattung Anabaena. Seit Jahrhunderten wird die ,,Griindiin-
gung” der Reisfelder durch gezielte Ausnutzung der Azolla/Anabaena-Symbiose be-
trieben. Bevor die Reispflanzen angepflanzt werden, lassen die Reisbauern die Ober-
fliiche der iiberschwemmten Felder mit Wasserfarnpflanzen zuwachsen. Die aufkom-
menden Reispflanzen verdrdngen dann die Schwimmfarn-Schicht, wodurch ein Ab-
sterben von Azolla hervorgerufen wird. Der von Anabaena fixierte Stickstoff (— NH,,
Aminosiduren) gelangt in die Bodenschicht und wird in Form von NH *-bzw. NO,-
Ionen von den Wurzeln der Reispflanzen absorbiert.
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Moosfarne der Gattung Azolla kénnen tiber Gewichshausanlagen bezogen und in Pe-
trischalen kultiviert werden (in der Regel ist jedes mit Reispflanzen bewachsene Ge-
wichshaus-Becken mit Azolla ,verunreinigt”). Eine Einzelpflanze von Azolla
caroliniana ist in Abb. 11.7 A dargestellt. Einzelne Blittchen werden abgetrennt und
zwischen Deckglas und Objekttriger gequetscht. Im Lichtmikroskop kénnen wir ne-
ben Gewebebruchstiicken des Farns die mehrzelligen Anabaena-Fiden beobachten (Abb.
11.7 B). Ein Vergleich der Morphologie dieser rezenten Cyanobakterien mit den #lte-
sten Mikrofossilien der Erde (Urorganismen) zeigt eine groBe Ahnlichkeit (s. Abb. 1.1,
S. 4).

Abb, 11.7: Karolina Moosfarn (Azolla caroliniana) (A) (x 10). Das Quetschpriparat (B) zeigt
symbiontisch lebende Cyanobakterien der Gattung Anabaena; Pfeil: Heterocyste (Ort der N,-
Fixierung) (x 80).



12 Blattseneszenz

Die im Herbst zu beobachtende Seneszenz der Laubblitter unserer Biume und Straucher
ist ein Naturereignis von groBer Schénheit und symbolhaftem Charakter. Es handelt sich
hierbei nicht um einen ungeordneten Zusammenbruch der Blatt-Feinstruktur, sondern
um einen genetisch determinierten EntwicklungsprozeB, der als End-Differenzierung des
Photosyntheseorgans betrachtet werden kann. Die Blattseneszenz wird in zwei Phasen
unterteilt: 1. Abbau von Chlorophyll und anderer Makromolekiile in der Blattspreite
(dieser Vorgang ist hiufig mit einer Anthocyanakkumulation verbunden) und 2. Abbre-
chen des Blattstiels an einer praformierten Bruchstelle (Abscission oder Blattabwurf)
(Abb. 12.1). Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dal} die Blattseneszenz auf ei-
nem programmierten Zelltod beruht: im lebenden Organ werden biochemische Prozesse
in Gang gesetzt, die letztlich zur Selbst-Zerstorung (Tod) der Zellen fithren.

Die Photosyntheserate der Laubblitter sinkt gegen Ende der Vegetationsperiode ab;
mit Einsetzen der Vergilbung der Blattspreite kann ein Zerfall der Chloroplastenstruktur
beobachtet werden. Die Chlorophylle sowie Proteine, Nucleinsduren und Membran-
Lipide werden in kleinere Bausteine zerlegt. Diese werden dann in den Stamm expor-
tiert und dort u.a. zur Biosynthese von Speicherproteinen verwendet, die im néchsten
Frithjabhr wieder mobilisiert werden. Die Blattseneszenz hat somit den biologischen
Sinn, Ndhrelemente, wie z.B. Stickstoff, zu konservieren und in der folgenden Vegeta-
tionsperiode wieder zu verwerten (Recycling-Prozef3).

Abb. 12.1: Seneszenz des
Laubblattes. Chlorophyllabbau
(Vergilbung der Spreite) (A),
Blattabwurf (Abscission) (B).

12.1 Herbstfirbung der Blitter

Warum werden die Blitter im Herbst gelb bzw. tiefrot? Diese Frage soll anhand
der hier beschriebenen Experimente beantwortet werden. Aligemein gilt folgen-
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Tab. 12.1: Beziehung zwischen der Wellenlinge (A) des von einer Pigmentldsung absorbierten
Lichts (Einheit: nm) und der vom menschlichen Auge wahrgenommenen Farbqualitét (= Kom-
plementédrfarbe zur absorbierten Spektralfarbe).

A-Bereich (nm) | 400 —450 450 — 500|500 — 550 | 550 — 600 | 600 — 650|650 — 700|700 — 750

Absorb. Licht | violett |blau griin gelb orange |hellrot |dunkelrot

Farbqualitit gelb hellrot | dunkelrot |violett  |violblau |blau griin

de Regel: (1) griine Blitter: Chlorophylle a/b sind die dominierenden (sichtba-
ren) Pigmente; (2) gelbe Blitter; Chlorophylle wurden zu > 95 % abgebaut,
Carotinoide sind noch zu 50 — 60 % vorhanden und treten nun hervor; (3) rote
Blitter: in den Zellen der Subepidermis werden Schutzpigmente (Anthocyane)
synthetisiert und in den Vacuolen abgelagert; (4) braune Blitter: die Zellen sind
abgestorben; die Blattfirbung wird durch verschiedene Oxidationsprodukte her-
vorgebracht.

Durchfiihrung und Resultate

Wir benétigen Laubblitter, die sich jeweils in einem der oben beschriebenen 4 Ent-
wicklungsstadien befinden, eine Heizplatte, Ethanol (80 %) und ein Spektralphoto-
meter.
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Abb. 12.2: Absorptionsspektrum der extrahierten Pigmente (80 % Ethanol) eines griinen (alten)
Laubblattes des Scharlachdorns. Das Spektrum wurde mit einem UVIKON 931-Spektralphoto-
meter (Kontron Instr., Italien) aufgenommen. Tote Zellen: Extrakt eines braunen, abgefallenen
Blattes. (Grafik: T. HeupEL.)
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Versuchspflanze: z.B. der Scharlachdorn (Crataegus coccinea), ein aus Nordamerika
stammender Zierstrauch. Wir sammeln im Oktober griine, gelbe, rote und abgefallene
braune Blitter. Jeweils ¥ Blatt wird in kleine Stiicke zerschnitten und in 10 ml Ethanol
(80 %) erwirmt (40 °C). Nach 30 min sind die Blattpigmente weitgehend extrahiert =
griine/gelbe/rote/hellbraune Ethanol-Lsg. Die Extrakte werden abzentrifugiert und je-
weils ein Aliquot des Uberstandes in einem Spektralphotometer vermessen.

A. Griines Blatt: Ein repriisentatives Absorptionsspektrum ist in Abb. 12.2 wiederge-
geben. Wir beobachten zwei Absorptionsmaxima: im Wellenlédngen (A)-Bereich zwi-
schen 400 — 450 nm (violett) und in der Region um 650 — 700 nm (hellrot). Im griinen
Spektralbereich (A ~ 500 — 550 nm) ist die Lichtabsorption minimal. Warum erscheint
im menschlichen Auge das Blatt in der Farbe griin? Die von uns wahrgenommene
Farbqualitiit entspricht der Komplementéirfarbe der von der Pigmentlosung absorbier-
ten Strahlung, Wie aus Tab. 12.1 hervorgeht, sind die Komplementéirfarben in den
Wellenlingenbereichen 400 — 450 bzw. 650 — 700 nm gelb bzw. blau. Eine Mischung
aus gelb und blau ergibt die Blattfarbe griin (Chloroplastenpigmente: Chlorophylle
und Carotinoide). In Kapitel 8 (Photosynthese) ist das Absorptionsspektrum eines fri-
schen, photosynthetisch aktiven Blattes der Kapuzinerkresse abgebildet (s. Abb. 8.7,
S.77). Ein Vergleich mit dem hier dargestellten alternden Blatt zeigt eine weitgehende
Ubereinstimmung der Absorptionseigenschaften der Pigmente.

B. Gelbes Blatt: Der aus einem gelben Laubblatt gewonnene Pigmentextrakt (Abb.
12.3) zeigt eine deutlich geringere Gesamt-Absorption im Vergleich zum griinen Or-
gan (s. Abb, 12.2). Das Maximum bei 400 — 450 nm ist deutlich reduziert (beachte die
unterschiedlichen MaBstibe der Ordinaten in Abb. 12.2/12.3); die Absorption zwi-
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Abb, 12.3: Absorptionsspektrum der extrahierten Pigmente (80 % Ethanol) eines gelben Blattes
des Scharlachdorns (Details s. Abb. 12.2).
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schen 650 — 700 nm ist fast vollstédndig verschwunden (= Chlorophyllabbau). Unser
Spektrum zeigt ein Absorptionsmaximum im Bereich zwischen 400 — 500 nm (violett/
blau). Die Pigmentlosung erscheint im menschlichen Auge in einem gelb/hellroten
Farbton (Tab. 12.1): verschiedene Carotinoide sind fiir die Blattfarbe verantwortlich.

C. Rotes Blatt: Nicht alle vergilbenden Blitter werden rot. Haufig kann man in der
Natur beobachten, daf3 Blitter, die wihrend der Seneszenz starkem Sonnenlicht ausge-
setzt sind, eine deutliche Rotfirbung zeigen, withrend Schattenblitter desselben Bau-
mes gelb sind. In Abb. 12.4 ist das Absorptionsspektrum des Pigmentextrakts eines
seneszenten (roten) Sonnenblattes dargestellt, Wie im gelben Schattenblatt desselben
Baumes (s. Abb. 12.3) sind auch hier Pigmente, die im Bereich um 400 — 450 nm eine
maximale Absorption zeigen, nachweisbar (Carotinoide). Zusitzlich ist eine deutliche
Lichtabsorption in der Region um 500 — 550 nm (griin) zu erkennen, Wie aus Tab. 12.1
hervorgeht, erscheint ein Pigment, das im griinen Spektralbereich eine maximale Licht-
absorption zeigt, im menschlichen Auge in dunkelroter Farbe. Wir wissen, daB aus-
schlieBlich die roten, in der Vacuole abgelagerten Anthocyane eine derartige Lichtab-
sorption zeigen (Ausnahme: die nur bei Vertretern der Caryophyllales vorkommenden
Betalaine weisen dhnliche spektrale Eigenschaften auf). Unser Absorptionsspektrum
zeigt somit, dal das Sonnenblatt Carotinoide und Anthocyane enthélt.

Warum erscheint das Blatt, das neben den Anthocyanen auch Carotinoide enthilt,
dunkelrot? Zur Beantwortung dieser Frage fertigen wir einen Lingsschnitt des Blattes
an und betrachten diesen im Lichtmikroskop. Die dunkelrote Farbe (Anthocyane) ist
ausschlieBlich in der Zellschicht unterhalb der pigmentfreien oberen (sonnen-
exponierten) Epidermis lokalisiert. Diese subepidermalen Zellen synthetisieren bei star-
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Abb. 12.4: Absorptionsspektrum der extrahierten Pigmente (80 % Ethanol) eines von oben
betrachtet rot erscheinenden Blattes des Scharlachdorns. Pfeil: Anthocyane (Details s. Abb,
12.2).
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ker Sonneneinstrahlung Anthocyane und lagern diese in der Vacuole ab. Von oben be-
trachtet erscheint das Blatt daher rot. Neben dem ,,Jugendanthocyan” (Keimlinge) kann
somit auch ein ,Herbstanthocyan” vor dem Blattabfall beobachtet werden. Welche
Funktion erfiillen diese vacuolidren Massenpigmente, die unter Verbrauch von
Stoffwechselenergie im Sonnenlicht gebildet werden? Zahlreiche Befunde unterstiit-
zen die Hypothese, daB die Anthocyane subepidermale Schutzpigmente sind, die durch
Lichtabsorption die darunterliegenden Zellen vor der destruktiven Wirkung energie-
reicher Strahlung bewahren, Moglicherweise wird der Chlorophyllabbau im seneszenten
Blatt bei starkem Sonnenlicht vor photooxidativen Prozessen bewahrt: unter dem
»Schirm” der Anthocyane kann der eingangs beschriebene Recycling-Prozefs ungestort
ablaufen.

D. Braunes Blatt: Nach Abzug aller wiederverwertbaren Néhrelemente fillt das abge-
storbene Blatt zu Boden und nimmt bald eine braune Farbe an. Wie aus Abb. 12.2 —
12.4 hervorgeht, enthalten die braunen (toten) Blattzellen weder Chlorophylle noch
Anthocyane. Geringe Mengen an Carotinoiden (A ~ 450 nm) sind jedoch nachweisbar.
Die Lichtabsorption im kurzwelligen Bereich (A ~ 400 nm) wird vermutlich durch
Stoffwechselendprodukte hervorgerufen, die infolge verschiedener Oxidationsprozesse
in den absterbenden Zellen gebildet werden.

12.2 Abscission

In zeitlicher Korrelation mit dem Chlorophyllabbau (Blattspreite) laufen in der Basis
des Blattstiels biochemische Prozesse ab, die den Abwurf (Abscission) des an Nihr-
elementen verarmten Organs vorbereiten. Bine Trennschicht wird angelegt, entlang
derer bei mechanischer Belastung (Herbstwind) ein definierter Abbruch des Blattes

Y
S

B

Abb. 12.5: Blattabfall (Abscission) beim Scharlachdorn. Durch Anhéingen eines Gewichts (5 g)
kann die Stabilitit der Abbruchstelle (Pfeil) abgeschitzt werden (A). Schematische Darstellung
der Abscissions-Region (B).
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erfolgen kann. Unterhalb dieser Lage spezialisierter Zellen wird gleichzeitig eine durch
Lignin- und Suberineinlagerung widerstandsfiahige Schutzschicht ausgebildet (Abb.
12.5 B). Diese hiufig mit dem Periderm verwachsene Zellschicht hat die Fanktion, die
entstehende ,,Wunde” vor moglichem Pilz- und Bakterienbefall zu bewahren.

Zur experimentellen Analyse der Abscission fiihren wir einen einfachen Bruchtest
durch. Ein Gewicht (0,5 g) wird mit einem Draht verbunden. Wir kénnen im Herbst im
Freiland experimentieren oder einen Ast, der griine und gelbe (rote) Blitter trigt, vor-
sichtig abschneiden und im Labor analysieren. Nach Anhingen des Gewichts fallen
gelbe Blitter sofort ab (= Trennschicht ausgebildet), wihrend der Blattstiel griiner
Organe abbiegt, ohne daB} ein Abbruch eintritt (= Trennschicht noch nicht ausgebil-
det). Dieses einfache Experiment (Abb. 12,5 A) zeigt, daB Blattspreite und Blattstiel-
basis jeweils priizise regulierte Teilaufgaben erfiillen, um die Nihrstoff-Wiederver-
wertung im Holzgewichs zu gewihrleisten.

12.3 Modellexperiment zum Chlorophyllabbau

Die in Abb. 12.2 — 12.4 dargestellten Analysen zur Blattseneszenz lassen sich nur im
Herbst durchfiihren. In Abb. 12.6 ist ein einfaches, von der Jahreszeit unabhingiges
Versuchssystem zum Studium der Blattseneszenz dargestellt, Als Modellpflanzen ver-
wenden wir 7 d alte Haferkeimlinge (Avena sativa), die in Dauer-WeiBlicht angezogen
wurden (Photonenfluf} > 100 ymol - m™ - s), Die entrollten Primérblitter sind dunkel-
griin geférbt. Blattspitzen (Lénge: ~ 3 cm) werden abgeschnitten, in Petrischalen auf
dest. Wasser inkubiert und in Dunkelheit aufbewahrt (25 °C). Unter diesen Bedingun-
gen kann im Verlauf der folgenden 7 d ein Chlorophyllabbau beobachtet werden (Ver-
gilben der Blattstiicke in Dunkelheit). Auswertung: I. Abschiitzung der Blattfliiche, die
griin geblieben ist (%); IL Extraktion der Pigmente mit warmem Ethanol, Zentrifugation

Abb. 12.6: Experiment zur Analyse des
Chlorophyllabbaus. Haferkeimling, 7 d nach
Aussaat, in Weilllicht angezogen (A). Isolierte
Primérblattspitzen auf H,O bzw. Kinetin (10
umol/l) inkubiert; Zustand nach 7 d in Dunkel-
heit (B). C = Koleoptile, I = 1. Internodium, S =
Sekundirblatt,

Kinetin
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und Analyse des Uberstandes im Spektralphotometer (Absorptionsspektren, s. Abschnitt
12.1); 1. Quantifizierung der Chlorophylle a und b und der Gesamtcarotinoide mittels
der in Abschnitt 8.4 beschriebenen spektralphotometrischen Methode (s. S. 80).

A. Rolle der Phytohormone

Experimente mit transgenen Tabakpflanzen haben gezeigt, dal die endogenen
Cytokinine das Vergilben der Blitter verhindern. Unter Verwendung unseres Modell-
systems konnen wir die seneszenzhemmende Wirkung exogen applizierter Cytokinine
(Kinetin, Benzyladenin) studieren. Blattsegmente werden entweder auf H,0 (Kontrol-
le) oder einer Hormonldsung inkubiert (Kinetin bzw. Benzyladenin-Losungen werden
wie in Abschnitt 10.4 beschrieben hergestellt [s.S. 114]; Konzentrationen: 100/10/1
umol/l). Wie Abb. 12.6 zeigt, hemmt das synthetische Cytokinin Kinetin den
Chlorophyllabbau fast vollstindig: die Blattsegmente bleiben in Dunkelheit griin. An-
dere Phytohormone (Auxine, Gibberellinsiure, Abscisinséure) konnen in analoger Weise
beziiglich ihrer seneszenzhemmenden Wirkung analysiert werden (bzgl. Herstellung
entsprechender Losungen, s. Kapitel 10).

B. Rolle der Proteinbiosynthese

Wie eingangs bereits dargestellt wurde, ist die Blattseneszenz ein aktiver, vom Zellstoff-
wechsel abhingiger Entwicklungsproze. Wihrend der End-Differenzierung werden
Enzyme (Proteine) synthetisiert, die u.a. den Chlorophyllabbau katalysieren. Die Ab-
héingigkeit der Blattvergilbung von der Proteinbiosynthese der Zellen kann leicht durch
ein Hemmstoffexperiment demonstriert werden. Wir inkubieren die Blattsegmente in
einer Losung des Proteinsynthese-Inhibitors Cycloheximid (10 mg/l) und stellen die
Petrischalen gemeinsam mit einem Kontrollansatz (H,0) ins Dunkle. Nach 4 - 5 d
erfolgt die Auswertung. Resultat: Blattstiicke in Cycloheximid-Lsg. = Proteinsynthese
und Chlorophyllabbau gehemmt.
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Die frei beweglichen Tiere wandern zum Nahrungserwerb umher und kénnen bei An-
griffen flichen. Hohere Pflanzen sind hingegen mit ihrem Wurzelsystem im Erdreich
verankert: sie gelten daher als unbewegliche (sessile) Organismen. Betrachtet man den
Lebenszyklus einer typischen Samenpflanze, so zeigt sich jedoch, daf} einzelne Orga-
ne (bzw. Organellen innerhalb mancher Zellen) wihrend bestimmter Entwicklungssta-
dien deutliche Orts- und Lageénderungen durchlaufen. Die verschiedenen Bewegungs-
vorgénge der Pflanzen werden wie folgt klassifiziert: wir unterscheiden zwischen reiz-
abhingigen, endogenen (autonomen) und mechanischen Bewegungen. Die gut unter-
suchten Reizbewegungen werden durch erkennbare Signale aus der Umwelt der Pflan-
ze ausgelost und gesteuert (z.B. Schwerkraft, Licht, Erschiitterung, Beriihrang). Hier-
zu gehoren die Tropismen (irreversible Wachstumsreaktionen, die zu Kriimmungen der
Organe fiihren), die Nastien (durch reversible Turgordnderungen einzelner Zellen oder
Gewebe verursachte Bewegungen) sowie die intrazelluliiren Bewegungsvorgénge (z.B.
Chloroplastenverlagerung, Protoplasmastromung). Die endogenen Bewegungen ver-
laufen ohne erkennbaren AuBenreiz ab (z.B. das Pendeln und Kreisen wachsender Or-
gane), wihrend mechanische Bewegungen (Prozesse, die der Ausbreitung von Sporen
und Samen dienen) durch verschiedene Umweltreize, wie z.B. dem Wind, ausgel6st
werden. Wir wollen uns hier auf eine Auswahl der wichtigsten reizabhingigen und
endogenen Bewegungsvorginge der hoheren Pflanzen beschriinken (Abb. 13.1).

Abb. 13.1: Reizbewegungen der wachsenden Organe einer
horizontal orientierten Keimpflanze: positiver und negativer
Gravitropismus von Wurzel und Sprofl der Gartenerbse. g =
Richtung der Gravitation (Schwerereiz).

13.1 Gravitropismus des Hypocotyls

Wird eine Keimpflanze in einer dunklen Kammer in Horizontallage gebracht, so rich-
ten sich Wurzel und Sprof3 exakt parallel zum Vektor der Schwerkraft aus: die Organe
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wachsen in Richtung bzw. Gegenrichtung des Erdmittelpunktes. Dieser positive bzw.
negative Gravitropismus (Abb. 13.1) erfiillt im Leben unserer Nutzpflanzen eine zen-
trale Funktion: unterhalb der Erdoberfliche (Dunkelheit) ist die Erdanziehungskraft
der einzige Umweltreiz, der anzeigt, wo oben und unten ist. Der Keimstengel findet
somit zum Sonnenlicht, wihrend die abwiirts wachsende Wurzel die junge Pflanze im
Erdreich verankert.

Durchfithrung

Achiénen der Sonnenblume (Helianthus annuus) werden fiir 2 h in H,O gequollen und
dann einzeln in mit feuchtem Vermiculit gefiillten Rollrandglidschen angezogen. Die her-
anwachsenden Keimlinge werden entweder in Dunkelheit oder im Licht/Dunkel-Rhyth-
mus gehalten (25 °C, Gléschen in einer Kammer mit hoher Luftfeuchtigkeit aufstellen).
Nach 3 — 4 d haben die Hypocotyle eine Linge von etwa 4 — 5 cm erreicht (Beginn der
Experimente). Als Halterung fiir die Versuchspflanzen werden Styroporbléckchen zu-
rechtgeschnitten, die ein entsprechendes, mit einem Korkbohrer ausgestanztes Loch ent-
halten, so daB die Glischen fest sitzend eingeschoben werden koénnen (Abb. 13.2 A).
Eine in Horizontallage montierte Pflanze wird vor eine Glasscheibe gestellt, an deren
Riickseite ein Blatt mm-Papier befestigt wurde. In entsprechenden Zeitabstéinden wird
die Keimpflanze kurzzeitig mit einem Diaprojektor bestrahlt. Der Schatten des Hypocotyls
wird mit einem Bleistift auf dem mm-Papier festgehalten. Danach wird der Projektor
sofort wieder ausgestellt (Verhinderung der Induktion des Phototropismus).

A. Kinetik der Aufwiirtskriimmung
Ein mittelgroBer, gerade gewachsener Keimling wird in die Styropor-Halterung ge-
bracht. Diaprojektor einschalten, Schatten auf mm-Papier aufzeichnen (t = 0 h). In

Zeit (h)

\/

Styroporblock

Projektor

Abb, 13.2: Analyse des negativen Gravitropismus des Hypocotyls von Sonnenblumenkeimlingen.
Versuchsaufbau (A). Reprisentative Kinetik der Aufwirtskriimmung (B).
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Abstiinden von jeweils 30 min wird die Position des Hypocotyls registriert (0 — 3 h).
Wir erhalten eine Serie von Schattenbildern (Abb. 13.2 B), die z. B. wie folgt ausge-
wertet werden kann: Zwischen den Bezugspunkten 1 (Hypocotylbasis) und 2
(Cotyledonenbasis) wird mit einem Lineal eine Gerade gezogen. Winkel o ermitteln
und gegen die Zeit auftragen: wir erhalten eine Kinetik der gravitropen Kriimmung,
Wir kénnen nun die Latenzzeit ermitteln (Zeit zwischen dem Beginn der gravitropischen
Reizung [Horizontallage] und dem Einsetzen der Reaktion: Mittelwert ~ 30 min.).

B. Untersuchungen zur Wachstumsreaktion

Die Aufwiirtskrimmung (Abb. 13.2 B) wird durch ein differentielles Flankenwachstum
hervorgebracht: Wachstumshemmung auf der Oberseite/Steigerung der Wachstumsra-
te auf der Unterseite des Hypocotyls. Hierbei bleibt der Turgordruck der Zellen weit-
gehend konstant, wihrend die Dehnbarkeit (Extensibilitit) der wachstumsbegrenzenden
Zellwinde der unteren Epidermis ansteigt und gleichzeitig auf der gegeniiberliegen-
den Seite abfillt (Lockerung bzw. Verfestigung der Winde). Das differentielle Flanken-
wachstum kann mit Hilfe eines Markierungsexperiments analysiert werden (s. Kapitel
9.3). Ober- und Unterseite des Hypocotyls werden mit einer Farbemulsion (,,Liquid
Eyeliners”) in 5 mm-Zonen unterteilt (Organflanken durch Anlegen eines Lineals und
Auftragen feiner Striche markieren). Nach Horizontallage und Abschlufl der Aufwiirts-
kriimmung (Dauer: ~ 3 h) werden die Abstéinde zwischen den Markierungen gemessen
und die Léngenédnderungen (AL nach 3 h in mm) ermittelt.

Die Unterschiede zwischen den Extensibilititen der Unterseite und Oberseite des
Hypocotyls lassen sich anhand eines einfachen Demonstrationsexperiments veranschau-
lichen. Segmente von 2 cm Linge werden aus der sub-apicalen Region geschnitten,
von oben lidngs zu 2/3 gespalten und auf Wasser inkubiert (Spalt-Test). Aufrechte
Kontrollpflanze (vor Horizontallage): Spalthélften kriimmen sich nach auen (Gewebe-
spannung, s. Kapitel 5.7). Gravitrop gekriimmter Keimling in Horizontallage (nach 3
h): Oberseite biegt sich nach auflen (Gewebespannung, d.h. periphere Zellwinde unter
Spannung); Unterseite zeigt keine Kriimmung in Wasser (keine Gewebespannungen,
d.h. hohe Dehnbarkeit der Zellwénde in der unteren Organhilfte).

C. Ort der Graviperzeption

Gemif der heute weitgehend akzeptierten Stdrke-Statolithen-Theorie der
Graviperzeption erfolgt die Wahrnehmung des Schwerereizes innerhalb spezialisierter
Zellen des Organs, die mehrere Amyloplasten (mit Stirkekornern gefiillte Plastiden)
enthalten. Da sich die Amyloplasten (Starolithen) bei gravitropischer Reizung
(Horizontallage) innerhalb der Zelle verlagern, werden diese als Statocyten bezeich-
net. Im Hypocotyl der Sonnenblume sind die schwerkraftwahrnehmenden Statocyten
zu einer Zellschicht vereinigt, die als Stiirkescheide die Leitbiindel umschliefit. Beob-
achtungen zur Verlagerung der Amyloplasten innerhalb der Statocyten konnen folgen-
dermaBien durchgefiihrt werden. Ein 1 cm-Segment aus der Streckungszone eines ver-
tikal (aufrecht) wachsenden Hypocotyls wird isoliert und exakt in der Mitte lings hal-
biert. Mit einer Rasierklinge fertigen wir nun Flichenschnitte der Organinnenseite an
und betrachten diese in einem Tropfen Lucorscher Lésung (KJ/1,: Stiirkenachweis, s.
Kapitel 4.8, S. 32) im Lichtmikroskop. Zwischen Rinde und Leitbiindelkranz liegt die
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Stirkescheide (Abb. 13.3). Die schwarz geférbten Amyloplasten liegen auf den ,,Bo-
den” der Statocyten, d.h. sie sind sedimentiert. Ein Hypocotyl, das fiir 30 min in
Horizontallage gebracht wurde, wird wie beschrieben analysiert. Die Amyloplasten
liegen nun auf der unteren Ldngswand der Statocyte. Durch diese Verlagerung der
Amyloplasten (Statolithen) auf die jeweilige physikalische Unterseite der Zelle wird
der Schwerereiz wahrgenommen (Graviperzeption).

D. Abschdtzung der Prisentationszeit

Als Prdsentationszeit bezeichnen wir die Minimalzeit, die ein Organ in Horizontallage
gravitrop gereizt werden muB, damit eine erkennbare Reaktion (Kriimmung) einsetzen
kann, Zur Abschitzung dieser relativen Sensibilitit gegeniiber dem Schwerereiz ist es not-
wendig, die einseitig wirkende Schwerkraft (Vektor g, s. Abb. 13.1) auszuschalten, Hierzu
verwenden wir eine als Klinostat bezeichnete selbstgebaute Apparatur. Ein 4 — 5 d alter im
Licht gewachsener Sonnenblumenkeimling (s. Abb. 13.16) wird in eine entsprechende
Halterung gesteckt und in Horizontallage langsam um die Achse des Hypocotyls gedreht (1
—2 Umdrehungen/min: Synchron-Motor mit einem entsprechenden Getriebe versehen; auf
der Drehscheibe ist eine Halterung fiir die Rollrandglidschen angebracht). Durch Rotation
um die Organachse wird der unilaterale Schwerereiz (g) durch einen allseitig wirkenden
(omnilateralen) Dauerreiz ersetzt. Das rotierende Hypocotyl zeigt unter dieser ,,physiologi-
schen Schwerelosigkeit” keine gravitrope Aufwirtskriimmung, sondern wichst geradeaus.
Um eine Reizung vollstéindig auszuschlieffen, montieren wir einen Keimling in Vertikal-
lage auf die Drehscheibe und bringen nach Anschalten des Motors den rotierenden Keim-
ling in Horizontallage. Nach 1 h wird zur gravitropischen Reizung der Motor abgeschaltet.
Die Hypocotyl-Unterseite mit Farb-Punkt markieren; nach Expositionszeiten von jeweils
16/8/4/2/0 min je Finzelpflanze den Motor wieder einschalten und so lange rotieren lassen,
bis das Hypocotyl eine deutliche Kriimmung zeigt (Dauer: ~ 3 h). Die herausgeschnittenen
Hypocotyle photokopieren und den Kriimmungswinkel gegen die Expositionszeit auftra-
gen. Die Prisentationszeit des Sonnenblumenhypocotyls betrigt ~ 3 — 5 min.

Abb. 13.3: Medianer Lingsschnitt durch das aufrechte Hypocotyl eines etiolierten 4 d alten
Sonnenblumenkeimlings. E = Epidermis, M = Mark, R = Rinde, S = Statocyten (die
Amyloplastenstirke wurde mit J /KJ angefirbt) (x 20).
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E. Nachweis des gravitropischen Geddichmisses

Die Perzeption des Schwerereizes erfolgt durch Sedimentation der Amyloplasten zur
physikalischen Unterseite innerhalb der Statocyten. Dieser ProzeB liuft auch bei niedri-
ger Temperatur ab (+ 2 bis +4 °C), wihrend die auf einem differentiellen Flankenwachstum
beruhende Reaktion (Aufwirtskriimmung) unter diesen Bedingungen unterbleibt. Ein-
zelne Keimlinge werden aufrecht in einen Kiihlschrank gestellt (Adaptationsphase). Bei
+ 2 bis + 4 °C erfolgt nun die gravitropische Reizung (Horizontallage; Unterseite mit
Farbemulsion markieren). Nach 24 h werden Keimpflanzen, die gerade geblieben sind,
bei Zimmertemperatur (25 °C) in Vertikallage gebracht. Als Bezugspunkt stecken wir
eine Stahlnadel senkrecht neben dem Hypocotyl in das Vermiculit (s. Abb. 13.16). Das
aufrechte Hypocotyl kriimmt sich im Verlauf der folgenden 2 h von der markierten ehe-
maligen Unterseite weg (gravitropische Reaktion in Vertikallage). Der Reiz (Horizontal-
lage) wurde somit ,,gespeichert” und spéter abgerufen und beantwortet,

13.2 Gravitropismus der Keimwurzel

Die mit Einsetzen der Keimung hervortretende Radicula ist durch eine hohe Sensibili-
tit gegeniiber dem Schwerereiz gekennzeichnet: der Gravitropismus von Keimwurzeln
wurde daher besonders griindlich analysiert. Dieses Beispiel dient heute als Modell-
system einer Reiz-Reaktionskette. Bereits C. Darwin (1880) erkannte, daB die Wurzel-
haube (Calyptra) der Ort der Graviperzeption ist, wihrend die Wachstumsreaktion in
der oberhalb des Meristems liegenden Streckungszone erfolgt. Der Ort der Schwerkraft-
wahrnehmung (Statocyten der Calyptra) ist somit von den reagierenden Zellen rdum-
lich getrennt. Der in der Wurzelhaube wahrgenommene Reiz wird rasch in die Zone
der Zellstreckung geleitet (Transmission) und 16st dort die auf einem differentiellen
Flankenwachstum beruhende Reaktion aus (Abwirtskriimmung).

Durchfithrung

Samen der Gartenkresse (Lepidium sativuni) bilden nach Wasserzugabe rasch eine Schleim-
hiille aus, die zu einer Haftung der Testa an der feuchten Unterlage fiihrt (s. Kapitel 4.3).
Als Anzuchtgefifie verwenden wir Plastik-Petrischalen (& = 9 cm). Ein passendes

L 2h
—-

A B c

Abb. 13.4: Analyse des positiven Gravitropismus der Wurzel von Kressekeimlingen. Reaktions-
bereite, vertikal orientierte Keimpflanzen 24 h nach Aussaat (25 °C) (A). Drehung der Petri-
schale (Wurzeln in Horizontallage) und gravitrope Kriimmung (B, C).
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rundes Filterpapier wird zusammengefaltet, in den Boden einer Petrischale gelegt und
mit Wasser iibergossen. Auf die mit H,O gesittigte doppelte Papier-Unterlage werden
nun, wie in Abb. 13.4 A dargestellt, 3 - 5 trockene Kressesamen gelegt (Austrittsort der
Radicula [weiBer Punkt] zum Rand hin orientieren). Nach einer Quelldauer von 30
min bei geschlossenem Deckel haften die Samen fest am Filterpapier, das iiber
Adhésionskriifte am Boden der Petrischale klebt. Der Deckel wird mit Klebstreifen am
Boden der Petrischale befestigt, die daraufhin aufrecht in eine Halterung gesteckt wird
(Abb. 13.4 A). Nach einer Zeit von etwa 24 h (25 °C, Dunkelheit) haben die Keim-
wurzeln (Radiculae) eine optimale Lénge von 5 — 10 mm erreicht (Stadium vor Ausbil-
dung der Wurzelhaare). Sie sind nun reaktionsbereit.

A. Kinetik der Abwdrtskriimmung

Petrischalen mit 3 — 5 vertikal gewachsenen Kressekeimlingen (Radiculae) werden
in der Halterung um 90 Grad gedreht (Abb. 13.4 A,B): die Keimwuwrzeln befinden
sich nun in Horizontallage ( t = 0 h). Im Verlauf der folgenden 2 h kann bei Zimmer-
beleuchtung und Normaltemperatur (20 — 25 °C) eine gravitrope Abwirtskriimmung
der Wurzeln beobachtet werden (Abb. 13.4 B, C). Zur Registrierung der gravitropen
Reaktion konnen 2 Methoden verwendet werden. (I.) Punkt-Markierung: Auf dem
Boden der Petrischale werden mit einem feinen Filzstift Punkte angebracht (t=0 h:
Waurzelansatz [Bezugspunkt]/ Wurzelspitze; nach 0,5/1/1,5/2 h: jeweils Wurzelspitze).
Mit Hilfe eines Geometrie-Dreiecks kann nach Abschluff des Experiments der Win-
kel zwischen dem Bezugspunkt und der Wurzelspitze ermittelt und gegen die Zeit
aufgetragen werden. (IL.) Photoapparat: Wesentlich exaktere Kinetiken erhilt man
durch photographische Dokumentation der Kriimmungsbewegung. In Zeitabstinden
von jeweils 10 min wird eine Bildfolge erstellt. Die Negative konnen mit Hilfe eines
Diaprojektors vergrofiert und die Schattenbilder wie oben dargestellt ausgewertet
werden.
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Abb. 13.5: Quetschpriiparat der lings halbierten Spitze einer 24 h alten Kressewurzel. Die
Amyloplastenstirke wurde mit J,/KJ angeférbt (A) (x 60). Schematischer Lingsschnitt durch
die Wurzelhaube (B).
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Aus den so gewonnenen Kinetiken der gravitropen Reaktion (Wachstumsbeschleunigung
auf der Oberseite /Wachstumsstop auf der Unterseite = Kriimmung) kann die mittlere
Latenzzeit des Gravitropismus der Kressewurzel ermittelt werden (~ 20 min).

B. Ort der Graviperzeption

Wie bereits dargestellt wurde, erfolgt die Perzeption des Schwerereizes in den Statocyten
der Wurzelhaube (Calyptra) des Organs. Die Struktur der Calyptra der Kressewuizel
wurde im Detail analysiert und soll hier kurz beschrieben werden. Unterhalb des Wurzel-
meristems (Dermatocalyptrogen) folgt eine Serie von 4 Zell-Lagen, die aus Statocyten
bestehen; die Gesamtheit wird daher als Statenchym (Gewebe der Graviperzeption) be-
zeichnet. Im peripheren Bereich der Calyptra sind Sekretzellen angeordnet, die durch
Absonderung hygroskopischer Schleime das Durchdringen der Erdpartikel erleichtern
und nach einigen Tagen als tote Zelltrimmer abgestoen werden (Abb. 13.5 B). Zur
lichtmikroskopischen Beobachtung werden 1 — 2 d alte Kressewurzeln lings halbiert.
Die Wurzelspitzen werden abgetrennt und als Quetschpriparat in LucoLscher Lisung
(Stirkenachweis, s.0.) mikroskopiert. Wie Abb. 13.5 A zeigt, erkennen wir das Meristem
(kleine helle Zellen), das Statenchym (Statocyten mit sedimentierbaren Amyloplasten)
und die peripheren Sekretzellen. Die mit Jod tiefblau gefirbte Stiirke der Amyloplasten
ist deutlich zu sehen. Nach Horizontallage der Wurzel sedimentieren die Amyloplasten
auf die physikalische Unterseite der Statocyten, Durch diese Amyloplastenverlagerung
wird der Schwerereiz perzipiert und in die einige mm weiter oben liegende Streckungs-
zone iibertragen (Transmission). Dort wird die physiologische Reaktion ausgeltst (Kriim-
mung des Organs durch differentielles Flankenwachstum).

13.3 Hydrotropismus der Wurzel

Im Gegensatz zur Epidermis der oberirdischen Organe (Stamm/Blitter) ist die
Rhizodermis der Wurzel von keiner Cuticula iiberzogen: die Zellen verlieren in trocke-
ner Luft rasch an Wasser und werden welk. Die Wurzeln besitzen daher neben ihrer
Fahigkeit, sich in Richtung des Erdmittelpunktes zu kriimmen (Gravitropismus) auch
das Vermogen, durch differentielles Flankenwachstum Regionen mit hohem (positi-
vem) Wasserpotential aufzusuchen (Hydrotropismus). Unter Normalbedingungen (Erde
mit unterschiedlich feuchten Regionen) ist die Wurzel dem gravitropen und dem
hydrotropen Reiz ausgesetzt (Erdanziehungskraft, Wasserquelle): das Organ wichst
nach unten, wobei eine Austrocknung durch Hinwendung zu den mit Wasser gesiittig-
ten Bereichen des Substrats verhindert wird.

Ein Experiment zur Demonstration des Hydrotropismus ist in Abb. 13.6 dargestellt.
Objekttriger werden mit 1 — 2 Lagen eines Streifens wassergesittigten Filterpapiers
umwickelt. Etwa 10 trockene Samen der Gartenkresse (Lepidium sativum) werden nun
auf dem feuchten Papier in entsprechender Orientierung zur Quellung und Keimung
gebracht (horizontal liegende Objekttriger in einer geschlossenen Glasschale in
wasserdampfgesittigter Luft halten; 25 °C, Dunkelheit). Nach 24 h haben die Keim-
wurzeln eine Linge von 5 — 10 mm erreicht. Ein Objekttriger wird nun in ein umge-
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drehtes Becherglas gestellt (Abb. 13.6 A), ein anderer daneben der Zimmerluft expo-
niert (Abb. 13.6 B). Nach weiteren 24 h beobachten wir, daf die Keimwurzeln inner-
halb des Bechers (feuchte Luft) gravitrop nach unten wachsen, wihrend die luft-
exponierten Wurzeln zur feuchten Unterlage gekriimmt sind (Hydrotropismus). Die
relativ trockene Luft wird somit gemieden, d.h. die Wurzel ,,sucht” die Feuchtigkeit.
Der Ort der Gravi- und Hydro-Perzeption ist die Wurzelspitze (Calyptra).

100 % RH 50% RH
Abb. 13.6: Gravi- und Hydrotropismus
: der Keimwurzel von Samen der Garten-
1 F kresse. Ansatz in wasserdampfgesittigter
A B Luft (~ 100 % rel. Feuchte [RH]) (A) und
N k. in Zimmerluft (~ 50 % RH) (B).

13.4 Phototropismus der Graskoleoptile

Wird eine wachsende Pflanze einseitig bestrahlt, so kriimmt sich der apicale Bereich
des Sprosses der Lichtquelle entgegen. Diese als Phototropismus bezeichnete
‘Wachstumsreaktion ermdglicht es der jungen Pflanze, die Blitter in einem optimalen
Winkel dem Sonnenlicht auszusetzen, wodurch eine maximale Photosyntheseleistung
erzielt wird. Das klassische Versuchsobjekt der Phototropismusforschung ist die photo-
synthetisch inaktive Koleoptile des etiolierten Graskeimlings. Wie in Kapitel 10
(Phytohormone) dargelegt wurde, wird in der Spitze des réhrenformigen Organs das
Hormon Auxin gebildet, das in der sub-apicalen Region die Zellstreckung auslost. Die
Koleoptilspitze ist jedoch nicht nur eine ,,Hormondriise”: die Zellen des Apex des Or-
gans sind gleichzeitig der Ort der Lichtperzeption. Wir wollen im folgenden einige
Schliisselexperimente zum Phototropismus der Koleoptile kennenlernen.

Durchfiihrung

Eine 9 cm-Petrischale wird bis zum Rand mit feuchtem Vermiculit gefiillt. Etwa 10 —
15 Getreide-Karyopsen (z.B. Hafer, Avena sativa) werden entlang der Mittellinie der
Petrischale eingepflanzt. Nach 3 d (Dunkelheit, 25 °C) haben die etiolierten Koleoptilen
die lineare Phase des Wachstums erreicht; sie zeigen nun eine maximale Lichtsensitivitét.
Wir stellen die Keimpflanzen in einen Karton, der auf einer Seite ein Fenster aufweist,
das durch Farbfilter abgedeckt werden kann (s.u.). Nach Bestrahlung mit entsprechen-
dem Licht kann eine phototropische Kriimmung der Koleoptilen beobachtet werden
(Abb. 13.7). Zur Auswertung werden die Koleoptilen an der Basis abgeschnitten und
sofort fotokopiert. Die Schattenbilder (Fotokopien) konnen mit Hilfe eines Geometrie-
Dreiecks ausgewertet werden (Bestimmung des Kriimmungswinkels ¢ in Grad, bezo-
gen auf den basalen Abschnitt der Koleoptile).
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WL
Abb. 13.7: Phototropismus etiolierter <(( -—
Haferkoleoptilen. Die Keimlinge wurden fiir ] .

3 d in Dunkelheit angezogen und dann fiir 4
h in einer dunklen Kammer einseitig mit
WeiBlicht (WL) bestrahlt,

A. Ort der Lichtperzeption

Zur Klirang der Frage, ob ausschlieBlich die Koleoptilspitze oder auch darunterliegende
Zellen den Lichtreiz wahrnehmen konnen, werden einzelne Petrischalen mit Getreide-
keimlingen der Dunkelkammer entnommen. Die gerade gewachsenen Koleoptilen der
Population werden in schwachem griinen Sicherheitslicht wie folgt behandelt (Abb.
13.8): intakt (Kontrolle), Spitze abschneiden; intakte Spitze mit Alufolie abdecken,
intakte Koleoptile mit R6hrchen aus Alufolie abdunkeln, so da8 nur noch die Spitze
herausragt. Die so priparierten Koleoptilen (je 2 — 4 pro Anzuchtschale) werden im
Griinlicht in die Kartons gestellt und mit verschlossenem Deckel in den Praktikums-
raum gebracht. Dort werden die Keimpflanzen fiir 4 h einseitig mit WL bestrahlt
(PhotonenfluB: > 50 pmol - m? - s, s. Abb. 13.7). Resultat: mit abgeschnittener bzw.
abgedunkelter Spitze erfolgt keine Kriimmung zum Licht.

B. Wirkungsspektrum des Phototropismus

Das WeiBlicht umfaBt ein ganzes Spektrum verschiedener Farbqualititen, die mit
Hilfe eines Prismas getrennt und sichtbar gemacht werden konnen (s. Kapitel 2).
Welche Spektralfarbe wird von den Sensorpigmenten perzipiert und 16st somit die
phototropische Kriimmung aus? Zur Beantwortung dieser Frage erstellen wir ein
Wirkungs(=Aktions)spektrum des Phototropismus. Farbfilter zur Erzeugung der Licht-
qualititen blau, griin, gelb und rot kénnen durch Einklemmen gefdrbter Polypropylen-

-

A B

Abb. 13.8: Analyse des Phototropismus der Haferkoleoptile. Intakter bzw. dekapitierter Keim-
ling (+/— Spitze) (A). Verdunkelung der Spitze bzw. des unteren Bereichs der intakten Koleoptile
mit Aluminiumfolie (B).
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Buchschutzfolie zwischen 2 Glasplittchen selbst hergestellt werden. Wir bereiten 5
Versuchsansiitze vor (s. Abb. 13.7: Exp. 1, Kontrolle [WL]), wobei die Exp. 2 — 5
durch Einschub von Farbfiltern (blau/griin/gelb/rot) ein Wirkungsspektrum ergeben.,
Nach einseitiger Bestrahlung (4 h) erfolgt die Auswertung. Resultat: poly-
chromatisches WL (Kontrolle) und Blaulicht 16sen eine phototropische Kriimmung
aus, wihrend die Farbqualititen griin/gelb und rot weitgehend unwirksam sind. Kurz-
welliges Blaulicht (A ~ 400 — 500 nm) wird somit in der Koleoptilspitze von einem
bisher noch nicht identifizierten Sensorpigment (,,Cryptochrom”) perzipiert. Der
Lichtreiz 16st im sub-apicalen Bereich der Koleoptile die Kriimmung aus (differenti-
elles Flankenwachstum).

13.5 Photonastische Blattbewegung beim Sauerklee

Das klassische Versuchsobjekt zur Demonstration einer raschen, auf reversiblen Turgor-
dnderungen beruhenden Blattbewegung ist die Sinnpflanze oder Mimose (Mimosa
pudica). Nach Erschiitterung des Sprosses kann ein rasches Einklappen der zusam-
mengesetzten Fiederblitter beobachtet werden (Seismonastie). Nach einer Erholungs-
phase haben die Laubblitter wieder ihre urspriingliche Position eingenommen und
sind erneut reaktionsbereit. Da die biologische Relevanz dieses Phiinomens bis heute
ungeklirt ist (diskutiert wird ein Transpirations- bzw. Fra3schutz), soll hier eine Alter-
native zur Mimose présentiert werden.

Die in der Bodenregion unserer Wilder wachsenden Schattenpflanzen sind an Som-
mertagen extremen Schwankungen im PhotonenfluB ausgesetzt: im Baumschatten kon-
nen Werte von nur ~ 5 pmol Photonen - m? - s gemessen werden, wihrend bei Durch-
bruch der Sonne Maxima von bis zu 1800 pmol - m? - s auftreten (s. Kapitel 2). Die an
geringe Photonenfliisse angepafiten Schattenpflanzen miissen in der Lage sein, diesen
durch Sonnenflecken ausgeltsten LichtstreB zu iiberstehen, Der Wald-Sauerklee (Oxalis
acetosella) ist in Laub- und Mischwildern weit verbreitet. Die Photosyntheserate der
Fiederblittchen erreicht bereits bei Photonenfliissen von ~ 150 umol - m? - s jhren
Sattigungswert. Bei Auftreten eines Sonnenflecks klappen die 3 Fiederblittchen rasch
nach unten (Funktion: Schutz des Photosyntheseapparates vor Photooxidation). Diese
Photonastie sowie der zugrundeliegende Bewegungsmechanismus soll im folgenden
untersucht werden.

Durchfiihrung
Wihrend der gesamten warmen Jahreszeit konnen auf leicht sauren, humusreichen
Waldboden einzelne Rhizome des Waldsauerklees ausgegraben und in einem Blumen-
topf, der mit Erde des natiirlichen Standortes gefiillt wurde, kultiviert werden. Bei
Zimmerbeleuchtung wichst der Sauerklee kriiftig weiter und bildet zahlreiche neue
Blitter.

Die Position eines gerade gewachsenen Blattes wird durch Einstecken einer Nadel
(mit Pfeil) markiert (Abb. 13.9 A). Durch Bestrahlung des Pflidnzchen kann die
photonastische Blattbewegung im Praktikumssaal verfolgt und analysiert werden.
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A. Kinetik der Blattbewegung
Fine bei schwachem Zimmerlicht (Photonenfluff < 100 pymol - m? - s') gewachsene
Pflanze wird vorsichtig unter eine ausgestellte Schreibtischlampe gebracht und mar-
kiert (Abb. 13.9 A: Schwachlicht- oder Normalstellung der Fiederbléittchen). Durch
Anstellen der Lampe setzen wir die Pflanze einem kiinstlichen Lichtstref aus (Photonen-
fluB > 300 wmol - m? - s). Mit einer Stoppuhr bestimmen wir die Latenzzeit der
Reaktion (~ 2 — 3 min). Nach 5 — 7 min sind die Fiederblittchen eingeklappt (Abb. 13.9
B). Wir stellen nach 10 — 20 min die Schreibtischlampe wieder aus und bestimmen die
Zeit der Riickreaktion. Nach etwa 50 min haben die Fiederblittchen wieder exakt ihre
Ausgangs(= Schwachlicht)position erreicht (Abb. 13. 9 C). Sie sind erneut reaktions-
bereit. Bei Starklicht (Photonenfluf > 1000 umol - m? - s': Pflanze in die Sonne stel-
len) werden die Fiederbliittchen vollstéindig nach unten geklappt, so daf die Mittel-
rippen parallel zum Blattstiel angeordnet sind.

Wiihrend des natiirlichen Licht/Dunkel(= Tag/Nacht)-Rhythmus ist ebenfalls die in
Abb. 139 A, B dargestellte Blattbewegung zu beobachten. Die Funktion dieser
nyctinastischen ,,Schlafbewegungen” des Wald-Sauerklees ist unbekannt.

B. Mechanismus der Blattbewegung
Wie funktioniert die Aufwirts- und Abwirtsbewegung der 3 Fiederblittchen? Zur K14-
rung dieser Frage isolieren wir den oberen Abschnitt des gemeinsamen Blattstiels und

A

Abb. 13.9: Photonastische Bewegung der
Fiederblittchen beim Wald-Sauerklee. Schwach-
lichtstellung, t = 0 min (A), Starklichtstellung, t =
10 min (B), Schwachlichtstellung, t = 50 min (C).
Die bei Zimmerbeleuchtung gehaltene Pflanze
wurde fiir 10 min mit einer Schreibtischlampe
bestrahlt.
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schneiden die Blattspreiten ab. Wir erkennen die drei Bewegungsorgane (Blattgelenke
oder Pulvini) der Fiederblittchen. Ein Blattgelenk (Pulvinus) wird nach Abtrennung
der beiden anderen in Langsrichtung zerschnitten, so daB der untere Teil des Schnittes
(Stiel) etwas dicker ausfillt. Wie Abb. 13.10 zeigt, sind im Stiel mehrere Leitbiindel zu
erkennen, die das Markgewebe umgeben. Im Blattgelenk (Bewegungsorgan) ist nur
ein zentrales Leitbiindel ausgebildet, das in der Spreite des Fiederblittchens die Mittel-
rippe bildet. Das die Bewegung verursachende dehnbare Motorgewebe besteht aus zwei
durch das Leitbiindel getrennte Bereiche: der Extensor (unten) und der Flexor (oben).
Durch Aufnahme osmotisch aktiver Substanzen (K*, CI) nehmen die Extensorzellen
Wasser auf; ihr Turgordruck steigt an, das Blittchen hebt sich (Schwachlichtstellung).
Die gegeniiberliegenden Flexorzellen erscheinen turgorlos und zusammengefaltet, Bei
Starklichtstellung sind die Verhiltnisse genau umgekehrt (Flexorzellen turgeszent,
Extensorzellen turgorlos). Die Blattbewegung wird somit durch reversible Turgor-
dnderungen und elastische Deformation der dehnbaren Zellen der Motorgewebe her-
vorgebracht. Das Blattgelenk ist auflerdem der Ort der Lichtperzeption: iiber ein bisher
noch unbekanntes Sensorpigment (,,Cryptochrom™) wird kurzwelliges Blaulicht wahr-

genommen.

Abb. 13.10: Anatomie des Bewegungsorgans (Blatt-
gelenk) beim Wald-Sauerklee. Lingsschnitt durch
den oberen Teil des gemeinsamen Blattstiels
(Schwachlichtstellung). Das Motorgewebe besteht
aus Extensor und Flexor,

13.6 Offnungsbewegung der Stomata der Laubblitter

Bei einer gut bewisserten hoheren Pflanze (C3- und C4-Typ) 6ffnen sich mit Beginn
der Lichtperiode die aus 2 SchlieBzellen und einer Pore bestehenden Spaltsffnungen
(Stomata) der Blitter. Die Poren erreichen am Mittag ihre maximale Offnungsweite;
am Abend werden die Stomata wieder weitgehend geschlossen. Bei Wassermangel
(Trockenheit) werden die Stomata lichtunabhiingig verschlossen. Diese durch Licht
(bzw. H,O-Mangel) hervorgerufene Photo- und Hydronastie ist fiir den Wasserhaus-
halt und Gasaustausch der transpirierenden Pflanze von groRer Bedeutung und soll
daher anhand ausgewihlter Experimente studiert werden. Beobachtungen zur Entwick-
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lung der Spaltdffrrungen sowie zur Regulation der Porenweite durch Phytohormone
sind in den Kapiteln 9.4 und 10.5 beschrieben.

Durchfithrung

Samen der Ackerbohne (Vicia faba) werden in mit Blumenerde gefiillten Topfen im
natiirlichen Tag/Nacht-Rhythmus angezogen (Gewéchshaus, 18 —24 °C), Der Photonen-
fluf sollte am Tag mindestens 100 pmol - m? - s betragen (withrend der Wintermonate
ist Kunstlicht erforderlich; bei zu geringer Beleuchtung entwickeln sich normal ausse-
hende Pflanzen mit degenerierten Stomata). Kriftige griine Pflanzen, die eine Sprof3-
héhe von 40 — 50 cm erreicht und 6 Blattpaare entwickelt haben (ca. 3 Wochen nach
Aussaat) werden fiir 24 h in eine Dunkelkammer gestellt (25 °C). Die Pflanzen werden
darauthin in den Praktikumsraum gebracht (Beginn der Experimente). Einzelne Blit-
ter werden abgeschnitten und in Petrischalen inkubiert (£ H,O, £ Licht). Von der Blatt-
unterseite werden nach Ablauf der Inkubationszeit mit einer spitzen Pinzette Epidermis-
streifen abgezogen und analysiert.

A. Photonastische Offaung

Die unter natiirlichen Umweltbedingungen mit dem Sonnenaufgang einsetzende Off-
nung der Stomata soll anhand eines einfachen Modellexperiments simuliert werden.
Um einen maximalen Verschluf} der Poren zu erreichen, werden die Versuchspflanzen
fir 24 h in Dunkelheit aufbewahrt (Nacht-Zustand). Einzelne Blitter werden nun ab-
geschnitten und auf Wasser schwimmend in Petrischalen inkubiert. Mit einer
Schreibtischlampe werden die Proben fiir 0/0,5/1/1,5 und 2 h belichtet (Tag-Zustand).

Abb. 13.11: Photonastische Offnung der Stomata in Laubblittern der Ackerbohne. Isolierte
untere Blatt-Epidermis einer fiir 24 h verdunkelten Pflanze (A) und Zustand nach Belichtung
mit WeiBllicht (2 h) (B) (x 320).
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Nach Ablauf der jeweiligen Belichtungszeit wird ein Vicia-Blatt entnommen, ein
Epidermisstreifen von der Unterseite abgezogen, kurz in absoluten Ethanol (p.A.) ge-
taucht (fixiert) und in einem Tropfen Wasser im Lichtmikroskop betrachtet (Abb. 13.11
A, B). Im Blatt der abgedunkelten Pflanze sind die SchlieBzellen wenig turgeszent und
die Poren daher geschlossen. In belichteten Bléttern sind turgeszente SchlieBzellen
und weit getffnete Poren zu erkennen.

B. Histochemischer Nachweis der Kaliumakkumulation

Wie Abb. 13.11 zeigt, wird die photonastische Offnung der Stomata durch eine Turgor-
erhthung innerhalb der Schliefzellen hervorgebracht. Histochemische Untersuchun-
gen haben ergeben, dal} dieser lichtinduzierte Turgoranstieg mit einer Aufnahme an
Kaliumionen korreliert ist, wobei die K*-Tonen vermutlich von den umliegenden
Epidermiszellen geliefert werden. Die Verteilung der K*-Ionen in den Epidermis- und
SchlieBzellen des Blattes kann mit Hilfe eines histochemischen Tests nachgewiesen
werden. Der spezifische K*-Nachweis erfolgt in zwei Stufen: (I.) Frisch isolierte
Epidermisstreifen abgedunkelter bzw. fiir 2 h mit Weillicht bestrahlter Blitter werden
fiir 1 — 2 min in eiskaltem Wasser gewaschen. Die folgenden Schritte miissen unter
einem Abzug durchgefiihrt werden. Die Proben werden fiir 10 min in eiskalte, frische
Natrium-Cobaltnitrit-Lsg. getaucht (Herstellung: 15 ml 13% Essigsiure, 4 g Cobalt-
nitrat, 7 g Natrumnitrit). Es bildet sich ein gelber, kaliumhaltiger Niederschlag:

Na,[Co(NO,) ] +2 KCl —> NaK,[Co(NO,) ] 4 (gelb) + 2 NaCl

Die gelben Kristalle (Natrium-Kalium-Cobaltnitrit) sind im Mikroskop nur schwer zu
erkennen und miissen daher in einen schwarzen Niederschlag umgewandelt werden.
(IL) Die Proben in kaltem dest. Wasser waschen, bis die Gelbfdrbung verschwunden
ist. Die Epidermisstreifen werden dann bei Zimmertemperatur fiir 2 min in eine 5%ige
Ammoniumsulfid-Lsg. [(NH,),S] getaucht, anschlieBend in H,O gewaschen und auf
einen Objekttriger gelegt.

|

Abb. 13.12; Histochemischer Nachweis
von Kaliumionen in der unteren Blatt-
Epidermis der Ackerbohne. Die Blitter
wurden entweder fiir 24 h in Dunkelheit
gehalten (A) oder anschliefend fiir 2 h
belichtet (B). Schwarze Bereiche:
Cobaltsulfid (K*-Nachweis) (x 320).
(Aufnahmen; J. WETTENGL.)
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Es bilden sich schwarze Kristalle von Cobaltsulfid (CoS bzw. Co,S,), die im Licht-
mikroskop gut zu erkennen sind. Bei diesen Reaktionen kommt es in der Regel zum
VerschluB der Stomata, Wie Abb. 13.12 A, B zeigt, sind die K*-Ionen eines abgedunkelten
Blattes im wesentlichen in den Epidermis- und nicht in den SchlieBzellen zu beobach-
ten (Turgor gering, Poren geschlossen). Nach Belichtung ist eine K*-Akkumulation in
den Schlieizellen zu erkennen (Tuargor hoch, Poren offen).

C. Hydronastischer Verschluf3

Bei Wassermangel werden die Blattporen im Licht verschlossen, um die stomatére
Transpiration auf ein Minimum zu begrenzen. Durch diese hydronastische Reaktion
der Stomata kann die Pflanze den Wasserstrefl (Trockenperiode) in der Regel tiberle-
ben; bei erneuter Wasserzufuhr (z.B. nach einem Regen) 6ffnen sich die Poren wieder.
Diese wichtige StreBadaptation der Pflanze kann wie folgt studiert werden. Einzelne
Blitter einer Vicia-Pflanze werden abgeschnitten und auf H,O in Petrischalen fiir 1 h
im Licht gehalten. Ansatz 1 (Kontrolle: + H,O, + Licht): Stomata offen (s. Abb. 13.11
B). Ansatz 2: Blitter von anhaftendem Wasser befreien und in trockene Petrischalen
legen (—H,0, + Licht): nach > 2 h sind ~ 90 % der Stomata geschlossen (s. Abb. 13.11
A). Die leicht welkenden Blitter werden nun wieder auf H,O inkubiert (+ Licht): die
Stomata &ffnen sich im Verlauf der folgenden 3 h zu > 90%. Der hydronastische Ver-
schluf} der Stomata ist somit vollig reversibel. Im Blatt einer welkenden Pflanze wird
mit hoher Rate das Phytohormon Abscisinséure synthetisiert. Dieses WasserstreShormon
16st den PorenverschluB aus (s, Kapitel 10.5). Neben dieser raschen (hormonvermittelten)
Reaktion ist jedoch bei dauerhaftem Wassermangel auch ein direkter Effekt auf die
Stomata zu beobachten: die SchlieBzellen verlieren Wasser, ihr Turgordruck sinkt dar-
aufhin ab und die Poren gehen zu.

13.7 Chloroplastenbewegung im Fiederblatt des Sauerklees

In Kapitel 13.5 hatten wir die photonastische Einklapp-Reaktion der Fiederblétter des
Wald-Sauerklees (Oxalis acetosella) kennen gelernt. Die Schattenpflanze schiitzt tiber
eine rasche Organbewegung ihren Photosyntheseapparat vor zu starker Sonnenein-
strahlung (s. Abb. 13.9). Gleichzeitig setzt bei einem Ubergang von Schwach- zu Stark-
licht (= Sonnenfleck) eine intrazellulire Chloroplastenverlagerung ein, die wie folgt
mikroskopisch analysiert werden kann. Einzelne Oxalis-Blétichen werden abgeschnit-
ten, in einer Petrischale auf Wasser gelegt und zur Hilfte mit einem Streifen dunklem
Papier abgedeckt. Die Petrischale wird nun flir 30 min starkem WeiBlicht ausgesetzt
(z.B. Schreibtischlampe, Photonenflufl > 500 pmol - m? - s!). Danach werden die Pro-
ben in absolutem Ethanol (p.A.) fixiert. Die entférbten Blittchen werden nun von der
Unterseite her im Lichtmikroskop betrachtet (Abb. 13.13). In den beiden unteren
Zellagen des Mesophylls (Schwammparenchym) erkennen wir sternformige Zellen,
deren (fixierte) Chloroplasten im beschatteten Bereich in Schwachlichtstellung ange-
ordnet sind (maximale Lichtabsorption). In der belichteten Blatthilfte sind die
Chloroplasten auf die zur Blattfliche antiklinen Zellwinde gewandert (Starklicht-
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stellung: Schutz des Photosyntheseapparates vor LichtstreB3). Die intrazelluldre
Chloroplastenverlagerung ist reversibel. Das hier dargestellte Experiment kann auch
mit Laubblittern anderer Schattenpflanzen durchgefiihrt werden (geeignet ist z.B.
Tradescantia albiflora).

beschattet belichtet

Abb. 13.13: Experiment zum Nachweis der intrazelluldren Chloroplastenverlagerung in den
Schwammparenchymzellen eines Fiederblattes des Wald-Sauerklees. Beschattete bzw. belich-
tete Blatthilfte: Chloroplasten in Schwachlicht bzw. Starklichtstellung.

13.8 Analyse der Protoplasmastromung

Neben der im letzten Kapitel beschriebenen lichtabhédngigen Chloroplastenverlagerung
ist ein zweiter, seit langem bekannter intrazelluldrer Bewegungsvorgang von grofier
physiologischer Bedeutung: die Protoplasmastrémung. Durch stetige Rotation des
Cytoplasmasaumes wird ein rascher Stofftransport innerhalb der relativ groBen
(vacuolisierten) Pflanzenzelle erreicht. Die Protoplasmastrdmung ist somit der ,,Mo-
tor” des innerhalb der Zelle stattfindenden Kurzstreckentransports (Translokation von
Ionen, Phytohormonen u.a. Molekiilen). In den hier beschriebenen Experimenten wol-
len wir den Mechanismus dieses Bewegungsvorgangs analysieren, Als Versuchspflanzen
verwenden wir die in Kapitel 8.6 (Photosynthese) bereits besprochene Kanadische Was-
serpest (Elodea canadensis) (s. Abb. 8.11, S. 82). Die langlichen, fein gezdhnten, in
Dreiquirlen entlang des Stengels angeordneten Blittchen sind ideale Versuchsobjekte.
Wie bei anderen Unterwasserpflanzen fehlt eine Cuticula; Hemmstoffe (Inhibitoren)
konnen somit leicht tiber das AuBlenmedium zugefiihrt und deren Wirkung auf die
Rotation des Cytoplasmasaumes studiert werden. Sprofspitzen kriftiger Elodea-Pflan-
zen (Linge: ~ 10 cm) werden dem Anzuchtbecken entnommen. Einzelne Blittchen aus
dem unteren Bereich (d.h. 5 — 10 cm vom Vegetationskegel entfernt) werden nun mit
einer Pinzette abgezupft und zwischen Objekttréiger und Deckglas (+ H,O, £ Inhibitoren)
im Lichtmikroskop analysiert.

A. Grundexperiment

Ein Uberblick zeigt, daB die Oberfliche des Elodea-Blittchens im wesentlichen aus 3
Zelltypen besteht: Randzellen, die z.T. mit Zacken versehen sind (Abb. 13.14 B), relativ
grofle Epidermiszellen und kleinere Zellen im Bereich der Leitbiindel (Abb. 13.14 A).
Die zuletzt genannten Zellen sind voll vacuolisiert und weisen einen diinnen peripheren
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Cytoplasmasaum auf, innerhalb dessen zahlreiche linsenférmige Chloroplasten sichtbar
sind. Etwa 1 — 3 min nach Abtrennung des Blittchens setzt eine Cytoplasmarotation ein:
die Chloroplasten werden passiv mittransportiert, d.h. die Protoplasmastrémung kann
anhand des Mitdriftens dieser griinen Organellen verfolgt werden. In den Randzellen
(Abb. 13.14 B) beginnt erst 3 — 10 min nach Isolation des Blittchens eine
Cytoplasmarotation. Da am Blattrand nur eine chloroplastenarme Zellschicht vorliegt,
kann die Protoplasmastromung hier besonders leicht beobachtet werden.

B. Quantifizierung der Stromungsraten

Mit Hilfe eines Okularmikrometers kénnen wir die mittlere Strémungsrate innerhalb
der Randzellen (Abb. 13.14 B) wie folgt bestimmen, Wir suchen eine Zelle aus, die
eine konstante Cytoplasmarotation zeigt, und orientieren die Strichskala des Okular-
mikrometers exakt parallel zur Lingswand (VergroBerung: x 400). Mit Hilfe einer Uhr
ermitteln wir nun die Zeit, die ein Chloroplast benotigt, um die Lingsachse der Rand-
zelle zu durchwandern. Daraus kann die Stromungsrate berechnet werden (z.B. Linge
der Zelle ~100 um; Wanderzeit: 10 s = Stromungsrate: 100 um/10 s = 10 pm/s). Wir
wiederholen die Messung alle S min und tragen die Daten fiir jede einzelne Zelle gegen
die Zeit nach Beginn der ersten Messung auf. Wie Abb. 13.15 zeigt, bleibt die Strémungs-
rate {iber 50 min hinweg weitgehend konstant. Von Zelle zu Zelle sind jedoch deutliche
Unterschiede zu beobachten: die individuellen Strémungsraten liegen im Bereich zwi-
schen 4 — 12 pm/s.

C. Hemmstoffversuche
Um Informationen zum Mechanismus der Protoplasmastromung zu erhalten, wer-
den spezifische Hemmstoffe (Inhibitoren) appliziert und deren Wirkung auf die

Abb. 13.14: Zellen aus dem Bereich des Leitbiindels (A) und dem Rand (B) eines Blittchens
der Kanadischen Wasserpest (Aufsicht, x 400).
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Rotationsrate ermittelt. Wir betrachten im Lichtmikroskop eine Randzelle, die eine
konstante Stromungsrate aufweist (Inkubationsmedium: H,0). Nach 5 min wird
das Medium gewechselt und die Cytoplasmarotation, die in der H,O-Kontrolle kon-
stant bleibt (s. Abb. 13.15), in 5 min-Abstinden ermittelt. Aus diesen Daten kann
der zeitliche Verlauf sowie die Intensitdt der Inhibitorwirkung abgeleitet werden.
(L) Atmungsgifte: Schwefelwasserstoff (H,S) blockiert in den Mitochondrien der
Zellen das Enzym Cytochromoxidase, d. h. der letzte Schritt in der Atmungskette
2H*+2e + %0, - HO) wird durch dieses Gas unterbunden. Zur Herstellung
von H,S-Wasser wird in einem Reagenzglas Eisensulfid (FeS) mit Salzséure (HCI, 1
mol/l) zur Reaktion gebracht und das gebildete H,S-Gas liber ein Glasrohr in Wasser
eingeleitet (Dauer: ~ 20 min). Etwas mit H,S angereichertes Wasser wird zu unserem
Elodea-Blatt gegeben. Die Protoplasmastromung kommt rasch zum Stillstand (Pro-
blem: Geruchsbeldstigung; H,S unter Abzug herstellen). Die Verbindung 2,4-
Dinitrophenol (2,4-DNP) blockiert die mitochondriale ATP-Bildung (,,Entkoppler”).
Nach Zugabe einer 2,4-DNP-Lsg. (1 mmol/l) kann eine vollstindige Hemmung der
Cytoplasmarotation beobachtet werden. (I11.) Actin-Myosin-System: Im
Cytoplasmasaum von Pflanzenzellen konnten den Muskelproteinen der Tiere homo-
loge Mikrofilamente (Actin, Myosin) nachgewiesen werden. Dieses Actin-Myosin-
System (,intrazellulire Muskeln”) ist der ATP-abhingige Motor der
Cytoplasmarotation. Durch Zugabe des giftigen Pilzstoffes Cytochalasin B, das spe-
zifisch und reversibel F-Actin-Filamente depolymerisiert, kann die Protoplasma-
stromung (reversibel) blockiert werden. Wir stellen eine Stammlsg. von Cytochalasin
B her (Losungsmittel: 2 % Dimethylsulfoxid, Konz.: 1 mmol/l). Bereits geringe
Inhibitorkonzentrationen (0,1 mmol/l) filhren nach 10 min zu einem Stillstand der
Rotation. Werden die Blittchen anschlieBend in H,O gespiilt und erneut untersucht,
so zeigt sich, daB die Chloroplasten bald wieder wie zuvor rotieren.

Diese Experimente zeigen, daf die Protoplasmastrémung ein aktiver, von der Zellat-
mung abhéngiger ProzeB ist, der vom Actin-Myosin-System der Zelle angetrieben wird.

Blattchen Nr. 1

Stromungsrate (um/s)

Zeit (min)

Abb. 13.15: Geschwindigkeiten der Protoplasmastrémung von jeweils einer Randzelle 4 ver-
schiedener Blittchen der Kanadischen Wasserpest. Zeitpunkt Null = 10 min nach Abtrennung
des Organs. (Daten: N. Tomczak.)
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13.9 Circumnutation beim Sonnenblumenkeimling

Achsenformige Pflanzenorgane (Wurzel, Stengel) wachsen nur selten exakt in einer
Richtung: in der Regel wird bei genauer Beobachtung ein Kreisen der Organspitzen
festgestellt. Da von oben betrachtet eine mehr oder weniger flache Ellipse durchlaufen
wird, wurde dieses Verhalten von C. DarwiN (1882) als Circumnutation bezeichnet.
Betrachten wir den Wachstumsvorgang in drei Dimensionen, so durchliduft der Apex
eine ungleichmiBig geformte Schraube (Helix). Circumnutationen sind endogene
Wachstumsbewegungen, die auf asymmetrischen Unterschieden in den Expansionsra-
ten der Organflanken beruhen (lokale Schwankungen der epidermalen Wachstumsra-
ten). Sie treten universell im Pflanzenreich auf und sind insbesondere bei Windepflanzen
von Bedeutung (endogene Suchbewegung; Umschlingen einer Stiitze).

Circumnutationen (periodische Wachstumsoszillationen) kénnen im Prinzip bei je-
dem rasch wachsenden Pflanzenorgan beobachtet werden. Ein klassisches Versuchs-
objekt ist der bereits im Zusammenhang mit dem Gravitropismus vorgestellte Keim-
ling der Sonnenblume (Helianthus annuus). Gequollene Achinen werden in Rollrand-
Gléschen, die mit freuchtem Vermiculit gefiillt wurden, angezogen (s. Abschnitt 13.1).
Die Keimlinge wachsen im Licht/Dunkel-Wechsel heran bis die Hypocotyle eine Lin-
ge von 3 — 5 cm erreicht haben (4 — 5 d nach Aussaat). Die Hypocotylhaken sollten
vollstindig geoffnet sein. Wir befestigen mit Klebeband eine Stecknadel am oberen
Drittel eines Keimstengels (,,Zeiger”). Als Bezugspunkt stecken wir einen Stahl- oder
Plastikstab in das feuchte Vermiculit. Der Keimling wird nun unterhalb einer Glasplat-
te plaziert, die mit einer transparenten Millimeterskala belegt wurde (mm-Papier auf
Klarsichtfolie kopieren). Nach einer ,,Erholungsphase” von 30 min beginnt das Expe-
riment. Wir betrachten den Keimling von oben (Abb. 13.16) und notieren mit einem
spitzen Filzstift den Bezugspunkt und die Position des ,,Zeigers” (Nadel). In Abstin-
den von 30 min zeichnen wir die Position der Nadel auf. Bei Zimmertemperatur wird
innerhalb von 2 — 3 h eine Ellipse durchlaufen, die eine Linge von 1 — 3 cm aufweisen
kann. Die Intensitéit der Circumnutation variiert innerhalb einer Population von Keim-
lingen. Manche Individuen zeigen nur geringe Bewegungen, wihrend bei anderen eine
sehr ausgepriigte Rotation der Hypocotylspitze zu beobachten ist.

{ {

Glasplatte, mm-Papier

Abb. 13.16: Circumnutation des Hypocotyls ei-
nes Keimlings der Sonnenblume. Seitenansicht
(links), Aufsicht (rechts). Die Bewegung (---)
wird in Relation zu einem festen Bezugspunkt
aufgezeichnet. (Nach Brown, A.H. & Mitarb.:
Plant Physiol. 94, 233-238, 1984.)
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