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Einleitung 1

1 Einleitung

Der Ferntransport von Wasser, Nahrstoffen und organischen Verbindungen von der
Wurzel in den Sprol3 erfolgt in den differenzierten Gefaflien des Xylems. Im differenzierten
Zustand sind die Xylemgefale frei von Cytoplasma und damit tot. Der Xylemtransport ist
unidirektional aufwarts gerichtet. Der Saftfluld im Xylem wird angetrieben Uber den
~Wurzeldruck” und die Transpiration, also dem Gradienten im Wasserpotential zwischen
der Atmosphare, der Pflanze und der Bodenlosung (Marschner 1995). Der ,Wurzeldruck*
ist ein Resultat der Xylembeladung mit lonen und anderen osmotisch wirksamen Sub-
stanzen. Dadurch steigt die Konzentration in den Xylemgefalien gegeniiber dem Apo-
plasten im Zentralzylinder an, was wiederum einen osmotisch getriebenen Wasser-
einstrom in die Xylemgefalie bewirkt. Durch den Wassereinstrom wird der hydrostatische
Druck in den GefalRen tber Atmosphéarendruck angehoben und bewirkt einen aufwarts-
gerichteten Volumenflu® im Xylem (Schurr 1998). Der Wurzeldruck als treibende Kraft fur
den Saftfluld im Xylem ist jedoch nur unter Bedingungen mit geringer oder ohne Transpi-
ration von Bedeutung: bei Keimlingen, in der Nacht und bei extrem hoher Luftfeuchte.
Unter normalen Bedingungen ist die Transpiration die entscheidende Grof3e fur den Saft-
flug im Xylem und der hydrostatische Druck in den GefaBen liegt unterhalb des
Atmospharendrucks (Zimmermann et al. 1994).

Der Mechanismus der Nahrstoffbeladung des Xylems ist bislang noch nicht aufgeklart.
Ob bei der Xylembeladung energieabhangige Prozesse beteiligt sind (Pitman 1977) oder
die Xylembeladung passiv entlang des elektrochemischen Gradienten zwischen dem
Symplasten des Zentralzylinders und dem Xylem erfolgt (Bowling 1981), wird kontrovers
diskutiert. Vor kurzem wurde mit der ,patch clamp“-Technik die Aktivitit von K- und
Anionenkanédlen in der Plasmamembran von Xylemparenchymzellen nachgewiesen,
durch die eine passive Xylembeladung ermdglicht wird (Wegner und Raschke 1994,
Kohler 1998). Obwohl der genaue Mechanismus noch unklar ist, gilt es als gesichert, dal3
die Xylembeladung mit N&hrstoffen prinzipiell unabhéngig vom Wassertransport in die
Gefalle erfolgen kann (Smith 1991). So hatte eine im Experiment um 50 % reduzierte
SaftfluBrate im Xylem (erhohte Luftfeuchte) keinen Einfluld auf die NOs-Translokation in
den Sprof3 von Mais- (Shaner und Boyer 1976b) und Sojapflanzen (Delhon et al. 1995b).
Auch eine direkte Kopplung der Xylembeladung an die Nahrstoffaufnahme in die Wurzel
wird ausgeschlossen. Die Xylembeladung mit lonen kann selektiv durch Inhibitoren der
Proteinsynthese gehemmt werden (Lauchli et al. 1973, Pitman et al. 1977). Bei einer
Arabidopsis-Mutante, deren Phosphattranslokation in den Spro3 gehemmt war, blieb die

Phosphataufnahme im Vergleich zum Wildtyp konstant (Poirier et al. 1991). In Tabak
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(Rufty et al. 1989) und Soja (Delhon et al. 1995b) war die *>N-Translokation in den SproR
unabhangig von der NO;-Aufnahme.

Die Nahrstofftranslokation in den Sprof3 wird also unabhangig von der Aufnahme und der
Wasserleitung reguliert. Dies gibt der Pflanze die Mdglichkeit, die Nahrstoffversorgung
des Sprosses dem Bedarf anzupassen (Engels und Marschner 1992, Marschner 1995).
Untersuchungen zum Langstreckentransport von Nahrstoffen im Xylem sind daher von

grundlegender Bedeutung fir das Verstandnis des Néahrstoffhaushalts der Pflanze.

Beim Nahrstofftransport im Xylem muf3 die Interaktion zwischen Xylem und Phloem, dem
zweiten Ferntransportsystem hoherer Pflanzen, bericksichtigt werden. Im Gegensatz
zum Xylem erfolgt der Phloemtransport in lebenden Zellen, den Siebréhren, sowohl auf-
warts- als auch abwartsgerichtet. Die FluRrichtung und die FluRrate wird durch die Aktivi-
tat der Phloementladung in den ,Sink“-Geweben, den jungen wachsenden Blattern, dem
Apikalmeristem und der Wurzel, bestimmt (Humphreys 1988, Marschner 1995). Uber das
Phloem wird die Wurzel mit Kohlehydraten und Assimilationsprodukten aus dem N- und
S-Stoffwechsel des Sprosses versorgt (Marschner et al. 1997). Durch das Phloem
werden jedoch auch anorganische Néahrstoffe aus dem Sprof3 wieder in die Wurzel trans-
portiert, wo sie z.T. zurlck ins Xylem geladen werden. Durch diesen Mechanismus
konnen Na&hrstoffe zwischen Wurzel und Sprof3 zirkulieren. Dies gilt fur alle Makro-
nahrstoffe inklusive reduzierter N- und vermutlich auch S-Verbindungen (Armstrong und
Kirkby 1979, Simpson et al. 1982, Jeschke et al. 1985, Cooper und Clarkson 1989,
Jeschke und Pate 1991c, Schupp et al. 1991) mit Ausnahme von Ca** und NO3, die nur
eine geringe Phloemmobilitat besitzen (Jeschke und Pate 1991c, Peuke et al. 1996). Die
Nahrstoffzusammensetzung des Xylems wird daher auch tber den Phloemricktransport
in die Wurzel beeinfluf3t. Bei Weizen und Reis entsprachen tber 60 % der Amino-N- und
26 % bzw. 36 % der K'-Fraktion im Xylemsaft Phloemimporten aus dem SproRR (Cooper
und Clarkson 1989). In Rizinus lag der phloemimportierte K*-Anteil im Xylem bei 46 %
(Jeschke und Pate 1991c).

Nahrstoffzirkulation zwischen Wurzel und Sprol3 ermdglicht es der Pflanze, raumliche
oder zeitliche Fluktuationen des Nahrstoffangebots im Wurzelraum auszugleichen, die
wachsenden apikalen Wurzelbereiche mit einem zuséatzlichen N&hrstoffimport aus dem
Sprol3 zu versorgen und den Nahrstoffbedarf des Sprosses der Wurzel zu Ubermitteln.
AulBerdem hat sie eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der Kationen/Anionen-
Balance in der Pflanze (Marschner et al. 1996,1997).

Auch beim Langstreckentransport im Xylem muf3 die Kationen/Anionen-Balance ausge-

glichen sein. Der Ladungsausgleich erfolgt vorwiegend tber anorganische lonen (Breteler
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et al. 1978). Beim Nahrstofftransport im Xylem muissen daher Wechselwirkungen
zwischen den verschiedenen N&ahrstoffen bertcksichtigt werden.

Bei vielen Pflanzen ist NO3 das dominante Anion im Xylemsaft (Kirkby und Armstrong
1980, Arnozis und Findenegg 1986). NO3; hat damit eine besondere Bedeutung beim
Ladungsausgleich. N-Transport im Xylem erfolgt jedoch auch in reduzierter Form vorwie-
gend durch ungeladene Amide (Engels und Marschner 1993). Das Verhéltnis zwischen
den beiden Transportformen wird durch das externe NOs-Angebot und die N-Quelle stark
beeinflul3t. Generell steigt das NOs;/Amino-N-Verhaltnis mit zunehmendem externen NOj’
-Angebot an, da die NOs-Assimilation mit steigendem Angebot verstarkt im Sprol3 erfolgt
(Rufty et al. 1990, Gojon et al. 1991, Peuke et al. 1994, Agrell et al. 1997). Bei NH,'-
Ernahrung erfolgt die N-Assimilation dagegen fast ausschlie3lich in der Wurzel, und
Stickstoff wird vollstandig in reduzierter Form in den Sprol3 transportiert (Van Beusichem
et al. 1988). Anderungen der NO;-Konzentration im Xylemsaft konnen wiederum
Konzentrations&nderungen anderer Ladungstrager, d.h. der anderen Nahrstoffe, bewir-
ken. Das N-Angebot hat daher einen entscheidenden EinfluR auf den Transport aller
Néahrstoffe in den Sprof3. Umgekehrt kann jedoch auch die Verfugbarkeit der anderen
Nahrstoffe Gber den Ladungsausgleich EinfluR auf den NO3™ bzw. N-Transport im Xylem-
saft nehmen. Von besonderer Bedeutung ist dabei die K'-Verfiigbarkeit, da K" das domi-
nante Kation im Xylemsaft ist und eine enge Korrelation zwischen dem Langstrecken-
transport von K" und NO3™ postuliert wird (Ben-Zioni et al. 1971). Zum EinfluR des exter-
nen NOs-Angebots (Triplett et al. 1980, MacKown et al. 1981,1983, Gojon et al. 1991,
Peuke et al. 1994,96), der N-Quelle (Van Beusichem et al. 1988, Allen et al. 1988, Peuke
und Jeschke 1993, Engels und Marschner 1993) und der K*-Verfiigbarkeit (Kirkby et al.
1981, Rufty et al. 1981, Forster und Jeschke 1993) auf den Nahrstofftransport in den
Sprol3 liegen bereits Untersuchungen, meist jedoch an krautigen Arten, vor. Nahrstoff-
translokationsraten wurden dabei teilweise anhand der Xylemsaftzusammensetzung und
der FluRrate nach Dekapitieren des Sprosses ermittelt und entsprechen daher nicht
denen in intakten Pflanzen. Aul3erdem liegen bislang keine Daten zur kurzfristigen (min -
d) Anpassung der Nahrstofftranslokation intakter Pflanzen nach Anderungen im Nahr-

stoffangebot vor.

Neben dem externen Nahrstoffangebot knnen auch endogene Faktoren Einflul3 auf den
Nahrstofftransport im Xylem nehmen. Sowohl die NO - als auch die SO,*-Assimilation im
SproR ist diurnal reguliert (Lillo 1994, Kopriva et al. 1999). Die NO;3- und K'-Aufnahme
andert sich ebenfalls im Tagesverlauf (Le Bot und Kirkby 1992, Delhon et al. 1995a,b).
Dies zeigt, dal3 der Nahrstoffbedarf diurnal variiert. Inwieweit dies Einflu3 auf die Nahr-
stofftranslokation im Xylem nimmt, wurde kaum untersucht. Daten zur Nahrstofftrans-

lokation im Tagesgang liegen fir NOs;” bzw. Gesamt-N vor, jedoch nur mit einer geringen
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Zeitaufldsung (Mattsson et al. 1988, Rufty et al. 1989, Qji et al. 1989, Delhon et al.
1995a).

Aufgrund des erhohten Nahrstoffbedarfs fur Wachstumsprozesse im oberen Sprof3-
bereich ist davon auszugehen, dal3 der Nahrstoffbedarf entlang der Sprof3achse variiert.
Untersuchungen zur raumlichen Auflésung der Nahrstofftranslokation im Xylem existieren
nur fir wenige Arten (Wolf et al. 1990b, Jeschke und Pate 1991a-c).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Nahrsstofftranslokation im Xylem von intakten
Pappeln zu charakterisieren. Der Stickstofftransport stand dabei im Vordergrund, aber
auch Interaktionen mit allen anderen Nahrstoffen sollten bertcksichtigt werden. Um ein
umfassendes Bild zu erhalten, sollte die Nahrstofftranslokation sowohl in Abhangigkeit
von endogenen Faktoren (Tageszeit, NOs-Bedarf entlang der SproRachse) als auch
exogenen Faktoren (Nahrstoffangebot) charakterisiert werden. Hierzu war es zunéchst
notwendig zu ermitteln, ob die NOs-Assimilation bei Pappeln in der Wurzel oder im Sprof3
erfolgt bzw. in welcher Form Stickstoff in den Sprof3 transportiert wird. Im Anschluf

wurden folgende Themenkomplexe bearbeitet:

(@) Andert sich der NOs-Bedarf entlang der SproRachse und ist dies mit der NO;-
Zufuhr durch das Xylem korreliert?
Werden Anderungen der NOs-Zufuhr tiber einen erhohten VolumenfluR oder eine

erhdhte NOj-Konzentration im Xylemsaft erreicht?

(b) Treten tageszeitabhéngige Variationen der Nahrstofftranslokation im Xylem auf und

ist dies von der FluRRrate abhangig ?

(c) Welchen EinfluR hat das N- und K*-Angebot auf die Translokation aller Nahrstoffe
im Xylem?
Wie erfolgt die Anpassung der Nahrstofftranslokation nach kurzfristigen

Anderungen im Angebot?
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Anzucht

Alle Untersuchungen wurden an Pappelhybriden (Populus tremula x Populus alba) durch-
gefuhrt. Verwendet wurde ein Pappelklon (Klon INRA 717 - 1B4). Die ersten Pflanzen fur
die Vermehrung wurden uns freundlicherweise vom INRA-Orleans, Station d"Amelioration

des Arbres Forestiers zur Verfligung gestellt.

Abb. 2.1

Kreuzung zwischen Populus tremula und
Populus alba. Das Alter der abgebildeten
Pflanze betrug ca. 2,5 Monate.

2.1.1 Pflanzenvermehrung

Die Vermehrung der Pappeln erfolgte aus Gewebematerial des Sprosses unter sterilen
Bedingungen auf einem mit Nahrstoffen, C-Quellen, Vitaminen und Pflanzenhormonen
angereichertem Agar. Als Ausgangsmaterial wurden steril angezogene Pappeln mit einer
Sprof3lange von ca. 10 cm verwendet. Die Wurzel, das Hypocotyl, das Apikalmeristem
und die Blattspreiten wurden entfernt und der Sprof3 in 1-2cm lange Abschnitte mit je
einer Seitenknospe zerschnitten (,microcuttings®). Von einer Pflanze konnten ca.5
»microcuttings” gewonnen werden. Die ,microcuttings” wurde einzeln in spezielle Kultur-
réhrchen mit Deckel (,Culture tubes" 25x 150 mm, Fa. Sigma) Uberfuhrt, die mit je 20 ml
sterilem N&hrmedium (s.u.) gefullt waren. Die ,Microcuttings” wurden so plaziert, dafd das
basal orientierte Ende des Sprof3abschnittes im Agar-Nahrmedium steckte, die Sprof3-
knospe aber oberhalb der Agaroberflache lag. Alle beschriebenen Arbeitsschritte wurden
unter sterilen Bedingungen durchgefthrt. Um den Zerfall lichtempfindlicher Pflanzen-
hormone im Nahrmedium zu verhindern, wurden die Kulturrdhren mit den Microcuttings
fur ca. 24 h bei 20°C im Dunkeln inkubiert. Das Wachstum erfolgte dann in einem
Licht / Dunkel-Rhythmus von 16 h /8 h und einer Temperatur von 22°C / 20°C. Die Licht-
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intensitat in der Beleuchtungsphase betrug 220 pE m?es™ (Lampen: Osram L18W/21).

Die Entwicklung von bewurzelten Stecklingen mit einer Sprof3lange von ca. 3 cm dauerte

4 -6 Wochen. In diesem Entwicklungsstadium wurden die Keimlinge an Hydrokultur adap-

tiert (s.u.) um Pflanzenmaterial fur die Experimente anzuziehen. Ein Teil der Stecklinge

blieb fir ca. 3 Monate auf dem Agar-Nahrmedium, bis eine Sprof3lange von ca.10cm

erreicht war und diente als Material fur die weitere Vermehrung.

Nahrmedium fur die Pappelvermehrung:

MAKRONAHRSTOFFE KONZENTRATION (mM)
NH,NO, 10,35
KNO; 9,40
cacCl, 1,50
MgSO, 0,75
KH,PO, 0,63

MIKRONAHRSTOFFE

KONZENTRATION (uM)

HsBO; 100
MnSQO, 100
FeSO, x Na-EDTA 100
ZnS0O, 36

Kl 5
NazMOO4 1
CuSO, 0,1
CoCl, 0,1
VITAMINE & HORMONE KONZENTRATION (uM)
Nicotinsaure 8,1
L-Cystein-Hydrochlorid 5,7
Pyridoxin-Hydrochlorid 4.9
Indol-3-Buttersaure K*-Salz 4,9
Ca-D-Pantothenat 4.2
Thiamin-Hydrochlorid 3,0
Biotin 41 10°

ANDERE SUBSTANZEN

KONZENTRATION (mM)

Saccarose

L-Glutamin

Myo-Inosit
Agar oder Gelrite
pH

58,4
1,37
0,56
79/lbzw. 39/l
5,8 (1 N KOH)

Es wurde eine L6sung mit allen Makro- und Mikrondhrstoffen sowie Saccarose angesetzt,

der pH Wert eingestellt und darin Agar bzw. Gelrite unter Erwarmen geldst. Die Losung

wurde auf die Kulturréhrchen verteilt (20 ml/Rohrchen) und nafd autoklaviert. Die
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Vitamine, Hormone, L-Glutamin und Myo-Inosit wurden in der oben beschriebenen Nahr-
stofflésung (ohne Zusatz von Agar oder Gelrite) geldst, steril filtriert (Cellulose-Acetat-
Filter 0 0,2um, Fa. Sartorius) und nachtraglich der abgekuhlten, aber noch flissigen
agarhaltigen Nahrlésung unter sterilen Bedingungen zugesetzt (0,2 ml einer 100fach
konzentrierten Stammldsung).

Alle verwendeten Chemikalien waren fir die Anwendung in der Gewebekultur empfohlen

(Fa. Sigma).

2.1.2 Pflanzenanzucht

Aufgrund der experimentellen Fragestellung mufdte die Anzucht der Pappeln in Hydro-
kultur oder auf festem Substrat erfolgen. Bevor die Pappelkeimlinge auf die verschiede-
nen Substrate Uberfihrt werden konnten, muf3ten die zarten Stecklinge, die in Steril-
anzucht sehr feuchten Bedingungen ausgesetzt waren, an eine geringere Luftfeuchte
adaptiert werden. Hierzu wurden die Pflanzen in Hydrokultur Gberfuhrt und in einer
Klimakammer angezogen (RH: ca. 65 %, Licht/Dunkel-Rhythmus: 16 h/8 h, Temperatur:
22°C/18°C, Lichtintensitdt an den obersten Blattern: 100 pE m'z-s'l, Lampen: Osram
L58 W/25). Je 6 Keimlinge wurden dazu in eine perforierte PVC-Scheibe eingehéangt, die
uber 1,21 einer belufteten Nahrlosung (Kontroll-NL s.u.) angebracht wurde. Als Anzucht-
gefalRe dienten Glastopfe, die durch einen Glasdeckel abgedichtet werden konnten. Um
das Wachstum von Algen zu vermeiden, wurden die Glasgefalie in schwarze Kunststoff-
behalter gestellt, so dal’ nur der Spro3 dem Licht ausgesetzt war. Wahrend der ersten
Woche in Hydrokultur blieben die Glastopfe geschlossen. Danach wurden die Deckel
Uber einen Zeitraum von 7 Tagen immer starker geliftet, bis die Keimlinge vollstandig an

die Klimabedingungen adaptiert waren.

2.1.2.1 Anzucht in Hydrokultur

Alle im experimentellen Teil nicht gesondert gekennzeichneten Experimente wurden mit
hydroponisch angezogenen Pflanzen durchgefiihrt. Als Nahrldsung diente eine modifi-
zierte Long-Ashton-Nahrloésung (in Anlehnung an Langheinrich 1991) mit 1 mM NOj als
N-Quelle (s.u. Kontroll-NL). Die verwendete Nahrldsung zeichnet sich durch eine relativ

geringe lonenstéarke aus, um Freilandbedingungen nahe zu kommen.
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Zusammensetzung der Nahrlésung (Kontroll-NL):

MAKRONAHRSTOFFE KONZENTRATION (uM)
KNO, 400
Ca (NO3), 300
MgSO. 300
NaH,PO, 300
KCl 50
cacCl, 25

MIKRONAHRSTOFFE KONZENTRATION (uM)

FeCl, 20

EDTA 12,5
H3BOs 10

MnSO, 2

ZnS0O, 0,2
CuSO, 0,2
Na,MoO, 0,2
CoS0, 0,04

pH-Wert 6,5 (1 N NaOH)

Da flr die Anzucht bis zu 6001 NL pro Woche bendétigt wurde, wurde eine 10fach konzen-
trierte Stammldsung (pH 5,7) verwendet. Nach 10facher Verdinnung mit demineralisier-
tem Wasser lag der pH-Wert bei 6,5. Das Volumen der NL wurde der zunehmenden
PflanzengroRe angepallt. Bis zu einer Sprolilange von ca. 7 cm verblieben die Pflanzen in
den 1,2 |-GlasanzuchtgefalRen (6 Pflanzen / 1,21 NL). Danach wurden je 4 Pflanzen in 3,51
NL kultiviert und ab einer Sprof3lange von ca. 15cm dienten 81| fassende Kunststoff-
behalter als AnzuchtgefaRe (3 Pflanzen / 81 NL). Bis zu diesem Entwicklungsstadium
erfolgte die Anzucht in einer Klimakammer (ohne Feuchteregulation) unter folgenden
Bedingungen: RH: ca. 65 %, Licht/Dunkel-Rhythmus: 16 h/8 h, Temperatur: 22°C/18°C,
Lichtintensitat an den obersten Blattern: 180 u.E m”+s™, Lampen: Osram L58 W/25. Bei
einer SproRhéhe von ca. 35cm wurden die Pappeln vereinzelt (4 1NL/Pflanze) und in
einen Klimaschrank mit regulierter Luftfeuchte tberfiihrt (Heraphyt, Fa. Heraeus: RH: 65 -
70 %, Licht/Dunkel-Rhythmus: 16 h/8 h, Temperatur: 22°C/18°C, Lichtintensitat an den
obersten Blattern: 170 uE m™”+s™, Lampen: Osram L58 W/77, /31 und /25). Die NL wurde
beluftet und alle 2-3 Tage vollstandig erneuert. Abhangig von der Pflanzengréf3e stieg
der pH-Wert in diesem Zeitraum um 0,1 bis maximal 0,6 an. Als Indikator fur die
Nahrstoffversorgung wurde die NO3z-Konzentration in der Nahrlésung getestet. Unter den

angegebenen Bedingungen sank die externe NOjz-Konzentration nicht unter 0,4 mM ab
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(in Ausnahmeféllen 0,2 mM). Es ist daher davon auszugehen, dal3 Uber den gesamten
Entwicklungszeitraum in Hydrokultur keine Wachstumslimitierung durch Néahrstoffmangel
auftrat. Nach 2,5 -4 Monaten in Hydrokultur hatten die Pappeln die Gré3e erreicht mit der
sie in den Versuchen verwendet wurden. Die Sprof3lange betrug etwa 70cm, das
Gesamtfrischgewicht lag bei ca. 85g und die Pflanzen hatten durchschnittlich 37 voll

entfaltete Blatter.

,Split root“-Anzucht

Der Einflu3 eines lokal begrenzten Nahrstoffangebots auf den N&ahrstofftransport wurden
an Pappeln mit geteiltem Wurzelsystem untersucht (s. 3.8 ,split root“-Experimente). Das
»oplitten* des Wurzelsystem muf3te bereits in einer frihen Entwicklungsphase wahrend
der Anzucht erfolgen, da es bei alteren Pflanzen nicht mehr méglich war. Hierzu wurde
das Wurzelsystem nach ca. 1 Monat in Hydrokultur in zwei annéhernd gleiche Halften
geteilt und die Pflanzen in 4 |-Anzuchtgefalle mit eingezogener Trennwand Uberfihrt (je
2INL pro Wurzelhélfte). Die weiteren Wachstumsbedingungen entsprechen den zuvor

angegebenen.

2.1.2.2 Anzucht auf festem Substrat

Untersuchungen zur Xylemsaftzusammensetzung an verschiedenen Positionen der
SprofRachse muf3ten mit Pappeln in festem Substrat durchgefiihrt werden, da die Gewin-
nung von Xylemexsudat an Blattern nur durch Applikation von pneumatischem Druck auf
den Wurzelraum erfolgen kann. Bei Pflanzen in Hydrokultur kann die Druckapplikation
eine Infiltration der Wurzel mit Nahrldsung bewirken und damit die Nahrstoffgehalte im
Xylemsaft beeinflussen. Diese Gefahr besteht nicht auf festem Substrat, da hier ein kom-

premierbares Gasvolumen im Wurzelraum vorliegt.

Die Anzucht auf festem Substrat erfolgte in speziellen Anzuchtgefaf3en (Abb. 2.2), die von
der Arbeitsgruppe Dr. Schurr, Botanisches Institut, Heidelberg zur Verfigung gestellt
wurden. Die Geféal3e bestanden aus einem unten offenen Kunststoffzylinder, der oben mit
einer Metallscheibe abgedichtet war. Die Metallscheibe wurde im Experiment auf einer
Druckkammer befestigt, so daf3 der Wurzelraum luftdicht abgeschlossen werden konnte.
In der Mitte der Metallscheibe befand sich eine Bohrung mit einem Durchmesser von ca.

3mm.
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Abb. 2.2 AnzuchtgefaR fir die Ver-
wendung in der Druckkammer.

junge Pappel
Zum Bepflanzen wurde das Wurzel-

I__H Metallscheibe system  feuchteadaptierter  Pappeln
(s.2.1.2) durch die Bohrung gefuhrt und

der Kunststoffzylinder mit befeuchteter
Kunststoffzylinder Erde gefillt. Von Bedeutung war dabei
die Packungsdichte der Erde. Sie durfte

weder zu locker noch zu fest sein, um

Boden Gaze zum einen ein Absacken des Substrates,
/

—d Metallgitter zum anderen Staunésse durch Boden-

:Halterung verdichtung zu verhindern. Nachdem der

Zylinder vollstandig gefullt war, wurde die
untere Offnung mit einer Gaze und einem Metallgitter luft- und wasserdurchlassig abge-
dichtet. Als Substrat wurde eine sehr nahrstoffarme Erde (Fruhstorfer Erde) verwendet.
Um ein vergleichbares Nahrstoffangebot in Hydrokultur und in Erdanzucht zu erreichen,
erfolgte die Nahrstoffzufuhr ausschlie3lich durch GieRen mit 10fach konzentrierter
Kontroll-NL (s. 2.1.2.1), die Uber eine Bohrung im oberen Bereich des Kunststoffzylinders
zugefuhrt wurde. Gegossen wurde alle 2 -3 Tage, wobei das NL-Volumen der zunehmen-
den PflanzengréRe angepalit wurde. Die Anzucht erfolgte im Gewachshaus mit Zusatz-
beleuchtung (Licht/Dunkel-Rhythmus: 15h/9 h, Lichtperiode: 6.00 -21.00 Uhr, Tempera-
tur: 20°C/16°C, Lichtintensitat an den obersten Blattern: 1100 MEm?es™, Lampen mit
Tageslichtspektrum: Osram HQI-T 250 Watt/D). Zum Schutz vor Austrocknung wurde in
der ersten Woche nach Bepflanzen ein Glasgefal Uber den Sprof3 gestilpt. Das Gefal3
wurde im Laufe einer weiteren Woche immer starker gellftet, bis die Pflanzen vollstandig
an die Luftfeuchte im Gewdachshaus adaptiert waren. Unter diesen Bedingungen dauerte
es 3-4 Monate bis die Pflanzen die richtige Grof3e fur die Experimente erreicht hatten.
Von besonderer Bedeutung war, dal3 dann die SprofRRbasis die Bohrung im Deckel
vollstandig ausfullte und dadurch der Wurzelraum bei der Druckapplikation wahrend des

Versuchs druckdicht abgeschlossen war.

2.2 Experimentelle Wachstumsbedingungen bei verandertem
Nahrstoffangebot

Alle Experimente zum Einfluld des Nahrstoffangebots auf den Nahrstofftransport wurden

mit hydroponisch angezogenen Pappeln durchgefiihrt. Hierzu wurden Pflanzen, die in

Kontroll-NL angezogen waren, fir einen definierten Zeitraum in Nahrlésung mit veran-

dertem N- oder K'-Angebot Uberfiihrt (Tab. 2.1, 2.2). Die NL wurde alle 2-3 Tage voll-
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standig ausgetauscht. Um eine definierte und konstante Nahrstoffversorgung wahrend
des Experiments sicherzustellen, wurden die Pflanzen jeweils 12h und 1-2h vor der
Beprobung in frische NL Uberfiihrt. Als Kontrollen dienten identisch behandelte Pflanzen
in Kontroll-NL. Die genauen Versuchsbedingungen sind im experimentellen Teil ange-
geben. Alle Untersuchungen wurden unter regulierten Klimabedingungen durchgefthrt
(RH:  60-709%, Licht/Dunkel-Rhythmus: 16h/8h, Temperatur: 22°C/18°C,
Lichtintensitat an den obersten Blattern: 170 uE m™? ¢ s™, Lampen: Osram L58 W/77, /31
und /25).

Tab. 2.1 Salzkonzentrationen der verschiedenen Nahrldsungen. Die Konzentration der
Spurenelemente war in allen N&hrlésungen identisch (s. 2.1.2.1: Kontroll-NL). Der pH-
Wert wurde mit NaOH bzw. HCI auf 6,5 eingestellt. Um eine starke Ansduerung der
Nahrlésung wahrend langerer Anzucht in NH,"-NL zu vermeiden, wurde CaCOj; zugesetzt
(ca. 0,05g/l). Zugabe von CaCO; erfolgte auch bei den jeweiligen Kontrollen. Um ein
definiertes Ca”*-Angebot wahrend des Experiments sicherzustellen, wurde die Pflanzen
1-2h vor der Beprobung in NL ohne CaCO;-Zusatz umgesetzt.

NL Konzentration (mM)

KNO3 Ca(NO3), NaNO; NHsHCOj3; KCI CacCl, NaCl MgSOs NaH;POs KH2PO4
Kontrolle 0,4 0,3 - - 0,05 0,025 - 0,3 0,3 -
N-frei - - - - 045 0,325 - 0,3 0,3 -
0,5 mM NO3 - 0,25 - - 0,15 0,075 0,05 0,3 - 0,3
0,25 mM NO; - 0,125 - - 0,15 0,2 0,05 0,3 - 0,3
8 mM NO3 0,4 0,3 7,0 - 0,05 0,025 - 0,3 0,3 -
1mM NH," - - - 1,0 0,15 0,325 - 0,3 - 0,3
05mMNO;/ - 0,25 - 0,5 0,15 0,075 - 0,3 - 0,3
0,5 mM NH,"
K*-frei - 0,3 0,4 - - 0,025 0,05 0,3 0,3 -
8mMMNO;/ 74 0,3 - - 0,6 0,025 - 0,3 0,3 -
8 mM K"
1mMNO;/ 04 0,3 - - 7,6 0,025 - 0,3 0,3 -
8 mM K"

0,9 mM CI' 0,4 0,3 - - 0,05 0,025 0,8 0,3 0,3 -
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Tab. 2.2 lonenkonzentrationen der verschiedenen N&hrlosungen. Die Abweichungen
im Vergleich zur Kontroll-NL sind unterlegt. Die Konzentration der Spurenelemente war in
allen Nahrlésungen identisch (s. 2.1.2.1: Kontroll-NL) und ist deshalb nicht aufgefuhrt.
Anderungen der CI" oder Na'-Konzentration durch Einstellen des pH-Wertes mit HCI oder
NaOH waren geringfligig (< 60 uM) und sind nicht berlcksichtigt.

NL Konzentration (mM)
NO; H,PO, SO,* cr K* Mg®* ca® NH,” Na'

Kontrolle 1,00 0,3 0,3 0,16 0,45 03 0,325 - 0,30
N-frei - 0,3 0,3 1,16 045 03 0,325 - 0,30
0,5 MM NO5’ 050 03 0,3 041 045 03 0,325 - 0,05
025mMNO; 0,25 0,3 0,3 0,71 045 03 0,325 - 0,05
8 mM NO3 800 03 0,3 0,16 0,45 03 0,325 - 7,30
1mM NH," - 0,3 0,3 0,86 0,45 03 032 1,0 410*

0,5 mM NO;3 '/ 0,50 0,3 0,3 0,36 0,45 0,3 0,325 05 410"
0,5mM NH,"

K'-frei 1,00 0,3 0,3 0,16 - 03 0,325 - 0,75

8 mM NO; / 8,00 0,3 0,3 0,71 8,0 0,3 0,325 - 0,30

8 mM K"

1 mM NO3 / 1,00 0,3 0,3 7,71 8,0 0,3 0,325 - 0,3

8 mM K"

0,9 mM CI 1,00 0,3 0,3 0,96 045 0,3 0,325 - 1,1
2.3 Bestimmung von Wachstumsparametern

Zur Charakterisierung des Pflanzenwachstums wéahrend der Anzucht in Hydrokultur
(Kontroll-NL, s. 2.1.2.1) wurden Wachstumsparameter bestimmt. Ermittelt wurde die
Sprof3lange, die Blattanzahl und das Gesamtfrischgewicht. Die Aufnahme dieser Para-
meter erfolgte Uber einen Zeitraum von maximal 3 Monaten in Intervallen von 2 -7 Tagen.

Zeitgleich wurden jeweils 5 -10 Pflanzen untersucht.

Desweiteren wurden bei Experimenten mit verandertem N-Angebot Wachstumspara-
meter bestimmt:

(@) bei erhdhter externer NOs-Konzentration (8 mM)

Ermittelt wurde die Spro3lange, die Blattanzahl und das Gesamtfrischgewicht tUber
einen Zeitraum von 28 Tagen in Intervallen von 3-4Tagen. Zeitgleich wurden
12 Pflanzen in 8 mM NO;s-NL und 6 Kontrollpflanzen (1 mM NOs-NL) vermessen.
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(b) bei verschiedenen N-Quellen (NO5, NH," oder NOs_ + NH,")

Die Sprof3lange, die Blattanzahl und das Gesamtfrischgewicht von jeweils

6 Pflanzen wurde alle 7 Tage Uber einen Zeitraum von 3 Monaten bestimmt.

2.4 Xylemsaftgewinnung

Nach Dekapitieren des Sprosses an der verholzten SprofRbasis trat bei Pappeln spontan
Xylemsaft aus der Schnittstelle aus. Dieser, als Exsudation bezeichnete Vorgang, wird
allein durch den ,Wurzeldruck" angetrieben. Der mit dieser Methode gewonnene Xylem-

saft wird deshalb im Folgenden als Wurzeldruckexsudat bezeichnet. Im Gegensatz dazu

konnte nach Entfernen einzelner Blatter oder Dekapitieren von apikalen Sprof3bereichen
an diesen Schnittstellen keine Exsudation beobachtet werden. Auch durch Herabsetzen
der Transpiration (Befeuchten der Blatter, Probenahme unter nahezu gesattigter Luft-
feuchte) konnte keine Exsudation an einzelnen Blattstielen oder apikalen Sprofl3bereichen
erzielt werden. Erst nachdem alle Blatter (d.h. das transpirierende Gewebe) entfernt
wurden, trat Xylemsaft aus allen Schnittstellen aus. Bei intakten transpirierenden Pflanzen
liegt der Druck im Xylem unter Atmospharendruck (Zimmermann et al. 1994). Unter
transpirierenden Bedingungen ist der ,Wurzeldruck zu gering um eine Exsudation zu
bewirken. Die Gewinnung von Xylemsaft entlang der Architektur der Pappel erfolgte des-
halb durch Applikation von pneumatischem Druck auf den Wurzelraum. Der so gewon-
nene Xylemsaft wird im Folgenden als Xylemexsudat bezeichnet.

2.4.1 Wurzeldruckexsudat

Das Abschneiden des Sprosses, d.h. die fehlende Transpiration hat EinfluR auf die Saft-
fluRraten und damit auch auf die Xylemsaftzusammensetzung. Um vergleichbare Proben
zu erhalten, muf3te die Gewinnung von Wurzeldruckexsudat nach exakt gleichem zeit-
lichen Ablauf erfolgen. Zuerst wurden hydroponisch angezogene Pappeln an der ver-
holzten SproRRbasis, ca. 5cm Uber dem Hypocotyl, dekapitiert. Um Kontaminationen
durch Phloembestandteile zu vermeiden, wurde die Rinde bis 2cm unterhalb der
Schnittstelle abgeschélt, der freipraparierte Holzzylinder mit H,Opigest gespllt und die
angeschnittenen Rindenzellschichten mit Parafilm abgedichtet. Nach einem weiteren
Schnitt durch den Holzzylinder (ca. 0,5cm unterhalb des ersten Schnittes) wurde der
Zylinder nochmals gespilt. AnschlieBend wurde ein elastischer Kunststoffschlauch tber
den Holzzylinder gezogen, der als Reservoir fir den austretenden Xylemsaft diente. Um
Verdunstungsverluste zu vermeiden, wurde das Reservoir oben abgedichtet. Besonders
geeignet waren dazu Spitzen von 1 ml-Pipetten, die mit feuchtem Filterpapier gefullt
waren. Exakt 2 bzw. 5min nach Dekapitieren wurden die ersten Tropfen des

austretenden Wurzeldruckexsudats mit einer Pipette abgenommen. Danach erfolgte die
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Sammlung von Wurzeldruckexsudat in Intervallen von 2, 5 oder 10 min. Genaue Angaben
hierzu sind bei den einzelnen Experimenten aufgefiihrt. Nach Bestimmung des Volumens
durch Wiegen wurden die Proben in flissigem N, eingefroren und bis zur Analyse bei -
80°C gelagert. Die jeweils erste Probe wurde verworfen, da hier die Gefahr einer
Kontamination durch angeschnittene parenchymatische Zellen bestand. Als
BezugsgrofRen fur spatere Berechnungen wurde folgende Pflanzenparameter ermittelt:
(a) SproR3lange, (b) Anzahl und Frischgewicht der Blatter, (c) Frischgewicht der Wurzel,
getrennt nach Fein- und Grobwurzeln, (d) Gesamtfrischgewicht und (e)

Sprol3durchmesser an der Sprof3basis.

2.4.2 Xylemexsudat

Die Gewinnung von Xylemexsudat an verschieden alten Blattern entlang des Sprosses
erfolgte durch Druckapplikation im Wurzelraum. Aus methodischen Grinden mufite die
Anzucht in speziellen GefalRen in festem Substrat erfolgen (s. 2.1.2.2).

Die Druckapplikation im Wurzelraum erfolgte mit einer Druckkammer nach Passioura
(Passioura 1987) durch Verwendung von Prefluft. Mit steigendem Druck wirde die O,-
Menge im Wurzelbereich zunehmen. Um dies zu verhindern wurde der PreRluft abhangig
vom angelegten Druck eine entsprechende Menge N, zudosiert um die O, Menge kon-
stant zu halten. Xylemexsudat wurde an der Mittelrippe der Blatter gewonnen. Hierzu
wurden die Blatter in der Mitte der Blattspreite quer und langs zur Mittelrippe eingeschnit-
ten, ein elastischer Kunststoffschlauch ber die frei praparierte Mittelrippe gezogen und
das austretende Xylemexsudat Uber definierte Zeitintervalle gesammelt. Nach Bestim-
mung des Volumens durch Wiegen wurden die Proben in flissigem N, eingefroren und
bis zur Analyse bei -80°C gelagert.

Um den Einflul} des applizierten Druckes auf den naturlichen Volumenflul3 im Xylem so
gering wie moglich zu halten, wurde der Druck so reguliert, daf} die Exsudationsrate
gering blieb (maximal 10 pl min™). Abhangig von der Transpirationsrate lag der applizierte
Druck bei 2,8-5,3 bar. Durch Druckapplikation konnte entlang der gesamten Achse, an
mehreren Blattalterstadien gleichzeitig, Xylemexsudat isoliert werden. An einzelnen Blat-
tern war es mdoglich, Uber 2Tage kontinuierlich Xylemexsudat zu gewinnen. Am
Versuchsende wurden als Bezugsgrof3en fir spatere Berechnungen folgende Pflanzen-
parameter ermittelt: (a) Sprof3lange, (b) Anzahl und Frischgewicht der Blatter, (c)
Frischgewicht der Wurzel, getrennt nach Fein- und Grobwurzeln, (d) Gesamtfrischgewicht
und (e) SproRdurchmesser an der Sprof3basis. Der Versuch wurde unter kontrollierten

Klimabedingungen durchgefihrt (s. 2.1.2.1).
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2.5 Gewinnung von Apoplastenflissigkeit aus Blattern

Zur Isolierung von Flissigkeit aus dem Blattapoplasten wurden zwei verschiedene

Methoden verglichen:

(&) Zentrifugation ohne vorhergehende Infiltration der Blatter
(in Anlehnung an DANNEL et al. 1995)

Bei dieser Methode wurde die Mittelrippe frisch geernteter und gewaschener Blatter ent-
fernt, die Blatter zur Stabilisierung in feste Folie eingerollt und in Zentrifugenréhrchen
uberfihrt. Die Rohrchen waren am Boden perforiert und mit einem Auffangbehélter fir
die austretende Flussigkeit versehen. Die so praparierten Blatthalften wurden fur jeweils
10 min mit sukzessiv ansteigender Zentrifugalbeschleunigung (40 -2600 g) im Swing-out-
Rotor bei 4°C zentrifugiert. Zwischen den Zentrifugationsschritten wurde die austretende

Flussigkeit entnommen und die Menge durch Wiegen bestimmt.

(b) "Infiltrations-Zentrifugations-Technik"

(in Anlehnung an HUSTED und SCHJOERRING 1995)
Auch bei dieser Methode wurden Blatthalften wie zuvor beschrieben prapariert, fur jeweils
10 min mit sukzessiv ansteigender Zentrifugalbeschleunigung (160-4080g) im Swing-
out-Rotor bei 4°C zentrifugiert und das Volumen der austretenden Fllssigkeit zwischen
den Zentrifugationsschritten bestimmt. Vor der Zentrifugation wurden die Blatthalften
jedoch mit eisgekihltem und entgastem MDH-Extraktionspuffer (s.u.) oder H;Opigest
infiltriert. Die Infiltration erfolgte in einer 50 ml-Spritze durch wechselndes Anlegen von
Druck und Unterdruck.
Die Anwendung der "Infiltrations-Zentrifugations-Technik" hat eine Verdinnung der Apo-
plastenflissigkeit zur Folge. Die gewonnene Flissigkeit wird deshalb als ,Apoplasten-
waschflissigkeit* (AWF) bezeichnet. Bei der Berechnung von Stoffkonzentrationen im
Blattapoplasten mul3 dies bericksichtigt werden. Geht man davon aus, daf3 durch die
Infiltration das gesamte Gasvolumen des Apoplasten mit Flussigkeit gefullt wird, kann der
Verdunnungsfaktor Gber das Verhéltnis zwischen gasgefilltem und flussigkeitsgefilltem
Volumen berechnet werden. Das gasgefiillte Volumen im Blattapolasten wurde an voll
turgeszenten Blattern (4stindige Inkubation in H,O) Uber die Gewichtdifferenz vor und
nach Infiltration bestimmt. Fur den flussigkeitsgefiliten Anteil wurde auf Literaturdaten
zurlckgegriffen.
Als Indikator fur eine mdgliche Kontamination durch cytoplasmatische Inhaltsstoffe diente
die Aktivitat der NAD-abhangigen Malat-Dehydrogenase (NAD-MDH) in der ,Apoplasten-
flissigkeit. Als Vergleichswert wurde die MDH-Aktivitat im Uberstand des Blattroh-

extraktes herangezogen.
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Extraktion des Blattmaterials:

Blattmaterial wurde im Verhaltnis 1:20 mit MDH-Extraktionspuffer versetzt und bei 4°C
homogenisiert. Nach Zentrifugation (10 min bei 14000 Upm, Eppendorf Tischzentrifuge)
wurde die MDH-Aktivitat im Uberstand bestimmt.

MDH-Extraktionspuffer: 50,0 mM HEPES
5,0 mM MgCl,
50mMDTT
1,0 mM EGTA
1,0 mM EDTA
0,5 mM PMSF
pH-Wert 7,4 (1N KOH)

Aktivitdt der NAD-MDH (EC 1.1.1.37, L-Malat: NAD Oxidoreduktase)

(modifiziert nach Tetlow und Farrar 1993)

Die NAD-MDH katalysiert die Umsetzung von Oxalacetat zu Malat:

MDH

Oxalacetat + NADH + H* Malat + NAD"

Testansatz: 1000 yI 0,10 M MOPS-Puffer, pH 7,5
25ul 0,02 M NADH
100 I 0,02 M Oxalacetat, geldst in MOPS-Puffer

50 ul  1:5 verdinnter Extraktiiberstand
bzw. unverdinnte ,Apoplastenflissigkeit”

Der Test wurde durch Zugabe der Probe gestartet. Als Blindwert diente ein Testansatz
ohne Substrate. Die MDH-Aktivitdt wurde Uber die Extinktionsabnahme (Oxidation von
NADH) bei 366 nm und 25°C bestimmt (Photometer: Shimadzu UV-160). Die Berechnung

erfolgte nach dem Lambert-Beer schen Gesetz mit € (NADH) = 3,410°M™ cm™.

2.6 Nahrstoff- und Amino-N-Gehalte im Pflanzengewebe

2.6.1 Ernte von Blatt- und Wurzelmaterial

Da der Nahrstoff- und Amino-N-Gehalt im Pflanzengewebe diurnal variiert, erfolgte die
Ernte von Blatt- und Wurzelmaterial in der Mitte der Lichtphase. Jeweils 24 h und 2 h vor
der Ernte wurden die Pflanzen in frische NL Uberfuhrt. Geerntet wurden ganze Blatter und
reprasentative Proben der Feinwurzelmasse. Um Kontaminationen durch Salze auf der
Oberflache zu vermeiden, wurde das Pflanzenmaterial sorgféltig gewaschen (3 x2 min mit
demineralisiertem H,O) und abgetrocknet. Nach Entfernen der Mittelrippe wurden die

Blatthélften einzeln in Stiicke zerschnitten, das Frischgewicht bestimmt und in flissigem
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N, eingefroren. Auch die Feinwurzelproben wurde vor dem Schockgefrieren zerkleinert.

Die Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

2.6.2 MeOH / Chloroform-Extraktion

Um Proteine und lipophile Substanzen, die bei der Analyse von lonen und l6slichen
Amino-N-Verbindungen mittels HPLC interferieren, abzutrennen, erfolgte die Extraktion
hydrophiler Substanzen mit MeOH /Chloroform modifiziert nach Stitt et al. 1983. Das
gefrorene Pflanzenmaterial wurde dazu mit flissigem N, homogenisiert und im Anschlul
mit einem MeOH/Chloroform-Gemisch (3,5:1,5) extrahiert (ca.8ml/gFwt.) Nach
Inkubation bei 4°C (Blatter: 30 min, Wurzeln: 60 min) wurde der Extrakt mit 3 ml HPLC-
H,O versetzt, 2min geschittelt und zur Phasentrennung zentrifugiert (5min bei
5000 Upm, Hettich EBA 3S). Die obere, hydrophile Phase wurde abgenommen und die
unteren Phasen nochmals mit 3 ml HPLC-H,O versetzt, gemischt und zentrifugiert. Die
oberen Phasen wurden vereinigt und am Rotationsverdampfer bei 34°C eingeengt. Der
trockene Rickstand wurde in 1-2 ml HPLC-H,O resuspendiert, filtriert (Cellulose-Acetat-

Filter 00 0,45 um, Fa. Sartorius) und bei -80°C gelagert.

Diese Methode wurde hinsichtlich der Stabilitat der Amino-N-Verbindungen, der ,Wieder-
findungsrate* und einer moglichen Kontamination durch Salze tberpruft:

Die oben beschriebene Extraktionsmethode erfolgte ohne Zugabe von Extraktionspuffer
zum Pflanzenmaterial um einen Eintrag von Salzen zu vermeiden. Dies hatte keinen
negativen Einflul} auf die Stabilitat der l6slichen Amino-N-Verbindungen. Der ermittelte
Gehalt von 20 Amino-N-Verbindungen im Blattmaterial nach Extraktion mit oder ohne
Extraktionspuffer (20 mM HEPES, 20 mM NaF, pH 7) war im Rahmen der MelRgenauigkeit
gleich. Die prozentuale Abweichung entsprach im Mittel -2 +25 % (Konzentration nach
Pufferextraktion =100 %, n =6).

Nach Zusatz eines AS-Standards (asp, glu, asn, gin, ala) vor der Extraktion des Pflan-
zenmaterials lag die ,Wiederfindungsrate® bei 110+13% (n=6). Verluste durch Abbau
bzw. die Extraktionsprozedur konnten daher ausgeschlossen werden.

Um eine mdgliche Kontamination durch Salze zu testen, erfolgte die Extraktionen ohne
Pflanzenmaterial. Eine Eintrag von NO3, H,PO,, SO,%, NH," und K* war nicht zu beob-
achten. Wahrend die Kontamination durch CI'-, Ca**- und Mg*-lonen zu vernachlassigen
war (0,1 % bis maximal 10 % der ermittelten Konzentration im Pflanzenextrakt), lag der
Eintrag von Na" aufgrund der geringen Na'-Gehalte im Pflanzengewebe bei 7 -100 % der

gemessenen Na'-Konzentrationen im Pflanzenextrakt.
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2.7 Aktivitat der Nitratreduktase (NR, EC 1.6.6.1)

2.7.1 in vitro-Assay

Um diurnale Variationen auszuschlieen, mufdte die Bestimmung der NR-Aktivitat in der
Mitte der Lichtphase, zeitgleich an verschiedenen Blattalterstadien erfolgen. Vorversuche
zeigten, dal3 die NR-Aktivitdat im Rohextrakt Uber ca.1l,5h anndhernd stabil blieb (3%
Abnahme in Vergleich zur Ausgangswert), danach aber abnahm. Die Aktivitatsbestim-
mung mufdte daher direkt im Anschlu an die Extraktion erfolgen. Deshalb wurde das
Pflanzenmaterial nach der Ernte (s. 2.6.1) in flussigem N, eingefroren und bis zur Extrak-
tion bei -80°C gelagert. Das Einfrieren des Pflanzenmaterials hatte keinen

Aktivitatsverlust der NR zur Folge.

Extraktion des Pflanzenmaterials:

Gefrorenes Blatt- und Wurzelmaterial wurde mit einer definierten Menge Extraktionspuffer
(5-7ml/g Fwt.) auf Eis homogenisiert. Nach Zentrifugation (2 x8 min bei 4°C und 14000
Upm, Tischzentrifuge Eppendorf) wurde die NR-Aktivitat im Uberstand bestimmt.

Extraktionsmedium: 50 mM KPP
5 mM Ascorbat
1 mM EDTA
1mMDTT
10 puM Na,MoO,
10 uM FAD
10 pM Leupeptin
10 pM Chymostatin
10 pM Pepstatin
pH 7,5
5% (w/v) PVPP

Bestimmung der "in vitro" NR-Aktivitat
(modifiziert nach PEUKE 1987)

Die NR katalysiert die Reduktion von NO3 zu NO;:
NR

NOs + NADH + H* NO, + H,0 + NAD"

Testansatz: 350 Wi 50 mM KPP, pH 7,5
50yl 40 mM KNO; (geldst in KPP s.0.)
50 ul 10 mM NADH (gel6st in KPP s.0.)
50 ul  Extraktiberstand
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von zellfreiem Extrakt gestartet und der Testansatz bei
30°C im Dunkeln inkubiert. Nach 30 oder 60 min wurde die Reaktion durch Zugabe von
500 ul ,MIX" abgestoppt und das gebildete NO, ™ in einen Azofarbstoff Gberfuhrt. Die Pro-
ben wurden zentrifugiert (5min bei 14000 Upm, Tischzentrifuge Eppendorf) und die
Extinktion im Uberstand bei 540 nm gemessen (Photometer: Shimadzu UV-160). Als Re-
ferenz diente ein vor der Inkubation abgestopptes Aliquot des Ansatzes. Die Quantifizie-

rung erfolgte anhand einer Eichkurve (1 -20 nmole NO5).

"MIX": 2,5% Sulfanilamid in 3,75 N HCI
0,5% N-(1-Naphthyl)-ethylen-diammonium-dichlorid

im Verhaltnis 1:1 (v / v)

2.7.2 invivo-Assay

Die Bestimmung der ,in vivo* NR-Aktivitat erfolgte modifiziert nach Jaworski (1971). Der
Enzymtest wurde mit frischem Pflanzenmaterial, direkt im Anschluf® an die Ernte durch-
gefuhrt (s. 2.6.1). Nach Entfernen der Blattmittelrippen wurden die gewaschenen
Blatthalften und das Feinwurzelmaterial in Segmente zerschnitten und in eisgekihltem
Puffer aufbewahrt (0,5-1,0g Fwt./6 ml KPP). Die Anséatze wurden 15 min im Dunkeln
vakuuminfiltriert und dann die Enzymreaktion durch Zugabe von 2 ml detergenzhaltigem

KPP mit bzw. ohne NOj gestartet.

Testansatz fur die Reaktion mit externem NOs:

6 ml 50 mM KPP, pH 7,5

2 ml 40 mM KNOj3 (geldst in KPP s.0.), 0,5 % (v/v) Triton X 100
Testansatz fur die Reaktion ohne externes NOs’:

6 ml 50 mM KPP, pH 7,5

2 ml 50 mM KPP, pH 7,5, 0,5 % (v/v) Triton X 100

Die Enzymreaktion lief bei 30°C im Dunkeln ab. Zu vorgegebenen Zeiten wurde ein
Aliquot aus dem Testansatz entnommen und die NO,-Konzentration colorimetrisch be-
stimmt (s. 2.7.1). Als Referenz diente ein Testansatz ohne Pflanzenmaterial. Die Aktivitat
der NR wurde Uber die NO,-Zunahme zwischen 15 -60 min nach Reaktionsstart berech-
net. Die Zunahme des Verhéltnisses zwischen Frischgewicht und Testvolumen durch
Entnahme von Proben wurde dabei berlicksichtigt. Unter den gegebenen Bedingungen
blieb die Aktivitat der NR Uber einen Inkubationszeitraum von 1,5 -2 h stabil (M&ck 1988).



Material und Methoden 20

2.8 Proteinbestimmung

Die Bestimmung von l6slichem Protein im zellfreien Pflanzenextrakt (s. 2.7.1) erfolgte
nach Bradford (1976). Hierzu wurden 100 ul Probe (1-10 ug Protein enthaltend) mit 1 ml
.Bradford-Reagenz” versetzt und nach 10mindtiger Inkubation bei RT die Extinktion bei
595 nm bestimmt (Photometer: Shimadzu UV-160). Als Blindwert diente ein Testansatz
ohne proteinhaltige Probe. Die Quantifizierung erfolgte anhand einer Eichkurve (1-10 pg
entfettetes BSA).

"Bradford-Reagenz": 80 mg Coomassie-Blue G-250
(geldst in 50 ml 60%iger Perchlorsaure)
ad1l mit demineralisiertem H,O

die Losung wurde vor Gebrauch filtriert

2.9 Chlorophyllbestimmung

Die Chlorophyllbestimmung erfolgte modifiziert nach Arnon (1949). 50 ul Blattrohextrakt
(s. 2.7.1) wurden mit 5ml 80%igem Aceton (v/v) versetzt und kraftig geschuttelt. Nach
Zentrifugation (5 min bei 14000 Upm, Tischzentrifuge Eppendorf) wurde die Extinktion im
Uberstand bei 645nm und 663nm gegen 80%iges Aceton photometrisch bestimmt
(Shimadzu UV-160). Der Berechnung des Chlorophyligehaltes erfolgte nach folgender
Formel:

g Chlorophyll mlt = (Egs3 ® 8,02 + Eg45 * 20,2) » Verdinnungsfaktor

2.10 Bestimmung von lonen und Aminosauren

2.10.1 Nitrat (HPLC)

Die Nitratbestimmung in NL-Proben erfolgte mit HPLC nach Thayer und Huffaker (1980).
NOs wurde Uber eine Anionenaustauschersaule (Whatman Partisil - 10 SAX) von anderen
Probenbestandteilen isokratisch getrennt und aufgrund seiner hohen UV-Absorption
photometrisch bei 210 nm nachgewiesen. Die Quantifizierung erfolgte anhand einer 2-
Punkt-Eichung (5 -50 pM KNO3; bzw. 200 -600 uM KNO3). Die Eichung war tber die ange-
gebenen Bereiche linear. Als Eluent diente 30 MM KH,PO,, pH 3,0 (H;PO,), das vor
Verwendung filtriert (Cellulose-Acetat-Filter O 0,2 um, Fa. Sartorius) und entgast wurde.

Die FluRrate lag bei 1 ml min™.

2.10.2 Anorganische lonen (lonenchromatographie)

Die Bestimmung anorganischer lonen in Pflanzenextrakten (s. 2.6.2) und im Xylemsaft

erfolgte durch lonenchromatographie (Wescan lonenchromatograph). Anorganische
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Anionen oder Kationen wurden durch lonenaustauschersaulen (s.u.) nach Ladung und
GrolRe von anderen Probenbestandteilen isokratisch getrennt und Uber Leitfahigkeits-
detekoren nachgewiesen. Die Quantifizierung erfolgte anhand von 2-Punkt-Eichungen mit
lonenkonzentrationen zwischen 2-800 uM. Die Eichung wurde so angepalf3t, daf3 die
Konzentrationen aller Anionen bzw. Kationen wéhrend eines Probenlaufs quantifiziert
werden konnten. Die Linearitat jeder Eichung wurde Uberprift. Die Eluenten (s.u.) wurden
in HPLC-H,O angesetzt und vor Verwendung entgast und filtriert (Anioneneluent: Filter
aus regenerierter Cellulose [0 0,2 um, Fa. Sartorius / Kationeneluent: Cellulose-Acetat-

Filter [ 0,2 um, Fa. Sartorius).

Anionenchromatographie Kationenchromatographie
Trennung von Cl, NO,, NOs, H,PO,, SO* Na*, NH,", K*, Mg®*, ca®*
Saule IC-Pak A HR - Fa. Waters IC-Pak C M/D - Fa. Waters
Eluent 1,5 mM Gluconséaure 0,1 mM EDTA (freie Saure)
11,0 mM H;BO; 3,0 mM HNO;,
4,1 mM LiOH

58,0 mM Glycerin
2 % (v / v) n-Butanol
12 % (v /v) CH3CN
pH 8- 8,5 pH2-25

FluRrate 1 ml min* 1 ml min*

2.10.3 Freie Aminosauren (RP-HPLC)

(Nachweis nach Riens et al. 1991)

Die Analyse der Aminoséauren (AS) im Xylemsaft und in den Pflanzenextrakten (s. 2.6.2)
erfolgte durch RP-HPLC, nach Vorsaulen-Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd
(OPA). OPA reagiert bei alkalischem pH-Wert und in Anwesenheit von Mercaptoethanol
mit der primaren Aminogruppe der AS und setzt diese zu fluophoren apolaren Indol-
derivaten um. Mit dieser Methode konnten alle proteinogenen AS mit Ausnahme von

Prolin, Cystein und Cystin qualitativ und quantitativ bestimmt werden.
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Derivatisierungsreagenzien

OPA-Stammlésung: 16 mM OPA
88 % (v/iv) Methanol
0,1 M K-Borat, pH 10,4
1,1% (v/v) Mercaptoethanol
Arbeitslosung: 0,5 ml OPA-Stammlésung
1,0 ml K-Borat, pH 10,4

Die Derivatisierungsreaktion verlauft sehr schnell und einige der gebildeten Indolderivate
sind instabil. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, erfolgte die Derivatisierung und
Auftragung der Proben auf die temperierte Trennsaule (35°C, Saulenofen 2155,
Fa. Pharmacia LKB) mit einem automatisch gesteuertem Probengeber (Autosampler
2157, Fa. Pharmacia LKB). Je 20 pl Probe und Arbeitslosung wurden gemischt und nach
1minutiger Derivatisierung bei 15°C wurden 20 pl des Gemisches auf die Trennséule auf-
getragen. Als Saulenmaterial wurde Octadecylsilicat verwendet (Superspher 100 RP-18
endcapped, 4 um, 4 x 125 mm, Fa. Pharmacia LKB). Die Gesamtaminoséurekonzentration
im Derivatisierungsansatz betrug maximal 0,5 mM. Die Elution der derivatisierten AS vom
apolaren Saulenmaterial erfolgte Uber einen Gradienten aus Phosphatpuffer und Aceto-
nitril mit steigender Hydrophobizitat. Der Gradient wurde durch einen Gradientenmischer
(Low Pressure Mixer, Ternaty, Fa.PharmacialLKB) und einer Pumpe (HPLC-Pumpe
2248, Fa. Pharmacia LKB) erzeugt.

Elutionslésungen

Phosphatpuffer: 18 mM HsPO,
1,71 mM EDTA (freie Saure)
pH 7,1 eingestellt mit 30 % (w/v) NaOH
Losung A: 95 % (v/v) Phosphatpuffer

5% (viv) CHsCN

Losung B: 50 % (v/v) Phosphatpuffer
50% (v/v) CHsCN

Losung C: 70% (v/iv)  CH4CN in HPLC-H,O
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Verlauf des Gradienten

min % A % B % C FluBrate (ml min™)
0 100 0 0 0,9
12 81 19 0 0,9
20 81 19 0 0,9
38 52 48 0 0,9
41 52 48 0 0,9
48 32 68 0 0,9
51 0 0 100 1,2
66 0 0 100 1,2
68 100 0 0 0,9
78 100 0 0 0,9

Die Fluoreszenzdetektion der AS-Derivate erfolgte bei einer Anregungswellenlange von
330nm und einer Emissionswellenldange von 408 nm (Fluoreszenzdetektor 2144,
Fa. Pharmacia LKB). Als Blindwert diente HPLC-Wasser. Zur Quantifizierung wurde vor
jeder Mel3sequenz (max. 28 Laufe) eine 3-Punkt-Eichung durchgefuhrt (4, 10 und 20 uM
AS). Als Eichlosung diente ein AS-Standardgemisch (Amino Acid Standard Solution
A-2161, Fa. Sigma), dem Glutamin, Asparagin, Tryptophan und y-Aminobuttersaure in
entsprechenden Konzentrationen zugesetzt wurden. Die Eichung war im angegebenen
Konzentrationsbereich linear. Um Gerateungenauigkeiten der Pumpe oder des automa-
tischen Probengebers korrigieren zu kénnen, wurde allen Eichlésungen und Proben
16 uM a-Aminobuttersaure als interner Standard zugesetzt. Die Pumpe, der Autosampler
und die Mel3sequenz wurden durch ein Computerprogramm gesteuert (HPLC-Manager,
Fa. Pharmacia LKB). Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit einer speziellen
Integrationssoftware der Fa. Dionex.

Vor der Analyse wurden die Proben filtriert (Cellulose-Acetat-Filter [0 0,45 um,
Fa. Sartorius) und, wie auch die Eichldsungen, mit 5% (v/v) K-Borat (1M, pH10,4)
gepuffert. Alle verwendeten Chemikalien entsprachen dem héochsten erhéltlichen Rein-
heitsgrad.

2.11 Nettonitrataufnahme

Die NO5-Aufnahme intakter Pflanzen wurde anhand der Abnahme der NOj;-Konzentra-
tion in der Nahrldsung ermittelt. Da NOjz-Influx und NOgz-Efflux in bzw. aus den Wurzel-
symplasten gleichzeitig ablaufen, liefert diese Methode Daten Uber die Nettomenge des
aufgenommenen NOj; (Nettonitrataufnahme). Alle Aufnahmemessungen erfolgten unter
kontrollierten Klimabedingungen (RH: 60 -70 %, Licht/Dunkel-Rhythmus: 16 h/8 h, Tem-
peratur: 22°C/18°C). Untersucht wurden (a) kurzfristige Variationen der NOz-Aufnahme
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in der Lichtphase und (b) langfristige Veranderungen der Aufnahmerate (Uber max. 29 d)
nach Erh6hung des externen NOz-Angebots (1 mM - 8 MM NO3). Der durch Probeent-
nahme, Evaporation und Transpiration bedingte Volumenverlust der NL im jeweiligen

Untersuchungszeitraum wurde bei der Berechnung der Aufnahmeraten bertcksichtigt.

(& Fur kurzfristige Untersuchungen zur NO3-Aufnahme wurden nitratinduzierte Pflan-
zen (Anzucht in Kontroll-NL mit 1 MM NOs3, s.2.1.2.1) in belUftete Kontroll-NL Uberfuhrt
(11/Pflanze). Nach einer 30miniitigen Aquilibrierungsphase wurden stiindlich Proben aus
der Aufnahmeldsung gezogen und die NO3-Konzentration mit HPLC (s. 2.10.1) bestimmt.
Im Untersuchungszeitraum von maximal 7 h sank die NO3-Konzentration im Medium nicht
unter 0,6 mM. Da die Aufnahmerate nitratinduzierter Pappeln im Bereich zwischen ca.
0,2-1,0mM nahezu unabhéngig von der externen NOjz-Konzentration ist (Langheinrich
1991), war ein Wechsel der NL im Untersuchungszeitraum nicht notwendig. Am
Versuchsende wurde als BezugsgrofRe fur die Berechnung der Aufnahmeraten das
Gesamtfrischgewicht der Pflanzen ermittelt. Die berechneten Raten sind jeweils fir den

mittleren Zeitpunkt des Aufnahmeintervalls angegeben.

(b)  FOr Untersuchungen zum EinfluR eines erhohten NOs-Angebots auf die NO;-
Aufnahme wurden Pflanzen, angezogen in Kontroll-NL mit 1 mM NO3, in 8 MM NOj3-NL
Uberfuhrt (Zusammensetzung der NL s. Tab. 2.2). Die Aufnahme wurde Uber Intervalle
von 2 bis4d, fir einen Gesamtzeitraum von max. 17 d ermittelt. Jeweils am Beginn jedes
Aufnahmeintervalls wurde die Pflanzen in frisches, bellftetes Aufnahmemedium Uberfuhrt
(7173 Pflanzen, ab einem Gesamtfrischgewicht von ca. 659 3,51/ 1 Pflanze). Zur Berech-
nung der Aufnahmeraten wurde zu Beginn und Ende jedes Intervalls das Volumen, die
NO;-Konzentration (s. 2.10.1) des Aufnahmemediums und das Gesamtfrischgewicht der
Pflanzen bestimmt. Als BezugsgrtRe diente das mittlere Gesamtfrischgewicht im
Aufnahmeintervall (Mittelwert: FWt.geginn  Aunanmeinterval UND FWE.grge  aunanmeintervan).  AlS

Kontrollen wurden identisch behandelte Pflanzen in Kontroll-NL mit 1 mM NO5;” verwendet.

2.12  SaftfluBmessungen

Zur Berechnung von Translokationsraten fir einzelne Nahrstoffe muf3te neben der
Xylemsaftzusammensetzung auch der Xylemsaftflu? unter transpirierenden Bedingungen
ermittelt werden. Dies erfolgte an hydroponisch angezogenen Pappeln durch Verwen-
dung der ,stem heat balance-Methode®. Zur Validierung dieser Methode wurde der Saft-
flul zeitgleich durch die ,gravimetrische Methode" bestimmt. Alle Messungen erfolgten
unter kontrollierten Klimabedingungen (RH: 65 -70 %, Licht/Dunkel-Rhythmus: 16 h/8 h,
Temperatur: 22°C /18°C, Lichtintensitat an den obersten Blattern: 170 pE m? e s™).
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2.12.1 stem heat balance-Methode

Melprinzip der ,stem heat balance-Methode*

Bei dieser Methode wird einem ca. 2.cm langem SprofRbereich eine konstante Wéarme-
menge zugefuhrt und anhand der ,Warmeverteilung” die Saftflul3rate kalkuliert. Am Sprof3
wird dazu eine Manschette mit einem sprol3umschlieBenden Heizband und Temperatur-

sensoren oberhalb, unterhalb und radial zum Heizband angebracht (Abb. 2.3).

\\ PLANT

STEM l/'—/_\

Foam 1 lation

radial

Therm dT(C)

Heater

Abb. 2.3 Schematische Darstellung der MeBmanschette bei der SaftfluBmessung mit
der ,stem heat balance-Methode". Die verwendeten Bezeichnungen sind im fortlaufenden
Text genauer erlautert.
P, = zugeflihrte Warmemenge
Q0w = Vertikal aufwarts transportierte Warmemenge
radial = radiale Warmediffusion
qu / qd = vertikale Warmediffusion, aufwarts (u) oder abwarts (d) gerichtet
A, B, Ha, Hb, C, Hc = Temperatursensoren
dx = Abstand zwischen den Sensoren
dT = Temperaturzunahme des Saftes

Uber das Heizband wird dem SproRbereich eine konstante Warmeleistung (Pin)
zugefihrt. Ein Teil der zugefuhrten Warmemenge geht durch radiale und vertikale
Warmediffusion verloren, der andere Teil wird durch den XylemsaftfluR3 vertikal aufwarts

transportiert:

Q) Pin=Q+Qy,+ Qs (W) Pi, = zugefiihrte Warme (W)
Q. = vertikale Warmediffusion (W)
Q, = radiale Warmediffusion (W)
Qs = vertikal aufwarts transportierte Warmemenge (W)
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Die zugefiuihrte Warmemenge ist bekannt und kann durch Variation der angelegten Span-

nung eingestellt werden. Nach dem Ohm”schen Gesetz gilt:

Pin= Ve R (W) V = angelegte Spannung (V)
R = Widerstand der Manschette (Q)
Bei der vertikale Warmediffusion kann zwischen aufwarts- und abwartsgerichteter
Warmediffusion unterschieden werden. Beide Grolen konnen tber Temperatursensoren
oberhalb und unterhalb des Heizbandes bestimmt werden (Abb. 2.3: A/B bzw. Ha/Hb).

Q. =Qu+ Q4 (W) Q. = vertikale Warmediffusion aufwarts gerichtet (W)

Qq = vertikale Warmediffusion abwarts gerichtet (W)

. . Kst = Warmeleitfahigkeit des Sprosses (W m* °C'1)
nach Fouriers Gesetz gilt: empirisch ermittelte Konstante fiir krautige, holzige
Qu = (Kst * A« dTu) dx™ (W) oder hohle Sprosse

Qq = (Kst * A » dTd) dx™ (W) A = SprofRflache (m?)
dT(u/d) = Temperaturgradient zwischen den Sensoren
oberhalb (u) und unterhalb (d) des Heizbandes (°C)

dx = Abstand zwischen den Sensoren (m)
Problematisch ist die Berechnung der radialen Warmediffusion (Q,). Abhangig von der Art
der Anbringung der Manschette &ndert sich die radiale Warmeleitfahigkeit (Ksh). Deshalb
mufd vor jeder Messung die aktuelle radiale Warmeleitfahigkeit bestimmt werden. Dies

muf3 unter Bedingungen erfolgen, bei denen der Saftflu? = 0 ist:

Q. = Ksh ¢ CHc (W) Ksh = radiale Warmeleitfahigkeit (W mV'l)
CHc = Gradient zwischen den radialen Sensoren (mV)
bei Saftflul = 0; Qf = 0 gilt nach (1)
Ksh = (P, - Q,) CHc™H (W mVY)
Die mit den Xylemsaft aufwarts transportierte Warmemenge (Qf) kann dann uber die
Differenz zwischen zugefuhrter Warmemenge und der Warmeverluste durch Diffusion

berechnet werden:
nach (1) gilt:
(2) Qf = I::’in - Qr - Qv (W)

Uber die spezifische Warmekapazitat von Wasser und die durch Warmezufuhr bedingte
Temperaturzunahme des Xylemsaftes kann die SaftfluBrate (Menge/Zeiteinheit)
kalkuliert werden (Sakuratani 1981, Baker und Van Bavel 1987):
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(3) F=Q(Cp+dT)*(gs? F = SaftfluB (g s™)
Cp = spez. Warmekapazitat von H,O (J g'l °C'l)
dT = (AHa + BHb) / 2 dT = Temperaturzunahme des Saftes (°C)
AHa = Gradient zwischen Sensor A und Ha (°C)
BHb = Gradient zwischen Sensor B und Hb (°C)
(W=Js7

Durchfihrung der Messungen

Die Bestimmung der SaftfluBraten erfolgte mit dem Saftflu@meRgerat der Fa. Dynamakx,
Houston Texas (FLOW2 System). Mit dem verwendeten System konnten zeitgleich zwei
unabhangige Messungen durchgefiihrt werden. Die Messungen wurden Uber einen
Datalogger gesteuert, der auch die MefRdaten speicherte. Die Konfiguration der Messung
erfolgte Uber eine spezielle PC-Software. Da der SproRdurchmesser der Versuchs-
pflanzen etwa 5mm betrug, wurden Manschetten vom Typ SGA5-WS, 0O5-7mm)
verwendet.

Fur die Messung ist ein enger Kontakt zwischen Rinde und Heizband bzw. Temperatur-
sensoren entscheidend. Deshalb wurde die Manschette an einem madglichst geraden
SproRRabschnitt mit glatter Rinde angebracht. Unebenheiten oder einzelne Blatter wurden
vorher entfernt und die Oberflache geglattet. Damit mogliche Verletzungen abheilen
konnten, erfolgte dies mindestens 3 d vor der Messung. Das Entfernen einzelner Blatter
war aufgrund der geringen Internodienlange der Versuchspflanzen notwendig. Um einen
optimalen Warmedibergang trotz geringer Unebenheiten sicherzustellen, wurde auf3erdem
Silikonfett auf das Heizband, die Thermosensoren und die Rinde aufgetragen. Potentiell
auftretende Hohlraume wurden so ausgeflllt. Nach Anbringen der Manschette wurde sie
durch spezielle Zylinder aus warmeisolierendem Material und durch Umhtillen mit Alufolie
gegen Temperaturschwankungen der Umgebung isoliert.

Bei der Berechnung der SaftfluBraten geht die Flache des Sprof3querschnittes ein. Vor
Anlegen der Manschette wurde deshalb der Sprof3durchmesser an der MefRstelle mit
einem Melf3schieber ermittelt und die Flache berechnet. Als weiterer Parameter geht die
Warmeleitfahigkeit des Sprosses (Kst-Wert) in die Berechnung der SaftfluBraten ein. Da
der untersuchte Sprof3abschnitt der Versuchspflanzen vollstéandig verholzt war, wurde der
vorgegebene Kst-Wert fir verholzte Sprosse gewahlt. Die Messung wurde so konfiguriert,
dafld die gemessenen Daten uber jeweils 10 min gemittelt und dann gespeichert wurden.
Entscheidend fur eine optimale SaftfluBmessung ist die Temperaturzunahme des Saftes
(dT). Der Wert fur dT sollte zwischen 2 - 6°C liegen. Aufgrund des Hintergrundrauschens
kann ein geringerer Gradient zu Fehlern bei der Berechnung fiihren. Bei einem Wert
>6°C besteht die Gefahr, dal3 das Pflanzengewebe zu stark aufgehetzt wird. Die Groi3e

des aufgebauten Temperaturgradienten ist abhéngig von der zugefuhrten Warmemenge
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(Pin) bzw. der angelegten Spannung. Vorversuche haben gezeigt, daf3 unter den gegebe-
nen Bedingungen der optimale Wert der angelegten Spannung bei ca. 4,5V lag (0J0,1W
je nach Widerstand der verwendeten Manschetten). Abh&ngig vom aktuellen Saftflufd lag
der aufgebaute Temperaturgradient bei dieser Spannung zwischen 2-4°C. Bevor die
SaftfluBmessung erfolgen konnte, mufdte die aktuelle radiale Warmeleitfahigkeit (ksh-
Wert) ermittelt werden. Dies erfolgte jeweils am Ende der Dunkelperiode (zwischen 4% -
6°° Uhr bei nahezu geséttigter Luftfeuchte (Umhiillen der Pflanze mit Kunststoffolie), da
unter diesen Bedingungen kein bzw. ein minimaler Saftflul3 herrscht.

Zur Ermittlung des Eintransportes von Xylemsaft vom Wurzelsystem in den Sprof3
erfolgte die SaftfluBmessung an der SprofRbasis unterhalb der Blatter. Um SaftfluBraten in
verschiedenen SproRbereichen zu bestimmen, wurde der Saftflu® zeitgleich an 2
verschiedenen Sprof3positionen gemessen. Die Messung erfolgte Uber einen Zeitraum
von max. 2 Wochen. Wahrend dieser Zeit wurden die Pflanzen weiterhin alle 2-3d in
frische Nahrlosung Uberfihrt und die Messung dazu kurzzeitig unterbrochen. Da die
MefRmethode sensibel auf diese Manipulationen reagierte, wurden alle Stérungen notiert
um sie bei der Auswertung bericksichtigen zu kénnen. Zur Charakterisierung des

Pflanzenmaterials wurden folgende Pflanzenparameter ermittelt:

am Versuchsbeginn: » Sprof3lange
* Blattanzahl
» Gesamtfrischgewicht
» Sprof3durchmesser an der Mel3stelle

am Versuchsende: » Sprof3lange
» Anzahl und Fwt. der Blatter
» Gesamtfrischgewicht (unterteilt nach Fwt.gpoz Und FWt.wyrzel)

» SproRdurchmesser an der Mel3stelle, 1 cm unterhalb und
1 cm oberhalb der Mel3stelle

Der Sprof3durchmesser an der Mel3stelle nahm im Untersuchungszeitraum nicht oder nur
geringfiigig zu. Eine fehlerhafte SaftfluBberechnung aufgrund zunehmender Sprof3flache
ist daher auszuschliel3en. Als Bezugsgrof3e fir die SaftfluRraten diente das Gesamtfrisch-
gewicht oder das Frischgewicht der Uber der Mel3stelle liegenden Blatter. Da im Unter-
suchungszeitraum eine deutliche Zunahme dieser Grolien erfolgte, diente das potentielle
Fwt. am jeweiligen Versuchstag als Bezugsgrofie. Das potentielle Fwt. wurde anhand der
Frischgewichte zu Beginn und Ende des jeweiligen Versuchs durch lineare Regression
interpoliert. Das Blattfrischgewicht zu Versuchsbeginn konnte nicht gemessen werden
und wurde daher Gber das Verhaltnis zwischen FWt.gja : FWt.gesam: @bgeschétzt (Annahme:
Verhaltnis FWt.gja : FWt.gesam: ISt Uber den Versuchszeitraum konstant). Die genauen

Bedingungen sind bei den einzelnen Versuchen im Ergebnisteil angegeben.
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2.12.2 gravimetrische Methode

Bei dieser Methode wird der Nettoflu3 von H,O Uber die transpirationsbedingte Abnahme
des NL-Volumens bestimmt. Dazu wurden Pflanzen in 41 bellfteter NL inkubiert und
stundlich das Gewicht bestimmt. Um Wasserverlust durch Evaporation zu verhindern
wurden die NL-GefalRe mit Folie abgedichtet. Die Abnahme des NL-Volumens im jeweili-
gen Zeitintervall wurde Uber die Gewichtsdifferenz ermittelt (1 ml=1g). Aufgrund der
kurzen MeRintervalle kann die Gewichtszunahme durch das Pflanzenwachstum vernach-
lassigt werden.

Die ,gravimetrische* SaftfluBbestimmung wurde zur Validierung der ,stem heat balance-
Methode® herangezogen. Um vergleichbare Saftflul3raten zu erhalten, erfolgte die Mes-
sung mit beiden Methoden, zeitgleich an derselben Pflanze (Untersuchungszeitraum:
max. 7d.). Fur Routinemessungen ist die ,gravimetrische Methode* nur eingeschrankt
geeignet, da (a) nur der Nettoflu3 von Wasser bestimmt werden kann, (b) die zeitliche
Auflésung relativ gering ist (Stundenbereich) und (c) keine Fluf3untersuchungen entlang
der SproRRachse mdglich sind. Demgegeniber kann mit der ,stem heat balance-Methode"
zeitgleich an 2 Pflanzen oder 2 Sprof3positionen derselben Pflanze der Saftflul? mit einer
Zeitaufldsung im Minutenbereich ermittelt werden. Diese hohe Zeitauflosung war beson-

ders bei den sehr schnellen SaftfluBanderungen nach Licht/Dunkel-Wechsel erforderlich.

2.13 Gaswechselmessungen

Gaswechselmessungen (H,O, CO, bzw. O,) erfolgten an belichteten Blattern intakter
Pflanzen durch Verwendung einer Blattklivette (transportables Gaswechselmef3gerét:
Zentraleinheit HCM-1000, Kivette 1010-M, Fa. Walz). Wéahrend der Einzelblattmessung
wurde die gesamte Pflanze unter klimatisierten Bedingungen kultiviert (RH: 65 - 70 %,
Licht/Dunkel-Rhythmus: 16 h/8 h, Temperatur: 22°C/18°C, Lichtintensitat an den ober-
sten Blattern: 170 uHE m? e s™).

MeRprinzip
In der Klvette, die eine Blattflache von 5cm? einschlof3, wurde ein kontinuierlicher Gas-

strom (iber die Blattoberflache geleitet (800 ml min™). Die Klimabedingungen (RH, T) in
der Kuvette konnten eingestellt werden und die aktuellen Werte wurden kontinuierlich
gemessen. Die aktuelle Blattemperatur wurde durch einen berthrungslosen Infrarot-
Sensor bestimmt. Durch eine CO,-Dosierungseinrichtung (Typ 1030-D, Fa. Walz) wurde
der CO,-Partialdruck eingestellt. Hierzu wurde die Umgebungsluft Gber Natronkalk (CO,-
Absorption) geleitet und der dann CO,-freien Luft die entsprechende CO,-Menge
zudosiert. Die Lichtintensitat konnte durch Verwendung eines Beleuchtungsaufsatzes
(Typ 1050-H, Fa. Walz) variiert werden.
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Der Gaswechsel wurde anhand der CO,- bzw. H,O-Partialdruckdifferenz zwischen
Kivetteneingang und Kuvettenausgang bestimmt. Die Messung erfolgte im kontinuier-
lichen Luftstrom mittels Infrarot-Gasanalysatoren, Typ Binos-100/4PS (offenes, differenti-
elles Mel3system). Da die Empfindlichkeit der CO,- bzw. H,O-Differenzmessung abhéangig
von der CO,- bzw. H,O-Absolutkonzentration (CO; 4,5 bzw. H,0 ) ist, wurden zur Kali-
brierung die Absolutkonzentrationen bestimmt. Die CO, ,,s-Messung erfolgte durch einen
Infrarot-Gasanalysator (s.0.), mit CO.-freier Luft in der Referenzkivette. H,O,,s Wurde
anhand der RH und der Meflkuvettentemperatur berechnet. Die Melkuvette war so
konstruiert, daf} die Kalibrierung auch bei eingespanntem Blatt erfolgen konnte. Unter
Einbeziehung weiterer Parameter (Blattemperatur, Gasstrom, barometrischer Luftdruck,
untersuchte Blattflache) wurde die Transpirationsrate und die Photosyntheserate nach
Modellen von v. Caemmerer und Farquhar (1981) berechnet. Die Steuerung der Mes-
sung, Speicherung und Berechnung der Daten erfolgte durch einen Palmtop Computer
(HP-200/H) mit Hilfe eine spezielle Software (Software DA-1000, Fa. Walz).

Durchfiihrung von Gaswechselmessungen

Um die Gaswechselmessungen an einzelnen Blattern unter annahernd gleichen Klima-
bedingungen wie fir den ,Rest” der Pflanze (s.0.) durchzufiihren, wurde die Mel3kivette
temperiert (22°C in der Lichtphase, 18°C in der Dunkelphase). Die RH in der Kivette
entsprach der aktuellen Feuchte in der Klimakammer. Der CO,-Partialdruck in der Klima-
kammer lag bei ca. 380 ppm. Diese Konzentration wurde daher auch in der Kivette ein-
gestellt. Beim Einspannen der Blatter wurde darauf geachtet, daf? die beprobte Blattflache
die Kivette vollstandig ausflillte und ein @hnlicher Blattausschnitt bei allen Messungen
ausgewahlt wurde (Blattsegment an der Blattbasis, zwischen 2 grof3eren Blattadern). Die
Gaswechselmessungen wurde in Abhangigkeit (a) vom Blattalter, (b) vom Tagesgang

und (c) von der Lichtintensitat durchgeftuhrt.

(@) Untersucht wurden bis zu 17 verschiedene Blattalterstadien einer Pflanze (jedes
zweite Blatt). Das jungste untersuchte Blatt entsprach dem 5. vollstandig entfaltetem
Blatt. Die jungeren Blatter waren zu klein um die Mel3kUvette vollstandig auszuftllen. Um
den EinfluR diurnaler Anderungen moglichst gering zu halten, erfolgten die Messungen
zwischen 10% - 16% Uhr, nacheinander an allen untersuchten Blattern einer Pflanze. Ein
Teil der Pflanzen wurde im angegebenen Zeitraum vom jungsten zum d&ltesten Blatt
beprobt, der andere Teil in entgegengesetzter Richtung. Um eine Beschattung durch
andere Blatter zu vermeiden, wurde bei der Messung ein Beleuchtungsaufsatz verwendet.
Die Messung erfolgte bei einer Lichtintensitat, bei der die Photosyntheserate gesattigt war

(600 umol m™s™). Vor jeder Messung wurde das Gerat kalibriert.
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(b) Der Einflul3 des Tagesganges auf Transpiration und Photosynthese wurde am 14.
und 24. voll entfalteten Blatt bestimmt (Klimabedingungen in der Anzuchtkammer s.o.).
Die Messung erfolgte in Intervallen von 15min, Uber einen Gesamtzeitraum von
max. 45 h. Da der eingestellte CO,-Partialdruck konstant war, erfolgte die CO,-Kalibrie-
rung nur am Beginn des Gesamtmef3zeitraumes. Die H,O-Kalibrierung wurde vor jeder
Einzelmessung durchgefihrt. Die Lichtintensitat in der Kuvette lag wahrend der Licht-
phase der Klimakammer bei 170 pmolm?s™. Das automatische MeRprotokoll wurde so
konfiguriert, da Anderungen der Lichtintensitat und der Temperatur bei den Tag/Nacht-

Ubergangen in der Klimakammer und in der MeRkiivette zeitgleich erfolgten.

(c) Gaswechselmessungen in Abhangigkeit von der Lichtintensitat erfolgten an ver-
schiedenen Blattalterstadien durch Verwendung eines Beleuchtungsaufsatzes. Vor Mel3-
beginn wurde das untersuchte Blatt fur 30 min bei der héchsten Lichtintensitat adaptiert
(2000 pmol m?s™). Danach wurde die Intensitat stufenweise verringert (jeweils um
50 pmol m?s™ zwischen 2000 - 200 pmolm?s™ und um jeweils 25pmolm?s™ zwischen
200-0umolm?s™) und die Gaswechselraten bei jeder Intensititsstufe gemessen. Die

Kalibrierung der Messung erfolgte alle 20 min, nach jedem 4. Mel3punkt.

Am Versuchsende wurden als BezugsgroRen flr spatere Berechnungen verschiedene
Pflanzenparameter ermittelt (Sprof3lange, Anzahl und Frischgewicht der Blatter, Wurzel-
frischgewicht und Gesamtfrischgewicht). Um die Gaswechseldaten mit anderen Daten
vergleichen zu kdnnen, mufiten die flachenbezogenen Raten auf das Blattfrischgewicht
umgerechnet werden. Deshalb wurde im untersuchten Blattabschnitt ein Blattsegment
definierter GroRe ausgestanzt, das Fwt. bestimmt und die Gaswechselraten Uber die

Relation zwischen Blattflache und FW auf das Blattfrischgewicht umgerechnet.

2.14  Berechnungen und Auswertung der Experimente

Berechnung der Nahrstofftranslokationsraten im Tagesgang

Geht man davon aus, dal3 alle lonen und Wasser mit der gleichen Geschwindigkeit im
Xylemsaft transportiert werden, konnen Na&hrstofftranslokationsraten Uber die Nahr-

stoffkonzentration im Xylemsaft und die SaftfluRrate berechnet werden:
(1) Translokationsrate (umol h™) = Konzentration (umol ml™) « FluRrate (ml h™)

Da die Nahrstoffkonzentration und die FluRRrate nicht gleichzeitig an derselben Pflanze
bestimmt werden konnten, muf3ten die Daten Uber das Frischgewicht angeglichen
werden. Die Konzentration im Xylemsaft ist unabhéngig von der PflanzengrofRe. Im
Gegensatz dazu besteht zwischen der SaftfluBrate und dem Gesamtfrischgewicht eine

enge Korrelation (Tab.3.4) und die ermittelten Daten konnten deshalb auf das Frisch-
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gewicht bezogen werden. Anhand der gemessenen frischgewichtsbezogenen Saftfluf3-
daten und dem aktuellen Frischgewicht der Pflanzen an denen die Nahrstoffkonzentration
im Xylem ermittelt wurde, wurde die potentielle SaftfluRrate fir diese Pflanzen berechnet:
(2) potentielle SaftfluBrate von Pflanze X (ml h™)

= SaftfluRrate (ml h™ g 'Fwt.) » Fwt. Pflanze X (g)
Anhand der gemessenen Né&hrstoffkonzentration im Xylem und der berechneten potenti-
ellen SaftfluBrate (2) wurde dann die Nahrstofftranslokationsrate fir jede Pflanze
berechnet (1).
Die Nahrstoffkonzentration wurde zu verschiedenen Tageszeiten bestimmt. Entsprechend
wurde zur Berechnung der potentiellen SaftfluBraten auch die gemessenen frischge-
wichtsbezogenen SaftfluBraten herangezogen, die zur gleichen Tageszeit ermittelt
wurden.
Um die fur verschiedene Tageszeiten berechneten Translokationsraten trotz variierender
PflanzengréR3e untereinander vergleichen zu kdnnen, wurde die Translokationsrate am
Schluf3 auf das Frischgewicht der Pflanzen bezogen:

(3) Translokationsrate pro Frischgewicht von Pflanze X (umol h™ g Fwt)
= Translokationsrate Pflanze X (umol h™) / Fwt. Pflanze X (g)

Berechnung der Ladungsbilanz im Xylemsaft

In dieser Arbeit erfolgte die Berechnung der Ladungsbilanz ausschlief3lich auf Basis der
anorganischen lonen im Xylemsaft. Alle quantitativ bedeutsamen anorganischen lonen

wurden dabei bertcksichtigt.

anorganisch Anionen: CI NOs H,PO, SO,*

anorganische Kationen: Na' NH, K* Mg®*  ca*

Mit Ausnahme von Phosphat liegen alle lonen im Xylemsaft vollstandig dissoziert vor. Da
der Xylemsaft der Pappeln einen pH-Wert von 5,8 hatte und der pks-Wert fiir die Disso-
Ziation von H,PO,4 bei 7,12 liegt, ist davon auszugehen, dafl} Phosphat im Xylemsaft fast

ausschlieB3lich einfach negativ geladen ist. Die Ladungsbilanz im Xylemsaft wurde wie

folgt berechnet:

z (Konzentration [Partialladung der anorganischen Anionen)

Ladungsbilanz = : ; : :
Z (Konzentration [Partialladung der anorganischen Kationen)

Auswertung der Experimente

Angegeben sind Ergebnisse, die den typischen Verlauf aller durchgefiihrten Experimente

wiedergeben oder aber zusammengefalte Daten. Im letzteren Fall werden der arithme-
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tische Mittelwert und die Standardabweichung (SD) als mittlerer Fehler der Einzelmes-

sungen angegeben. Die Anzahl der durchgefiihrten Experimente (n) ist jeweils aufgefhrt.

> Einzelmessungen
Anzahlder Einzelmessungen

Mittelwert =

Standardabweichung(SD) =

Die Signifikanz der Versuchsergebnisse wurde durch das Prifverfahren des t-Tests nach
Student ermittelt. Hierbei werden die Mittelwerte x; und x, zweier Versuchsergebnisse mit
der Stichprobengréf3e n; und n, unter Bertcksichtigung der Varianz der Mel3ergebnisse
(Varianz = SD?) miteinander verglichen. Dabei wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
a =0,05 angenommen und die errechneten t-Werte mit den Werten aus der Tabelle fir
die t-Verteilung verglichen. Waren die berechneten t-Werte kleiner als die Werte aus der
Tabelle, dann waren die Unterschiede zwischen den Mel3ergebnissen zuféllig. Waren die
berechneten t-Werte groRer als die Tabellenwerte, dann waren die Unterschiede
zwischen den Mel3ergebnissen signifikant.
()_(1 B Y2) n, h,

t—Wert =
Sd nl +n2

S,20n, -1 +s, n, -1
n,+n, -2

wobei S, =
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3 Ergebnisse

3.1 Pflanzenwachstum

Pflanzenentwicklung in Hydrokultur

Grundlage fur vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse ist die Verwendung von
mdglichst einheitlichem Pflanzenmaterial. Es wurde daher nur Pflanzenmaterial eines
Pappelklons verwendet und die Anzucht erfolgte in Hydrokultur unter klimatisierten Bedin-
gungen (Ausnahmen davon sind im Folgenden gesondert gekennzeichnet). Als N-Quelle
diente NO;. Unter normalen Bedingungen liegt die NOj-Konzentration in Bdden
typischerweise zwischen 0,1-1mM (Beevers 1976, Novoa und Loomis 1981). Um Frei-
landbedingungen maoglichst nahe zu kommen, wurde in Hydrokultur eine NO3-Konzentra-
tion von 1 mM angeboten. Aufgrund des schnellen Wachstums von Pappeln besteht bei
dieser NOs-Konzentration die Gefahr, daf? selbst bei hdufigem Wechsel der NL die Pflan-
zen kurzzeitig einem NOjs-Mangel ausgesetzt sind. Diese Gefahr ist bei anderen Nahr-
stoffen nicht gegeben, da diese in der NL im UberschuR vorlagen. Zur Charakterisierung
des Pappelwachstums unter diesen Anzuchtbedingungen wurde die Zunahme des
Frischgewichtes , der Sprof3lange, und der Blattanzahl bestimmt (Abb. 3.1). Bis zu einem
Alter von ca. 2 Monaten nahm das Frischgewicht bei allen untersuchten Pflanzen expo-
nentiell zu (Korrelationskoeffizient (R) = 0,95-0,98). Der exponentielle
Wachstumsverlauf  zeigt, daR unter den gegebenen Bedingungen Kkeine
Wachstumslimitierung durch Na&hrstoffmangel oder andere Faktoren vorlag. Das
geringere relative Wachstum alterer Entwicklungsstadien kann z.B. durch
Selbstbeschattung bedingt sein. Eine Limitierung durch NOjz-Mangel st
unwahrscheinlich, da das NL-Volumen der zunehmenden Pflanzengréf3e angepafit wurde
(s. 2.1.2.1) und die NOz-Konzentration in der NL auch in 3Tagen nicht unter 0,2 mM
sank. Spatestens nach 3 Tagen wurde die NL erneuert. Langheinrich (1991) zeigte, dal3
das NOj-Aufnahmesystem von Balsampappeln eine hohe Affinitdt zu NOj3™ besitzt (Km-
Wert = 31 uM) und die Aufnahmerate bei einer externen NOs-Konzentration zwischen 0,1
und 1,2mM annahernd konstant blieb. Bei Balsampappeln wurden schon bei einer

externen NO;-Konzentration von 0,1 mM maximale Wachstumsraten erzielt.
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Abb. 3.1 Zunahme des Frischgewichtes der Sprof3lange und der Blattanzahl in Abhan-
gigkeit vom Pflanzenalter. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in Kontroll-NL unter kontrol-
lierten Klimabedingungen. Die angegebenen Werte entsprechen Mittelwerten+SD (n =
5-10) von 5 Pflanzenpopulationen, die zu verschiedenen Jahreszeiten in Hydrokultur
angezogen wurden. Zwischen 0-60d kann die Fwt.-Zunahme durch eine einfache
Exponentialgleichung (f (E)za‘eb't, a,b = Konstanten) beschrieben werden. Der jeweilige
Korrelationskoeffizient (R”) ist in der Abbildung angegeben.

Trotz identischer Nahrstoffversorgung und Anzucht unter gleichbleibenden Klimabedin-
gungen traten jahresperiodische Variationen im Wachstum auf (Abb. 3.1). Die Zunahme
des Fwt., der SproR3lange und der Blattanzahl erfolgte im Vorfrihling (Februar - Mérz)
deutlich schneller als im Sommer (Juni- Juli). Das Verhaltnis zwischen den untersuchten
Pflanzenparametern blieb jedoch annahernd gleich. Unabhangig von der Jahreszeit
betrug z.B. die Sprof3lange von Pflanzen mit einem Fwt. von 60 g ca. 55 cm und die Pflan-
zen hatten ca. 35 voll entfaltete Blatter. Die Auswahl geeigneten Versuchsmaterials
mul3te daher anhand des Entwicklungsstadiums der Pflanzen und nicht nach dem Alter
erfolgen. Fur die Versuche wurden Pflanzen mit einem mittleren Fwt. von 859, einer
SproR3lange von ca. 70 cm und etwa 37 Blattern eingesetzt. Diese Pflanzengrof3e wurde,
abhangig von der Jahreszeit, nach 2,5 bis 4monatiger Anzucht erreicht.

Auch bei Pflanzen, die zur selben Zeit angezogen wurden, war das Wachstum nicht iden-

tisch. Gegeniiber den jahreszeitlich bedingten Anderungen im Pflanzenwachstum, war die
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Variation jedoch gering (s. Standardabweichungen in Abb.3.1). FiUr die einzelnen
Versuche wurden daher Pflanzen mit einheitlicher Gro3e ausgewahlt. War dies aufgrund
der begrenzten Anzuchtkapazitat nicht moéglich, erfolgte die Pflanzenauswahl so, dal
zumindest die behandelte Pflanze und die jeweilige Kontrollpflanze eine identische Groi3e

hatten.

Blattentwicklung entlang der SproRachse

In dieser Arbeit werden Untersuchungen zum NOjz-Transport und zur NO3-Assimilation
entlang der SproRRachse prasentiert. Verglichen wurden dabei die verschiedenen Blatt-
entwicklungsstadien des Sprosses. Die Gesamtblattanzahl der untersuchten Pflanzen
variierte bei den verschiedenen Experimenten. Um vergleichbare Daten zu erhalten,
erfolgte die Einteilung der Blattentwicklungsstadien anhand des physiologischen Alters.
Die Blatter wurden dazu von der Sprof3spitze zur SproRbasis aufsteigend numeriert.
Blattalter 1 entsprach jeweils dem jungsten voll entfaltetem Blatt.

Im untersuchten Entwicklungsstadium der Pappeln stieg das Frischgewicht der Blatter mit
zunehmendem Alter bis Blatt 12 kontinuierlich an, blieb dann bis Blatt 17 mit 1,5g pro
Blatt konstant und nahm zur SproRBbasis wieder ab (Abb. 3.2). Mit Ausnahme der
jungsten 7 Blatter war das Verhéaltnis zwischen Fwt. und Blattflache entlang der
SproRBachse konstant (ca. 9mgcm?). Ab Blatt 8 sind die Unterschiede im
Blattfrischgewicht daher auch direkt proportional zur aktuellen Blattflache. Das Verhaltnis
zwischen Fwt. und Blattflache blieb auch Uber die gesamte Blattspreite nahezu konstant.
Untersuchungen hierzu wurden an allen Blattalterstadien zwischen dem 5. und 32. Blatt
durchgefihrt. In Abb. 3.3 ist dies exemplarisch fur eine Blatthafte von Blatt 14 dargestellt.
Das Frischgewicht pro Flache betrug hier in allen untersuchten Bereichen der Blattspreite
ca. 7,5mgcm?™. Der Proportionalititsfaktor zwischen Fwt. und Flache ist daher in allen
Bereichen der Blattspreite gleich.

Dieser Befund war aus methodischen Grinden von besonderer Bedeutung, da die
flachenbezogenen Gaswechselraten tUber den jeweils bestimmten Proportionalitatsfaktor
im untersuchten Blattbereich und dem Gesamtfrischgewicht des Blattes fir das ganze
Blatt hochgerechnet werden konnten. Da das Verhéltnis zwischen Blattflache und Frisch-
gewicht innerhalb eines Blattes konstant war, kann als Bezugsgréfe fur die Gaswechsel-
raten auch das Fwt. herangezogen werden. Die gemessenen Gaswechselraten kénnen
so direkt mit den frischgewichtsbezogenen Daten (z.B. NR-Aktivitdt, Nahrstoffgehalte

usw.) aus anderen Experimenten verglichen werden.
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Abb. 3.2 Blattfrischgewicht und Relation zwischen Fwt. und Blattflache in Abhangigkeit
von Blattalter. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in Hydrokultur unter kontrollierten Klima-
bedingungen. Angegeben sind Mittelwerte +SD (Fwt.: n=17, Relation Fwt./Flache:
n=>5). Die untersuchten Pflanzen hatten 32 bis 38 Blatter.
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Abb. 3.3 Relation zwischen Fwt. und
Blattflache in verschiedenen Berei-
chen der Blattspreite von Blatt 14.
Dargestellt sind die ermittelten Daten
fur eine Blatthalfte. Die Lange der
untersuchten Blatthalfte betrug 16 cm,
die Breite an der Blattbasis lag bei
5,5cm. Das Verhdltnis wurde be-
stimmt, indem in verschiedenen Be-
reichen der Blattspreite Blattsegmente
mit einer GréRRe von 1,33 cm? ausge-
stanzt und gewogen wurden. Die an-
gegebene Position entspricht jeweils
dem Mittelpunkt des ausgestanzten
Blattsegments.
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3.2 Validierung verschiedener Methoden

3.2.1 Gewinnung von Apoplastenflissigkeit

Zur Isolierung von Flussigkeit aus dem Blattapoplasten sind verschiedene Methoden be-
kannt (Canny 1995). Um eine geeignete Methode fur Pappelblatter zu etablieren, wurden

2 Methoden getestet:

= Zentrifugation ohne vorhergehende Infiltration der Blatter

= "Infiltrations-Zentrifugations-Technik"

Die "trockene" Zentrifugation (ohne vorhergehende Infiltration der Blatter) hat den Vorteil,
dal weitgehend unbeeinfluBte und unverdinnte ,Apoplastenflissigkeit® gewonnen
werden kann (DANNEL et al. 1995). Die Anwendung der "Infiltrations-Zentrifugations-
Technik" hat eine Verdinnung der ,Apoplastenflissigkeit* zur Folge, die bei der Berech-
nung von Metabolitgehalten oder Enzymaktivitaten im Blattapoplasten bertcksichtigt
werden mul3. Die so gewonnene ,Apoplastenflissigkeit” wird daher auch als Apoplasten-

waschflissigkeit (AWF) bezeichnet.

Durch die Anwendung der Methode des ,trockenen" Zentrifugierens (Zentrifugalkraft:
variiert von 40-2600g) konnte bei Pappelblattern kein Austritt von Flissigkeit erreicht
werden. Erst nach vorhergehender Infiltration der Blatter war es mdglich AWF zu isolie-
ren. Bei der Infiltration und Zentrifugation besteht die Gefahr, da3 die Zellen verletzt
werden. Diese Methode wurde daher hinsichtlich der gewinnbaren Menge und der mdagli-
chen Kontamination der AWF durch cytoplasmatische Inhaltsstoffe getestet (Tab. 3.1).
Als Indikator fur eine Kontamination diente die Aktivitdt der cytosolischen Malat-
Dehydrogenase (EC 1.1.1.37) in der AWF (Husted und Schjoerring 1995). Durch
Zentrifugation infiltrierter Pappelblatter bei 1000 - 1500 g ( Fraktion 4 und 5) konnte eine
mittlere Ausbeute von 55 - 83 ul AWF g™'Fwt. (3 Fraktion 1 -4 bzw. 1 - 5) erreicht werden,
ohne das die cytoplasmatische Kontamination signifikant zunahm. Bei groRerer

Zentrifugalbeschleunigung stieg die Kontamination sprunghaft an (Fraktion 6 und 7).
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Tab. 3.1 Kontamination mit cytoplasmatischen Bestandteilen und Volumen der gewon-
nenen AWF in Abhangigkeit von der Zentrifugalbeschleunigung. Infiltrierte Blattstiicke
wurden fur jeweils 10 min mit schrittweise ansteigenden g-Werten zentrifugiert. Zwischen
den Zentrifugationsschritten wurde das Volumen und die MDH-Aktivitat in der austreten-
den AWF bestimmt. Die MDH diente als Indikator flr eine cytoplasmatische Kontamina-
tion. Angegeben sind Mittelwerte + SD von 6 -8 Praparationen.

Fraktion  Zentrifugalbeschleunigung Volumen MDH-AKktivitat
) (gt Fwt)  (umol NADH min™ mI* AWF)

1 160 0,3+0,0 -

2 370 11,9+6,9 0,73 +0,28
3 650 17,8 +9,2 0,81 + 0,65
4 1020 25,0+ 14,4 0,83+ 0,59
5 1470 28,2+ 13,1 1,29+0,74
6 2610 22,8+5,9 3,75+ 1,02
7 4080 19,7 +17,5 3,77 £ 0,08

Das Ausmal} der Verletzung der Blatter wahrend der Praparation der AWF kann anhand
des Vergleiches der MDH-Aktivitat in der AWF und im Blattextrakt abgeschatzt werden.
Um die tatsachliche MDH-Aktivitat in der ,Apoplastenfliissigkeit* zu ermitteln, missen die
in der AWF gemessenen Aktivitaten mit dem Verdinnungsfaktor korrigiert werden. Geht
man davon aus, daf3 bei der Infiltration das gesamte Gasvolumen im Blattapoplasten ge-
fullt wird, kann der Verdunnungsfaktor Gber das Verhaltnis zwischen gasgeflltem und
flussigkeitsgefulltem Anteil berechnet werden. Bei Pappelblattern betrug das gasgefullte
Volumen im Apoplasten 310 + 40 pl g Fwt. (n = 30). Der Anteil des flissigkeitsgefiillten
Raumes im Blattapoplasten kann mit 10-20% angegeben werden (Speer und Kaiser
1991, Aked und Hall 1993, Winter et al. 1993, Husted und Schjoerring 1995). Bis zu einer
Zentrifugalbeschleunigung von 1500g war die Kontamination der gewonnenen
LApoplastenflissigkeit” gering. Die relative MDH-AKktivitét in Fraktion 1 -5 lag bei < 0,25%
im Vergleich zum Blattextrakt (Tab. 3.2).

Die ,Infiltrations-Zentrifugations-Technik" mit einer Zentrifugalbeschleunigung von 1000 -
1500 g ist demnach die geeignete Methode zur Isolierung von Apoplastenflissigkeit aus
Pappelblattern. Unter diesen Préaparationsbedingungen kann eine gute Ausbeute an AWF

bei minimaler cytoplasmatischer Kontamination erzielt werden.
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Tab. 3.2 Kontamination der ,Apoplastenflissigkeit® durch cytoplasmatische Inhalts-
stoffe in Abhéangigkeit von der Zentrifugalbeschleunigung. Als Indikator fir die Kontami-
nation diente die Aktivitat der cytosolischen MDH. Bei der Berechnung gehen folgende
Grolien ein:

» Anteil des flussigkeitsgefillten Raumes des Blattapoplasten = 20 %

» Gasvolumen des Blattapoplasten von Pappeln: 310+ 40 ul g™* Fwt.

> MDH-Aktivitat im Blattextrakt von Pappeln: 183 + 23 pmol NADH min™ g™ Fut.
Angegeben sind Mittelwerte = SD von 6 -8 Praparationen.

Fraktion  Zentrifugalbeschl. MDH-AKktivitat relative MDH-AKktivitat
(@) (umol NADH min™ g™* Fwt.) (% vom Blattextrakt)

2 370 0,25 + 0,07 0,135 %

3 650 0,27 £ 0,21 0,147 %

4 1020 0,28 + 0,19 0,150 %

5 1470 0,43 +0,23 0,237 %

6 2610 1,17 + 0,30 0,639 %

7 4080 1,22 + 0,07 0,667 %

3.2.2 Gewinnung von Xylemsaft durch Wurzeldruckexsudation

Die meisten Methoden zur Xylemsaftgewinnung, bei denen ein pneumatischer Druck auf
den Wurzelraum ausgeubt wird, eignen sich nicht fir Pflanzen in Hydrokultur, da unter
diesen Bedingungen die Gefahr der Infiltration der Wurzel besteht. Diese ist bei der
Isolierung von Xylemexsudat unter Wurzeldruck nicht gegeben. Bei allen Methoden, die
manipulierend in die naturlichen Druckverhaltnisse im Xylem eingreifen (dazu gehort auch
das Sammeln von Wurzeldruckexsudat nach Dekapitieren), kann durch Veranderung der
VolumenfluRRrate im Xylem Einflul3 auf die Zusammensetzung des Xylemsaftes ausgeubt
werden (FISCUS 1975). Im Vorfeld der geplanten Experimente wurde daher die Gewin-
nung von Wurzeldruckexsudat getestet und die Qualitdt der isolierten Flussigkeit

charakterisiert.

3.2.2.1 Exsudationsraten

Nach Dekapitieren des Sprosses konnte bei hydroponisch angezogenen Pappeln tber
mehrere Stunden Wurzeldruckexsudat gesammelt werden. Die Exsudation war abhangig
vom Gesamt- bzw. Wurzelfrischgewicht der Pflanzen (Abb. 3.4). In der Abbildung wurde
zur besseren Vergleichbarkeit mit den im Folgenden présentierten Daten das
Gesamtfrischgewicht als Bezugsgrof3e gewahlt (Abb. 3.4 a). Dies war jedoch proportional
zum Wourzelfrischgewicht (Abb. 3.4Db). Obwohl eine relativ starke Streuung zwischen
einzelnen Pflanzen bestand (R®=0,61), stieg die Exsudationsrate mit zunehmender

PflanzengréR3e an. Bei den Experimenten wurden Pflanzen mit einem mittleren Frisch-
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gewicht von 85 g eingesetzt. Bei dieser GroRRe lag die Exsudationsrate zwischen 10 und
35 plmin™. Eine ausreichende Probenmenge fiir die verschiedenen Analysen (50 - 100 pl)
konnte daher bei Pappeln schon nach 5-210mindtiger Sammlung von Wurzeldruck-

exsudat erhalten werden.

a. Exsudationsrate in Relation b. Wurzelfrischgewicht in Relation
zum Gesamtfrischgewicht zum Gesamtfrischgewicht
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Abb. 3.4 Exsudationsraten in Abhangigkeit von der Pflanzengréi3e.

(a) Exsudationsrate in Relation zum Gesamtfrischgewicht

(b) Wurzelfrischgewicht in Relation zum Gesamtfrischgewicht

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in Kontroll-NL unter kontrollierten Klimabedingungen.
Die Exsudationsrate wurde zwischen 20-30min nach Dekapitieren des Sprosses
bestimmt. Jeder Datenpunkt entspricht einer untersuchten Pflanze. R”=Korrelations-
koeffizient nach linearer Regression.

Untersuchungen zur Xylemsaftzusammensetzung erfolgten nur an Proben, die bis
maximal 20 min nach Dekapitieren des Sprosses gewonnen wurden. Uber diesen Zeit-
raum blieb die Exsudationsrate konstant, nur zu Beginn der Sammlung war die Rate

etwas geringer (Abb. 3.5).

Exsudationsrate in Abhangigkeit Abb. 3.5 Exsudationsrate in Abhangigkeit

vom Sammelintervall vom Sammelintervall. Wurzeldruckexsudat

04 T wurde in 2 min-Intervallen dber 30 min

] gesammelt. Die Raten sind jeweils fir das

] Ende des Intervalls angegeben (Mittelwerte

02+ +SD, n=20). Die ersten Proben konnten

01+ erst zwischen 4-6min nach Dekapitieren

] gesammelt werden, da das Praparieren der

0+ "+ SproRbasis ca. 2min dauerte und das

0 10 20 30 Exsudat aus dem ersten Intervall (2 - 4 min)

Zeit nach Dekapitieren (min) verworfen wurde um Kontaminationen zu
vermeiden.

Exsudationsrate
(1l min® g Fwt.gesamt)

Die Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats wurde in Abhangigkeit von der Tages-

zeit und dem Nahrstoffangebot untersucht. Im Vorfeld zu diesen Untersuchungen muf3te
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daher geklart werden, ob die Tageszeit und das Nahrstoffangebot einen Einflul3 auf die

Exsudationsraten ausuben.

In Abb. 3.6 sind die Exsudationsraten von Pflanzen dargestellt, die zu verschiedenen
Tageszeiten geerntet wurden. Wie schon oben beschrieben, war eine relativ starke
Streuung zwischen den einzelnen Individuen zu beobachten. Ein deutlicher Einflul3 der
Tageszeit auf die Exsudation konnte nicht festgestellt werden. Methodische Artefakte bei
der Bestimmung der Xylemsaftzusammensetzung im Tagesgang aufgrund einer veran-

derten Exsudationsrate im Tagesverlauf konnen daher ausgeschlossen werden.

Exsudationsrate im Tagesgang Abb. 3.6 Exsudationsrate in Abhangigkeit
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[ AT . tieren des Sprosses bestimmt. Jeder
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B 1 + 7 trollierten Klimabedingungen mit einem
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= o+ttt Dunkelphase ist durch einen Balken mar-
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Zeit nach Beginn der Lichtphase (h)

Eine signifikante Veranderung der Exsudationsrate bei verandertem Nahrstoffangebot (s.
2.2) konnte nur beobachtet werden, wenn das gesamte Wurzelsystem in N-freier NL in-
kubiert wurde bzw. nach 2 monatigem Wachstum in 8 mM NOg3-NL. In beiden Fallen
nahm die Exsudationsrate im Vergleich zu den gleichzeitig geernteten Kontrollpflanzen
(1 mM NO3-NL) ab (Abb. 3.7). Bei NOz-Mangel war die Exsudationsrate um 25+ 17 %
geringer als bei den Kontrollen. Die 8fache Erhohung der externen NO3z-Konzentration fur
2 Monate fuhrte zu einer Abnahme der Exsudation um 62 +18%. Alle anderen, im
Folgenden beschriebenen Variationen des Nahrstoffangebots, hatten keinen signifikanten

Einfluf? auf die Exsudationsraten.



Ergebnisse 43

a. Exsudationsrate bei NOs -Mangel b. Exsudationsrate bei langfristig
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Abb. 3.7 EinfluR des NOs-Angebots auf die Exsudationsraten.

(a) Exsudationsrate bei NO3-Mangel. Die Exsudationsrate wurde nach 0,25-72h in N-
freier NL in 5 min-Intervallen bestimmt. Die Inkubationsdauer hatte keinen Einflu3 auf die
Exsudation, die Raten wurden daher gemittelt (Mittelwerte £ SD, n=16). Als Kontrolle
dienten gleichzeitig geerntete Pflanzen in 1 mM NO3-NL (Mittelwerte + SD, n=13).

(b) Exsudationsrate nach 2monatigem Wachstum in 8 mM NO3-NL im Vergleich zu iden-
tisch behandelten Kontrollen in 1 mM NO;3;-NL. Angegeben sind Mittelwerte £ SD, Kon-
trolle: n=6 - 8MMNO;-NL: n=12. Die Exsudationsraten wurden in 10 min-Intervallen
uber einen Zeitraum von 40 min bestimmt.

Die Exsudationsraten sind in beiden Grafiken jeweils fir das Ende des Sammelzeitraums
angegeben.

3.2.2.2 Einflul? fehlender Transpiration auf die Zusammensetzung des
Wurzeldruckexsudats

Das Entfernen transpirierenden Gewebes kann Einflu@ auf die Xylemsaftzusammen-
setzung nehmen (FISCUS 1975). Um das Ausmal} dieser Veranderung abzuschatzen,
wurde die lonenzusammensetzung des Wurzeldruckexsudats zu verschiedenen Zeiten
nach Dekapitieren des Sprosses bestimmt. Au3erdem wurde die Ernte zu verschiedenen
Tageszeiten durchgefuhrt. In Abb. 3.8 ist die prozentuale Veranderung der Konzentration
verschiedener lonen in Abhangigkeit vom Sammelintervall dargestellt. Als Referenz
diente jeweils die lonenkonzentration im ersten Sammelintervall. Bis 10 min nach Dekapi-
tieren konnten keine signifikanten Veranderungen der lonenkonzentrationen beobachtet
werden. Die Zusammensetzung von Wurzeldruckexsudat, welches bis 10 min nach
Dekapitieren gewonnen wird, entspricht daher annahernd der Xylemsaftzusammen-

setzung unter transpirierenden Bedingungen.
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Abb. 3.8 Relative lonenkonzentration im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit vom
Sammelzeitpunkt nach Dekapitieren und von der Tageszeit. Wurzeldruckexsudat wurde
in 2min-Intervallen tGber 30min gesammelt. Als Vergleichswert diente bei allen lonen
auRer K* die Konzentration im ersten Sammelintervall (s. Y-Achse). 'Die Daten fiir Kalium
wurden aus technischen Grinden auf die Konzentration im Sammelintervall 6 -8 min
bezogen. Die Daten entsprechen Mittelwerten+SD (n=3). Die Konzentration ist jeweils
fur den Mittelpunkt des Sammelintervalls angegeben. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte
in Kontroll-NL unter kontrollierten Klimabedingungen (Lichtphase: 6.00 - 22.00 Uhr).

Nach 10 min stieg die lonenkonzentration im Wurzeldruckexsudat mit zunehmender Zeit
nach Dekapitieren an. Das Ausmald diese ,Aufkonzentrierung” variierte zwischen den
verschiedenen lonen und war abhangig von der Tageszeit. Der Konzentrierungsfaktor

nach 30 min ist in Tab. 3.3 angegeben. Die Konzentrationszunahme war am Vormittag



Ergebnisse 45

(10.00 Uhr) am héchsten. Zu dieser Tageszeit nahm die K'-Konzentration innerhalb von
30 min nach Dekapitieren um das 1,6fache zu. Die NO3-, H,PO,-und S0,*-Konzentration
verdoppelte sich in diesem Zeitraum und Mg®* und Ca** stieg sogar um das 3 - 4fache an.
Spater (18.00 Uhr) nahm der Konzentrierungsfaktor ab. In der Mitte der Dunkelphase

(2.00 Uhr) blieb die Konzentration der lonen konstant oder nahm nur geringfigig zu.

Tab. 3.3 Tageszeitabhangige Zunahme der lonenkonzentration im Wurzeldruckexsu-
dat innerhalb von 30 min nach Dekapitieren des Sprosses. Der Konzentrierungsfaktor
wurde durch Division der Konzentration im Sammelintervall 28 - 30 min nach Dekapitieren
mit der Konzentration im Intervall 4 - 6min berechnet. Angegeben sind Mittelwerte + SD
(n=3). Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in Kontroll-NL unter kontrollierten Klimabedin-
gungen (Lichtphase: 6.00 - 22.00 Uhr).

Tageszeit Konzentrierungsfaktor
NO; H,PO, S0~ K Mg ca™

10.00Uhr 2,0+0,1 2,0+0,3 23+0,2 1,6+0,2 3,2+0,3 3,6+0,3
18.00Uhr 16+0,2 1,2+0,5 1,3+0,3 1,2+0,2 2,0+0,2 2,2+0,2
2.00 Uhr 1,0+0,2 1,3+0,6 1,1+0,3 0,9+0,2 1,1+0,3 1,2+0,4

! Aus technischen Griinden diente bei der Berechnung des Konzentrierungsfaktors fiir K™ die Konzentration
im Sammelintervall 6 - 8 min nach Dekapitieren als Bezugsgrofle.

Die oben aufgefuhrten Ergebnisse zeigen, dafd die Veranderung der VolumenfluBrate im
Xylem durch Entfernen des transpirierenden Gewebes (Gewinnung von Wurzeldruck-
exsudat durch Dekapitieren des Sprosses) einen deutlichen Einflu® auf die Xylemsaft-
zusammensetzung hatte. Entsprechend dazu konnte in der Dunkelphase, d.h. bei mini-
maler Transpiration, keine oder nur eine geringfugige Veranderung der lonenkonzentra-
tion im Exsudat beobachtet werden. Innerhalb der ersten 10 min nach Dekapitieren war
dieser Einflu3 jedoch minimal. Um Aussagen uber die tatsachliche Xylemsaftzusammen-
setzung treffen zu koénnen, sollte die Gewinnung von Wurzeldruckexsudat daher
entweder in der Dunkelphase oder innerhalb der ersten 10 min nach Dekapitieren
erfolgen. Eine Analyse der Xylemsaftzusammensetzung nur in der Dunkelphase war nicht
mit der Versuchsfragestellung vereinbar, da z.B. der Einflu® der Tageszeit untersucht
wurde. Die Gewinnung von Wurzeldruckexsudat erfolgte daher, soweit méglich, innerhalb
der ersten 10 min nach Dekapitieren. Bei Proben, die zu einem spateren Zeitpunkt
gesammelt wurden (maximal 20min nach Dekapitieren), diente als Referenz die
Zusammensetzung des  Wurzeldruckexsudats  einer  gleichzeitig  geernteten

Kontrollpflanze.
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3.2.3 SaftfluBmessung durch die stem heat balance-Methode

Zur Berechnung von Translokationsraten fir einzelne Nahrstoffe mufite neben der
Xylemsaftzusammensetzung auch der Xylemsaftflu3 unter transpirierenden Bedingungen
ermittelt werden. Deshalb wurde die Messung des Saftflusses mit der ,stem heat
balance-Methode" (Steinberg et al. 1989) an jungen Pappeln etabliert. Die Methode ist

unter 2.12. ausfuhrlich erlautert.

3.2.3.1 Vergleich mit der gravimetrischen Methode

Durch Auswahl geeigneter Bedingungen bei der Bestimmung der aktuellen radialen
Warmeleitfahigkeit (s. 2.12) und weiteren Schritten zur Minimierung von mdglichen
Fehlerquellen (z.B. sorgfaltige Warmeisolierung der Melimanschetten, Mal3nahmen zur
Verbesserung des Kontaktes zwischen Thermosensoren und Rinde usw.) konnte eine
gute Mel3genauigkeit erreicht werden. Vergleichsmessungen zwischen der ,stem heat
balance-Methode" und der ,gravimetrischen SaftfluBbestimmung” (ermittelt Gber die
transpirationsbedingte Abnahme des N&hrlésungsvolumens) zeigten eine gute Uberein-
stimmung. Eine Beispielmessung ist in Abb.3.9 dargestellt. Bei der aufgeflihrten
Messung lag die Abweichung zwischen den beiden Methoden nur bei +1+8%
(Saftflul3raten der ,gravimetrischen Methode" = 100 %). Weitere Messungen zeigten, daf}
die Abweichung maximal bei +16 % liegt (,gravimetrischen Methode" = 100 %). Generell
wurden mit der ,stem heat balance-Methode" im Mittel geringflgig hohere Saftflu3raten
gemessen.

Die gravimetrische SaftfluBbestimmung wurde nur fir die Validierung der ,stem heat
balance-Methode" herangezogen. FuUr Routinemessungen war sie nicht geeignet, da nur
der Nettofluf3 von Wasser fur jeweils eine Pflanze bestimmt werden konnte und die zeit-
liche Auflosung gering war (1h). Demgegentber konnte mit der ,stem heat balance-
Methode" zeitgleich an 2 Pflanzen der Saftfluld mit einer Zeitauflosung im Minutenbereich
ermittelt werden. Diese hohe Zeitauflésung war besonders bei den schnellen Saftfluf3-
anderungen bei den Licht/ Dunkel-Ubergangen erforderlich (Abb. 3.9).

Generell mufdte die Messung unter moglichst ungestérten Bedingungen erfolgen, da der
Saftflu sehr sensibel auf Manipulationen reagierte. Beispielsweise fuhrte der Wechsel
der NL zu einer kurzfristigen Abnahme der SaftfluBraten (Abb. 3.9). Auf den Wechsel der
NL konnte bei den typischerweise mehrtagigen Messungen jedoch nicht verzichtet
werden, um eine konstante Nahrstoffzufuhr zu gewahrleisten. Alle Manipulationen wah-

rend der Messung wurden daher notiert und bei der Auswertung bertcksichtigt.

Das relativ schnelle Wachstum von Pappeln fiihrte schon nach einem Tag zu einer deut-

lichen Steigerung der Saftflul3raten. Im angegebenen Beispiel (Abb. 3.9) nahm die Saft-
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fluBrate an ungestorten Tagen um ca. 10 mld™ zu. Da die Messung unter moglichst unge-
storten Bedingungen erfolgen muf3te, wurde nur am Beginn und am Ende der Messung
das Fwt. bestimmt und das Fwt. flr die einzelnen Meftage durch lineare Regression

interpoliert.

B SaftfluR: "stem heat balance-Methode"
() SaftfluR: "gravimetrische-Methode"

18 + Uberfiihren in neue NL o)

o | |

'—\
SN
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|
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SaftfluR (ml h* Pflanze™)

0 — — — — — —

22:00 6:00 14:00 22:00 6:00 14:0022:00 6:00 14:00 22:00 6:00 14:0022:00 6:00 14:00 22:00 6:00 14:00

Uhrzeit Lichtphase: 6.00 - 22.00 Uhr

Abb. 3.9 Vergleichende SaftfluBmessung mit der ,stem heat balance-Methode" und der
.gravimetrischen Methode". Der Saftflul? wurde zeitgleich tber die ,stem heat balance-
Methode" (zeitliche Auflésung: 10 min) und Uber die ,gravimetrischen Methode" (zeitliche
Auflésung: 1h) bestimmt. Die Messung erfolgte in einer Klimakammer mit einem
Licht/ Dunkel-Wechsel von 16 h/8h. Die Dunkelphase ist durch einen Balken markiert.
Die untersuchte Pflanze wuchs in Kontroll-NL.

3.2.3.2 SaftfluBbestimmung in verschiedenen Sprol3bereichen

Ein weiterer Vorteil der ,stem heat balance-Methode" bestand darin, daf3 SaftfluRRbestim-
mungen entlang der SprofRachse erfolgen konnten. Durch die Anbringung von
2 Manschetten an unterschiedlichen Positionen derselben SprofRachse konnte der Ein-
transport von Xylemsaft in die verschiedenen SproRRbereiche berechnet werden
(Abb. 3.10). Im dargestellten Beispiel wurden pro Tag 423 ml Xylemsaft von der Wurzel in
dem SprofR3 transportiert (SaftfluBmessung an der Sprof3basis unterhalb der ersten Blat-
ter). Davon erreichten 309 mld™ die MeRposition im oberen SproRbereich. Entsprechend
wurde die Differenz von 114 mld™ in die Blatter zwischen der Sprof3basis und der oberen

Mefposition transportiert. Bezieht man die Saftflul3raten auf das Fwt. der jeweils versorg-
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ten Blatter, ergibt sich flr den unteren Sprof3bereich (untere 11 Blatter) eine mittlere Rate
von 8,7 mld™ g™ 'Fwt.Blatt. Die mittlere Rate fiir die oberen 22 Blatter liegt bei 12,2mld™ g
'Fwt.Blatt. An diesem Beispiel wird deutlich, daR ein SaftfluRgradient entlang der Sprof3-
achse besteht.

25
] «— SaftfluBmessung an der SproRbasis
1 33 Blatter oberhalb der Mef3stelle
20+ Fwt.Blatter = 38,5 g
'g ] <«— SaftfluBmessung im oberen
S 1 Sprol3bereich des gleichen Stammes
HD- BT 1 22 Blatter oberhalb der MeRstelle
< Fwt.Blatter = 25,4 g
E -
10 +
3 1 : /oberer Sprol3bereich R
5 : (obere 22 Blétter)
gl : = 12,2 ml d* g™ 'Fwt.Blatter
] unterer SproR3bereich
0 —_— (untere 11 Blatter)
14:.00 22:00 6:00 14:00 22:00 6:00 = (423 -309) mid*
Uhrzeit (38,5 - 25,4) g *Fwt Blatter
Lichtphase: 6.00 - 22.00 Uhr S 8,7 ml d™* g 'Fwt.Blatter

Abb. 3.10 SaftfluBmessung in verschiedenen SproRRbereichen. Der SaftfluR wurde zeit-
gleich an 2 verschiedenen Positionen derselben SprofRachse mit der ,stem heat balance-
Methode" bestimmt. Die zeitliche Auflésung lag bei 10 min. Die Messung erfolgte in einer
Klimakammer mit einem Licht/Dunkel-Wechsel von 16 h/8 h. Die Dunkelphase ist durch
einen Balken markiert. Die untersuchte Pflanze wuchs in Kontroll-NL.

3.2.3.3 BezugsgroRRen fur SaftfluRraten

Die SaftfluBbestimmung und die Analyse der Xylemsaftzusammensetzung (Gewinnung
von Wurzeldruckexsudaten) konnten nicht zeitgleich am gleichen Pflanzenmaterial erfol-
gen. Trotz identischer Versuchsbedingungen und Verwendung mdglichst einheitlichen
Pflanzenmaterials kénnen Unterschiede in der PflanzengréRe die Vergleichbarkeit der
SaftfluBdaten und der Daten zur Xylemsaftzusammensetzung erschweren. Deshalb
mul3ten die Daten aus den verschiedenen Experimenten Uber einfache pflanzeninterne
Parameter angeglichen werden. Vorversuche haben gezeigt, dal eine enge Korrelation
zwischen dem Saftflull und dem Gesamtfrischgewicht, dem Sprof3frischgewicht und dem
Blattfrischgewicht bestand (Abb.3.11, Tab. 3.4). Die SproRhdéhe oder der SproRRdurch-

messer waren dagegen keine geeigneten Bezugsparameter. Als Bezugsgrof3e fur die

SaftfluBraten wurde daher das Blatt- oder das Gesamtfrischgewicht gewahit.
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Tab. 3.4 Korrelation zwischen Saftfluf3 und

o Lichtphase (16 h) © Dunkelphase (8 h .
P (16 P ©h verschiedenen Pflanzenparametern.

800 T
‘o Pflanzenparameter ~ Korrelationskoeffizient (R?);
° -
% 600 - n=6
P | R*=0,93 s Lichtphase  Dunkelphase
£ 400 -+ Fwt. Blatter 0,93 0,75
E 200 ] Fwt. SproR 0,92 0,67
T 2 _ o Fwt. gesamt 0,93 0,62
3 | R*=0,75 ®/@/O 9
0+ttt SproRhdhe 0,73 0,46
0 20 40 60 SproRRdurchmesser 0,37 0,46
Fwt. Blatter (g) an der Sprof3basis

Abb. 3.11 Korrelation zwischen Saftfluld
und Blattfrischgewicht in der Licht- und
Dunkelphase. Der Saftfluld wurde mit der
,Sstem heat balance-Methode" bestimmt.

3.2.4 Gaswechselmessung an Blattern

Durch die ,stem heat balance-Methode" konnte der SaftfluR3 in jeweils 2 Sprof3bereichen
quantifiziert werden. Durch Variation der oberen MeR3position an der Sprof3achse war es
mdglich, verschiedene Sprof3abschnitte zu untersuchen. Eine hdhere raumliche Auflo-
sung, z.B. auf Ebene einzelner Blatter, konnte durch diese Methode jedoch nicht erreicht
werden. Daher wurde, neben den direkten Saftflulmessungen entlang der SproRRachse,
auch die Transpirationsrate an unterschiedlich alten Blattern ermittelt. Zuséatzlich zur
Transpiration wurde die Nettophotosynthese in Abhéngigkeit vom Entwicklungszustand
der Blatter untersucht. Die hohe Blattanzahl (ca.37) und die Ausrichtung der Blatter
fuhrte bei den untersuchten Pappeln jedoch zu einer starken Selbstbeschattung. Um
diesen Einflul} auszuschlielen, wurde bei den Gaswechselmessungen ein Lichtaufsatz
verwendet mit dem die Lichtintensitat konstant gehalten wurde. Vorversuche zeigten, daf3
die Photosyntheserate der untersuchten Pappelblatter ab ca. 400 umol m?s™ in den Stti-
gungsbereich Ubergeht (Abb.3.12). Dies galt unabhdngig vom Blattalter (untersucht
wurden Blatt 14 und 24), wobei die maximal erreichte Rate bei den jingeren untersuchten
Blattern etwa doppelt so hoch war. Im Gegensatz zur Photosynthese blieb die Transpira-
tion unabh&ngig von der Lichtintensitat anndhernd konstant (Abb. 3.12), wobei die Trans-
pirationsrate der jungeren Blatter jedoch héher war. Der leichte Anstieg mit zunehmender
Lichtintensitat lag im Rahmen der Mel3genauigkeit der Einzelmessungen. Die Gaswech-
selraten der verschiedenen Blattalterstadien wurden daher bei einer Lichtintensitat im

Sattigungsbereich der Photosynthese (600 pmol m?s™) ermittelt (Abb. 3.24).
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Nettophotosynthese in Abhangigkeit Transpiration in Abhangigkeit von
von der Lichtintensitat der Lichtintensitat
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Abb. 3.12 EinfluR der Lichtintensitat auf die Nettophotosynthese und die Transpiration.
Die Gaswechselraten wurden an 2 Blattalterstadien gemessen. Angegeben sind Mittel-
werte £ SD (Blatt 14: n =2, Blatt 24: n = 3). Die untersuchten Pflanzen wuchsen in Kontroll-
NL unter kontrollierten Klimabedingungen. Die genauen MelRparameter sind unter 2.13
aufgefuhrt.

3.2.5 Vergleich zwischen in vivo und in vitro NR-Aktivitat

Die Kapazitat der NO3-Assimilation entlang der Sprof3achse wurde durch Messung der
NR-Aktivitat in 12 verschiedenen Blattalterstadien ermittelt. Um Unterschiede zwischen
verschiedenen Pflanzen und diurnale Variationen auszuschlieRen, mufte die Aktivitats-
bestimmung bzw. die Ernte des Blattmaterials an allen Blattern einer Pflanze gleichzeitig
erfolgen. Dies konnte nur beim ,in vitro“-Test gewahrleistet werden, da hierbei auch ein-
gefrorenes Pflanzenmaterial verwendet werden konnte (s. 2.7.1). Beim ,in vitro“-Test wird
das Enzym aus dem Gewebeverband geldst und die Substrate in sattigenden Konzentra-
tionen zugegeben. Daher besteht bei diesem Test die Gefahr die aktuelle Enzymaktivitat
zu Uberschatzen. Die ,in vitro“ erhaltenden Daten wurden daher mit ,in vivo* ermittelten
Aktivitaten verglichen (Abb. 3.13). Der ,in vivo“-Test wurde entweder mit oder ohne Zu-
gabe von NOj3 durchgefuihrt. Reduktionséquivalente wurden bei beiden Testansétzen in
sattigender Konzentration zugesetzt. Bei allen untersuchten Blattalterstadien war die ,in
vivo“-Aktivitat mit zugesetztem NO;3 mit der in ,in vitro* ermittelten Aktivitat gleich. Bei der
LN vivo“-Aktivitdt ohne externes NO5; wurden nur in alteren Blattern ahnliche Aktivitaten
wie mit NOj-Zusatz gemessen (Blatt 18-27). Bis Blatt8 lag die Aktivitdt unter
0,1 pmol NO, g*Fwt. h!, stieg dann bis Blatt 14 an und nahm darauf mit zunehmendem
Blattalter ab. Der NR-Test ohne NOz-Zufuhr ist daher nicht geeignet die NRA-Kapazitat in
Blattern intakter Pflanzen, d.h. bei kontinuierlicher NOz-Zufuhr durch das Xylem, zu

ermitteln.
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NR-Aktivitat - "in vivo" und "in vitro" Abb. 3.13 Vergleich zwischen ,in
o ot Nitrat vivo“ und ,in vitro“ NR-Aktivitdt. Die
—3—"in iwo" - mit externem Nitra . T L .
5 "in vivo" - ohne extemnes Nitrat »N VIvo -Aktivitaten (mit und _ohne
@ "invitro” - mit externem Nitrat NO;s-Zusatz) wurden an verschiede-

'ﬁ 67 nen Blattalterstadien einer Pflanze
: 57 bestimmt. Fir die beiden Tests
"o 4T wurde je eine Blatthalfte verwendet.
S 3+ Die angegebenen »iN Vitro“-
% P Aktivitaten entsprechen Mittelwerten
\% 11 von 3 Pflanzen. Die Pflanzenanzucht
< erfolgte in Kontroll-NL unter kontrol-
Z 0-+— . . .

z lierten Klimabedingungen.

0 10 20 30

Blattalter (1 = jungstes entfaltetes Blatt)

3.3 Nahrstofftransport von der Wurzel in den Sprol3 in Abhangigkeit vom
Tagesgang
In diesem Kapitel werden Untersuchungen zum Einflul} des Tagesgangs auf den Nahr-
stofftransport im Xylemsarft prasentiert. Zur Berechnung von Nahrstofftranslokationsraten
von der Wurzel in den Sprof3 wurde die Nahrstoffkonzentration im Wurzeldruckexsudat
und die SaftfluBraten an der Sprof3basis ermittelt. Bei diesen Untersuchungen wurde das
Wourzeldruckexsudat zwischen 5-10min nach Dekapitieren des Sprosses gesammelt.
Die Zusammensetzung entsprach daher anndhernd den aktuellen N&hrstoffkonzentra-
tionen im Xylemsaft unter transpirierenden Bedingungen (s. 3.2.2.2). Die Untersuchungen
wurden erganzt durch Nitrataufnahmemessungen und Gaswechselmessungen an

Blattern.

3.3.1 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats

Die Konzentration anorganischer lonen im Wurzeldruckexsudat ist in Abb. 3.14 in Abhan-
gigkeit vom Tagesgang dargestellt. Zwischen den einzelnen Pflanzenindividuen trat eine
starke Streuung auf. Besonders ausgepragt war dies bei H,PO,4, hier konnte daher keine
Aussage zu Anderungen im Tagesverlauf getroffen werden. Die Konzentration der ande-
ren gezeigten lonen war tendenziell Vormittags am hdchsten (um ca. 10.00 Uhr) und sank
dann im Verlauf der Lichtperiode ab. Mit Beginn der Dunkelperiode stieg die Konzentra-
tion wieder an und erreichte ahnliche Werte wie zu Beginn der Lichtphase. Die Konzen-
tration von NO3 und K" war deutlich héher als die Konzentration der anderen Makron&hr-
stoffe (<1 mM). Um 10.00Uhr lag die NOs-Konzentration im Mittel bei 3,5mM, die

mittlere K*-Konzentration betrug 5 mM.
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Abb. 3.14 EinfluR des Tagesganges auf die Konzentration von Makronahrstoffen im
Wourzeldruckexsudat. Wurzeldruckexsudat wurde zwischen 5-10 min nach Dekapitieren
gewonnen. Jeder MeRRpunkt reprasentiert eine Pflanze. Das Pflanzenwachstum erfolgte in
Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NO3) mit einer Lichtperiode von 6.00-22.00 Uhr und einer
Temperatur von 22°C im Licht und 18°C im Dunkeln. Die Dunkelphase ist durch einen
Balken markiert.

Anders als bei den Makronéahrstoffen blieb die Konzentration von CI' im Tagesgang

konstant (0,17 £ 0,06 mM, n=58). Na" und NH," konnten nur in sehr geringen Mengen im

Wourzeldruckexsudat nachgewiesen werden (0,09 £ 0,05 mM und 0,03 £0,02 mM, n=62).

Auch hier war keine Anderung im Tagesverlauf zu beobachten.
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Dal3 die Variation aller Makronahrstoffe im Wurzeldruckexsudat einer dhnlichen Tages-
periodik unterlagen, zeigte sich auch daran, dal3 das Verhaltnis zueinander im
Tagesgang nahezu konstant blieb (Abb. 3.15).Den héchsten Anteil hatten NO5;™ und K™ mit
26 % bzw. 46 %, der Anteil der anderen Makroné&hrstoffe lag zwischen 5-8 % und CI, Na*

und NH," machten zusammen 2,4 % der Gesamtionenkonzentration aus.
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Abb. 3.15 Prozentualer Anteil der einzelnen lonenarten an der Gesamtkonzentration
anorganischer lonen im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit von der Tageszeit. Als
Berechnungsgrundlage dienten die in Abb. 3.14 dargestellten Konzentrationen im Wur-
zeldruckexsudat der einzelnen Pflanzen. Die Gesamtkonzentration entsprach der Summe
der Konzentration von NO5', H,PO,, SO,*,CI', K*, Mg*, Ca*", Na" und NH," der einzelnen
Pflanzen. Die in der Grafik angegebenen Mittelwerte + SD entsprechen dem mittleren pro-
zentualen Anteil im Tagesverlauf (n =65).

Berechnet anhand der gemessenen Konzentrationen der anorganischen lonen im

Wourzeldruckexsudat, lag der Quotient von negativen Ladungsaquivalenten und positiven
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Ladungsaquivalenten bei 0,70+0,09 (n=65). Dieser Wert war im Rahmen der Mel3-

genauigkeit im Tagesgang konstant (Abb. 3.16).

1 Ladungsbilanz Abb. 3.16 EinfluR der Tageszeit auf die
] Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat.
08 + Datenbasis zur Berechnung der Ladungs-

W bilanz waren die Konzentrationen der an-
06 1 organischen lonen im  Wurzeldruck-
] exsudat. Die Berechnung erfolgte wie unter
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Zum vollstandigen Ladungsausgleich (Quotient=1) fehlen ca. 30 % negative Ladungs-
aquivalente. Neben den anorganischen Anionen befinden sich im Xylemsaft auch
organische Anionen, vorwiegend Malat (Triplett et al. 1980). Moglich ist auch, daR ein Teil
der positiven Ladungséaquivalente durch saure Aminosauren kompensiert wird, da diese
beim pH-Milieu im Xylemsaft (pH 5-7) negativ geladen sind. Den groRten Anteil am
Ausgleich positiver Ladungsaquivalente im Xylemsaft hat bei nitraternahrten Pappeln
jedoch NO3 (38 £ 10 %, n=65).

3.3.2 in situ Saftfluld von der Wurzel in den Sprof3

Der Saftfluf3 im Xylem reagierte sehr schnell auf den Licht-Dunkel-Wechsel. Innerhalb
von 10 - 20 min verdoppelte sich die Rate mit einsetzender Belichtung bzw. halbierte sich
mit Beginn der Dunkelphase (Abb.3.17, Zeitauflosung: s.Abb.3.9). Trotz
gleichbleibender Klimabedingungen stieg der SaftfluR mit zunehmender Belichtungszeit
an, erreichte um ca. 16.00 Uhr die hdchste Rate und fiel dann zum Ende der Lichtphase
ab. Dies zeigt, daf? der XylemsaftfluR nicht ausschlie3lich Uber exogene Faktoren
reguliert wird. In der Nacht waren die Saftflu3raten konstant. Da der Saftflul3 eng mit dem
Blattfrischgewicht und dem Gesamtfrischgewicht korreliert (3.2.3.3), diente das
Frischgewicht als BezugsgroRRe fur die ermittelten Raten. Die Streuung zwischen den so
berechneten Raten betrug im Mittel 11 % im Licht und 18 % im Dunkeln. Im Maximum der
Lichtphase wurden pro h und g Blattfrischgewicht 0,66 ml Xylemsaft von der Wurzel in
den Sprof transportiert, im Dunkeln lag die Rate bei 0,24 mlh™ g 'Fwt.Blatter. Bezogen

auf das Gesamtfrischgewicht waren die Transportraten entsprechend geringer.
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3.3.3 Nahrstofftranslokationsraten

Die Berechnung der Translokationsraten der verschiedenen Makrondhrstoffe von der
Wourzel in den SproR3 in Abhéngigkeit vom Tagesgang erfolgte anhand der gemessenen
Konzentrationen im Wurzeldruckexsudat (Abb. 3.14) und den in Abb. 3.17 angegebenen
SaftfluBraten (zur Berechnung s. 2.14). Die Translokationsraten sind in Abb. 3.18 ange-
geben. Zum Vergleich ist auch die mittlere SaftfluBrate dargestellt. Im Gegensatz zum
Saftflu’ wurden die hdchsten Nahrstofftranslokationsraten bei allen lonen zwischen 10.00
und 14.00 Uhr erreicht. Bis zum Ende der Lichtphase nahm der Nahrstofftransport in den
Sprof3 deutlich ab, obwohl die FluRrate im Xylem genauso hoch wie zu Tagesbeginn war.
Auch in der Nacht wurden N&hrstoffe in denn Sprol3 transportiert, die mittleren Transport-
raten sind jedoch 60 - 70 % geringer als im Tagesmaximum. Der unterschiedliche Tages-
gang von SaftfluRraten und Nahrstofftranslokationsraten zeigt, daf’ der Nahrstofftransport

im Xylem nicht allein Uber den Saftflu3 moduliert wird.
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Abb. 3.18 Tagesgang des Saftflusses (obere Kurve) und der Nahrstofftranslokation von
der Wurzel in den Sprol3. Die Translokationsraten wurden tber die Konzentration im Wur-
zeldruckexsudat (Sammelintervall: 5 - 10 min nach Dekapitieren) und die mit der ,stem
heat balance-Methode* ermittelten Saftflul3raten berechnet (s. 2.14). Beide GrofRen wur-
den unter identischen Klimabedingungen ermittelt: Lichtphase: 6.00 - 22.00 Uhr; T = 22°C
- Dunkelphase: 22.00 - 6.00 Uhr; T = 18°C. Die Luftfeuchte lag bei ca. 65 %. Die Dunkel-
phase ist durch einen Balken markiert. Die SaftfluBraten entsprechen Mittelwerten
(n = 16). Jeder MelR3punkt fur die Translokationsrate reprasentiert eine Pflanze.
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3.3.4 Gaswechselraten einzelner Blatter

Der Saftflu im Xylem wird, zumindest in der Lichtphase, vorwiegend durch die Transpira-
tion der Blatter angetrieben. Die direkten SaftfluBmessungen wurden daher durch Gas-

wechselmessungen an Blattern erganzt (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19 Transpiration und Nettophotosynthese verschiedener Blattalterstadien in Ab-
hangigkeit vom Tagesgang. Die Gaswechselmessungen erfolgten an zwei Blattalter-
stadien von Pappeln in Kontroll-NL unter kontrollierten Klimabedingungen (Lichtphase:
6.00 - 22.00 Uhr; T = 22°C - Dunkelphase: 22.00 - 6.00 Uhr). Die Dunkelphase ist durch
einen Balken markiert. Dargestellt sind die Daten von 3 ausgewahlten Messungen. Die
Raten von 4 Parallelmessungen zeigten den gleichen Verlauf im Tagesgang. Die Mes-
sungen erfolgten mit einer Zeitauflosung von 15 min. Die genauen MeRparameter sind
unter 2.13 ausfihrlich erlautert.

Die Zeitauflosung der Gaswechselmessungen betrug 15 min. Innerhalb dieses MefRinter-
valls reagierte das Blatt auf den Beleuchtungswechsel mit einem Anstieg bzw. Abfall der
Transpirationsrate. Auch beim SaftfluR traten beleuchtungsabhangige Anderungen inner-
halb von ca. 20 min auf. Der dhnliche Zeitverlauf zeigt, daR die schnellen Anderungen der
SaftfluBraten auf die Transpiration der Blatter zurtickzufuhren sind. Im Gegensatz zum
Saftflul blieb die Transpirationsrate der Blatter in der Lichtphase anndhernd konstant.
Abhangig vom Blattalter lag die Transpirationsrate in der Lichtphase zwischen 0,4 und
1,1 mlg*Fwt.Blatth®, in der Dunkelphase betrug die Rate 0,1 bis 0,4 mlg'Fwt.Blatth™.
Dies entsprach den ermittelten Saftflu3raten von ca. 0,6 (Lichtphase) bzw. 0,25mlg
'Fwt.Blatth™ (Dunkelphase). Die SaftfluRrate lag zwischen den Werten der Transpiration
der beiden untersuchten Blattalterstadien, da der Saftflul? von der Transpirationsleistung
aller Blattalterstadien abhangig ist.

Auch die Nettophotosyntheseraten stiegen unmittelbar nach Beleuchtungsbeginn an bzw.

sanken sobald die Beleuchtung ausgeschaltet wurde (Abb.3.19). Genauso wie die
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Transpirationsrate blieb die Photosyntheserate in der Lichtphase konstant und war

abhangig vom Blattalter.

3.3.5 NO;s-Aufnahme

NO;z-Aufnahme und der Transport in den Sprol3 beeinflussen sich gegenseitig. Da NO3’
nahezu phloemimmobil ist (Jeschke und Pate 1991b, Peuke et al. 1996), steht fir die
Xylembeladung nur das NOj zur Verfigung, das durch die Wurzel aufgenommen wird
(direkt oder nach Speicherung im Wurzelgewebe). Zum Vergleich mit den ermittelten

Translokationsraten wurde deshalb auch die NOz-Aufnahmerate bestimmt (Abb. 3.20).

Abb. 3.20 NOs-Aufnahme in der Lichtphase.

Nitrataufnahme Die Aufnahmerate wurde anhand der NO;-
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Im Rahmen der MelRgenauigkeit blieb die Aufnahmerate zwischen 10.00-16.00 Uhr
konstant. Die mittlere Rate zwischen 10.00-14.00 Uhr lag bei 0,66+ 0,08 umolNO3 g™
Fwt. h™. Die Rate entsprach der mittleren NO;-Translokationsrate zu dieser Tageszeit
(Abb.3.18: 0,71+0,13 umolNOs g*Fwt. h™). Zu der Tageszeit, bei der die hdochsten
Translokationsraten im Xylemsaft ermittelt wurden, war die transportierte NOs-Menge

daher dquivalent zur aufgenommenen NO3;-Menge.

3.4 Nahrstofftransport in verschiedene Sprof3bereiche

Es ist davon auszugehen, dalR sich der Nahrstoffbedarf, z.B. aufgrund unterschiedlicher
Wachstumsraten der Blatter, entlang der SproRachse unterscheidet. Um den NOs-Bedarf
entlang der SprofRachse zu charakterisieren, wurde der NOjz-, der Amino-N- und der
Proteingehalt sowie die NR-Aktivitat abhangig vom Blattalter untersucht. Durch die
Bestimmung der NR-Aktivitdt kann die Kapazitat der NOjs-Assimilation abgeschatzt
werden. Parallel dazu wurden die Transportraten von NO3z im Xylem entlang der Sprof3-

achse anhand der Xylemsaftzusammensetzung und der Saftflu3raten berechnet.
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3.4.1 Zusammensetzung des Xylemexsudats

Die Untersuchungen zur Xylemsaftzusammensetzung entlang der Sprof3achse wurden in
Zusammenarbeit mit der AG Dr. Schurr, Universitat Heidelberg durchgefihrt.

Die Xylemsaftgewinnung an verschiedenen Blattalterstadien kann nur nach Druckapplika-
tion im Wurzelraum erfolgen (2.4). Aus methodischen Griinden muf3ten hierzu Pappeln in
festem Substrat verwendet werden (2.1.2.2). Die Probenahme wurde in zwei aufeinander
folgenden Sammelintervallen (max. 24 h) durchgefihrt. Im ersten Sammelintervall wurde
Xylemexsudat an Blatt 7 -14, im zweiten Sammelintervall an Blatt 14 - 25 gewonnen (in
Abb. 3.21 durch eine Linie markiert). Zwischen den beiden Intervallen wurde die Pflanze
mit Nahrlésung gegossen. Dadurch wurde die Xylemsaftzusammensetzung beeinfluf3t.
Als interner Standard kann jedoch Blatt 14 herangezogen werden, das in beiden Sammel-
intervallen beprobt wurde. Um tageszeitbedingte Variationen auszuschliel3en, wurde die

Xylemsaftzusammensetzung zur gleichen Tageszeit bestimmt.
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Abb. 3.21 Zusammensetzung des Xylemexsudats gewonnen an unterschiedlich alten
Blattern. Die Gewinnung des Exsudats erfolgte tber einen Zeitraum von 2h (9.00 -
11.00 Uhr) an 7 Blattalterstadien einer Pflanze in zwei aufeinander folgenden Sammel-
intervallen. Zwischen den Beprobungen wurde die Pflanze mit Kontroll-NL gegossen
(unterbrochene Linie). Als interner Standard diente Blatt 14. Die Pflanzenanzucht erfolgte
in Erde im Gewachshaus (s. 2.1.2.2), das Experiment wurde jedoch unter kontrollierten
Klimabedingungen durchgefihrt (s. 2.4.2). Die Pflanze wurde dazu 5d an die ver&nderten
Bedingungen adaptiert und mit Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NOj’) gegossen.

Die Zufuhr von Nahrstoffen fuhrte zu einem deutlichen Anstieg der NOs-Konzentration im
Exsudat (Abb. 3.21: Blatt 14). Parallel dazu nahm auch die Konzentration von K* und Ca**

zu. Vermutlich war dies eine Folge der NO3-Zunahme und diente dem Ladungsausgleich.
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Offensichtlich war die NOs-Verfligbarkeit in Erde zu gering, um den hohen NOj-Bedarf
der Pflanze zu decken. Interessanterweise sank die Amino-N-Konzentration im Exsudat
nach NOjz-Zufuhr sogar ab. Dies deutet darauf hin, da® fir den Langstreckentransport
bei Pappeln NO3 die bevorzugte N-Transportform ist. Im Gegensatz zu NOj filhrte eine
Zufuhr von SO,*, H,PO, und Mg2+ nicht zu einer Konzentrationszunahme im Exsudat.
Die beschriebenen Ergebnisse zeigen deutlich, daR das NOs-Angebot in Erdkultur nicht
optimal war. Die ermittelte Konzentration im Exsudat ist geringer als bei optimal NO5-
versorgten Pappeln in Hydrokultur und eignet sich daher nicht zur Berechnung von

Translokationsraten.

Die ermittelten Daten lassen jedoch eine Aussage zu relativen Veranderungen der
Xylemsaftzusammensetzung entlang der Sprof3achse zu. Zur besseren Vergleichbarkeit
ist in Abb. 3.22 die prozentuale Verdnderung in Relation zur Konzentration an Blatt 14
dargestellt. Die Konzentration von NO3, K" und Ca®* im Xylemexsudat blieb entlang der
SproRachse anndhend konstant. Die SO,*- und Mg**-Konzentration war im oberen
Sprol3bereich bzw. in den jingeren Bléattern hoher, dagegen stieg die H,PO,-Konzentra-
tion mit zunehmendem Blattalter an. Auch die AS-Konzentration war im Exsudat, das an
jungeren Blattern gewonnen wurde, geringer als bei alteren Blattern. Dies flhrte dazu,
daf3 trotz konstanter NO3 -Konzentration entlang der Sprof3achse die Gesamt-N-Konzen-
tration an der SproRRbasis bzw. im Exsudat alterer Blatter geringfiigig hdher war, als an
der SproRspitze. Auffallig ist, daR bei den Substanzen (NO; und Ca®*), die nahezu
phloemimmobil sind und fir die daher prinzipiell kein Austausch zwischen den
Kompartimenten entlang des Transportweges maoglich ist, die Konzentration im Xylemsaft
konstant blieb. Dies galt zwar auch fir das phloemmobile K*, kénnte hier jedoch eine
Folge der konstanten NOz-Konzentration sein (Ladungsausgleich). Festzuhalten bleibt,
daRR die NOjz-Konzentration im Xylemsaft entlang der Sprof3achse konstant war. Ein
erhohter NOs-Bedarf jingerer, noch wachsender Blatter mifite daher durch einen
gesteigerten Xylemflu3 in diese ,sink“-Gewebe kompensiert werden. Diese Hypothese
wurde durch direkte SaftfluBmessungen entlang der Sprof3achse und durch

Untersuchungen zur Transpirationsleistung unterschiedlich alter Blattern Gberpruft.
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Abb. 3.22 Relative lonenkonzentration im Xylemexsudat in Abhangigkeit von Blattalter.
Als BezugsgrofRe diente die Konzentration im Exsudat, welches an Blatt 14 gewonnen
wurde (Konzentration =100 %). Die experimentellen Bedingungen sind in der Legende
von Abb. 3.21 erlautert.

3.4.2 Quantifizierung der SaftfluBraten entlang der Spro3achse

Die Quantifizierung der SaftfluBraten entlang der SproRachse erfolgte durch direkte Saft-
fluBmessungen an verschiedenen Positionen der Sprof3achse wie unter 3.2.3.2 beschrie-
ben. Um eine héhere rdumliche Auflésung zu erreichen, wurden auch die Transpirations-
leistungen der verschiedenen Blattalterstadien ermittelt. Da die Transpiration die
treibende Kraft fur den Saftflull ist, kann die SaftfluRrate auch indirekt Uber die

Transpirationsrate der Blatter bestimmt werden.

in situ Saftflul in verschiedenen Sprof3bereichen

Durch SaftfluBmessungen mit der ,stem heat balance-Methode" an 2 Positionen der
SproBachse war es mdglich, den Saftfluld ,in situ* fur jeweils 2 Sprol3bereiche einer
Pflanze zu quantifizieren. Zur Vergleichbarkeit wurden die ermittelten SaftfluBraten auf

das Frischgewicht der versorgten Blatter im jeweils untersuchten Sprof3bereich bezogen.
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Bei allen untersuchten Pflanzen wurde Xylemsaft mit einer deutlich hdheren Rate in den
oberen Sprof3bereich, d.h. in das jlingere Blattgewebe transportiert. (Abb. 3.23). Je mehr
altere Blatter in den oberen untersuchten Sprof3abschnitt einbezogen wurden, desto

geringer war die Saftflul3rate (Abb. 3.23: Vergleich zwischen Pflanze 2, 3 und 1).

Transpirationsraten in Abhangigkeit vom Blattalter

Auch durch die Transpirationsmessung konnte indirekt ein deutlich héherer Saftflud in
das jungere Blattgewebe, d.h. in den oberen Sprofibereich nachgewiesen werden
(Abb. 3.24). Die Transpirationsrate stieg bis Blatt9 an, nahm dann bis Blatt20

kontinuierlich ab und blieb danach mit zunehmendem Blattalter konstant.

Die Hypothese, dal in jungere Blatter ein erhthter Eintransport von Xylemsaft erfolgt,

wurde daher durch zwei unabhangige Mel3methoden bestatigt.
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Vergleich von Saftfluf- und Transpirationsraten

Bei der Bestimmung der Saftflul3rate durch Transpirationsmessungen an einzelnen Blat-

tern mit BlattkUvetten besteht die Gefahr, die reale Saftflu3rate, z.B. aufgrund des
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starken Gasaustausches in der Klvette, zu Uberschatzen. Um die Raten vergleichen zu
konnen, wurden fir die verschiedenen Sprof3bereiche von den Pflanzen 1-5 (Abb. 3.23)
die potentiellen Transpirationsraten berechnet. Unter den gegebenen Versuchs-
bedingungen war die Abweichung zwischen den beiden MefRmethoden tberraschend
gering (Tab. 3.5). Die Abweichung der berechneten Transpirationsraten von den ,in situ*
gemessenen SaftfluRraten im jeweiligen Sprof3bereich lag maximal zwischen -31 und
+29 %. Die aktuelle SaftfluRrate kann daher durch Transpirationsmessungen abgeschéatzt
werden. Das bedeutet, dal3 die Eintransportrate von Xylemsaft auch fur einzelne Blatter
quantifiziert werden kann. Dies war die Voraussetzung fur die Berechnung der NO;-

Translokationsraten in einzelne Blatter (s. 3.4.4).

Tab. 3.5 SaftfluBbestimmung durch Transpirationsmessung an einzelnen Blattern im
Vergleich zur ,in situ” SaftfluBmessung in verschiedenen Sprof3bereichen durch die ,stem
heat balance-Methode". Fir die ,stem heat balance-Methode" (,SHB-Methode") ist die
mittlere gemessene Saftflulirate zwischen 10.00 - 16.00 Uhr von 5 Einzelexperimenten
fur jeweils 2 SproRbereiche angegeben (siehe Legende Abb.3.23). Uber das
Frischgewicht der unterschiedlich alten Blatter der verwendeten Pflanzen (Pflanze 1 - 5)
und den in unabhangigen Experimenten gemessenen Transpirationsraten der
verschiedenen Blattalterstadien (Abb. 3.24) wurde die potentielle Transpirationsrate in
den jeweils untersuchten Sprof3abschnitten berechnet. Die Transpirationsrate wurde nur
fur jedes zweite Blatt bestimmt, die Rate der dazwischenliegenden Blatter wurde
interpoliert.

Oberer SproRRbereich Unterer SproRbereich
(ml h™* g Fwt.Blatter) (ml h™* g Fwt.Blatter)

Methode | Saftflul berechnete  Abweichung® | Saftflu berechnete  Abweichung®

(,SHB- Transpiration (,SHB- Transpiration

Methode") Methode")
Pflanze 1 0,711 0,705 -1% 0,425 0,319 -25 %
Pflanze 2 1,157 0,851 -26 % 0,461 0,411 -9 %
Pflanze 3 0,898 0,797 -11 % 0,567 0,385 -31 %
Pflanze 4 0,776 0,842 +9 % 0,381 0,359 -6 %
Pflanze 5 0,605 0,778 +29 % 0,404 0,386 -4%

' Die angegebenen Werte entsprechen der prozentualen Abweichung der berechneten

Transpirationsrate von der tatsdchlich gemessenen Saftflulrate.

3.4.3 NOgs-Assimilation und -Speicherung in Abh&ngigkeit vom Blattalter

Als Mal3 fur die Kapazitat der NO3 -Assimilation wurde die NR-Aktivitat herangezogen und
der Gehalt an Assimilationsprodukten (Aminoséauren) in den Bléattern bestimmt. Als Mal3
fur die NO3-Speicherkapazitat diente der NO;-Gehalt im Pflanzengewebe. Neben diesen
GroRen wurde auch der Gehalt der anderen Makronahrstoffe, der Chlorophyll- und
Proteingehalt und die Nettophotosyntheserate in Abh&ngigkeit vom Blattalter ermittelt.

Der Gehalt an léslichem Protein war, wie erwartet, in den jingsten noch wachsenden

Blattern am hochsten und sank mit zunehmendem Blattalter kontinuierlich ab (Abb. 3.25).
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Der Chlorophyligehalt stieg bis Blatt 11 an und blieb dann mit zunehmendem Blattalter
relativ konstant. Parallel zum Chlorophyllgehalt stieg auch die Photosyntheserate an. Die
hdchsten Photosyntheseleistungen wurden zwischen Blatt 13 und Blatt 15 ermittelt. Trotz
gleichbleibender Chlorophyligehalte nahm die Photosyntheserate dann mit zunehmendem
Blattalter ab. Bei Blatt 13 - 15 handelt es sich daher eindeutig um ,source-Blatter”, die
Kohlenhydrate fur jungere wachsende Blatter zur Verfugung stellen, selbst jedoch ausge-
wachsen sind (Abb. 3.2).
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Abb. 3.25 NR-Aktivitat, Protein-, Chlorophyllgehalt und Nettophotosynthese in Abhén-
gigkeit vom Blattalter. Die Daten wurden unter identischen Bedingungen, zwischen 9.00 -
14.00 Uhr bestimmt. Die NR-Aktivitat wurde ,in vitro* bestimmt. Angegeben sind Mittel-
werte £ SD (n=3).

Die hochste NR-Aktivitat wurde dagegen in den jingeren, noch nicht vollstandig ausge-
wachsenen Blattern gemessen (Blatt 5-7, Abb.3.2 und Abb. 3.25). Aufgrund der
geringen Photosyntheseleistung war Blatt5 teilweise oder vollstandig auf einen Import
von C-Skeletten und Reduktionsaquivalenten zur NOjs-Reduktion und Proteinsynthese
aus den ,source-Blattern” angewiesen. Entsprechend der hohen NOjz-Assimilationsrate
war auch der Gehalt an freien Amino-N-Verbindungen in den jingsten Blattern am
hochsten (Abb. 3.26). Im Blattgewebe lag vorwiegend Glutamat, Asparagin und Glutamin
vor, der mittlere prozentuale Anteil am Gesamt-Amino-N entsprach 19 %, 14 % und 13 %.

Wahrend der Gehalt der meisten AS (als Beispiel sind Asparagin und Glutamat
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angegeben) in den jlingeren Blattern hoher war, blieb der Glutamingehalt unabhangig

vom Blattalter konstant.
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Abb. 3.26 Amino-N-Gehalte in Abhéngigkeit vom Blattalter. Die Gehalte wurden in der
Mitte der Lichtphase, zwischen 10.00-16.00 Uhr bestimmt. Angegeben sind Mittel-
werte = SD (n = 3).

Im Gegensatz zur Assimilationsrate und den Amino-N-Gehalten stieg der NO3 -Gehalt mit
zunehmendem Blattalter kontinuierlich an (Abb. 3.27). In Blatt 3 konnte kein NO3" im Blatt-
gewebe nachgewiesen werden, bis Blatt11l stieg der Gehalt nur auf ca.2pmolg™
Fwt.Blatt an. Genau in diesen Blattalterstadien lag jedoch der NOjs-Bedarf fur die
Assimilation schon pro Stunde bei 3-6pmolg'Fwt.Blatt (Abb.3.25). Die NR-Aktivitat
wurde ,in vitro* und bei geséttigten Substratkonzentrationen bestimmt. Die ,in vitro*-
Aktivitat entsprach hier jedoch der ,in vivo“-Aktivitdt ohne Substratlimitierung (Abb. 3.13)
und kann daher als Mal3 fur den maximal erreichbaren NOjs;-Umsatz (ohne Substrat-
limitierung) unter lebenden Bedingungen herangezogen werden. Die jingeren Blatter sind
daher auf eine kontinuierliche NO3-Zufuhr Uber das Xylem angewiesen, um die maximal
mdgliche Assimilationsrate zu erreichen. Diese Hypothese wurde dadurch bestétigt, dal
die ,in vivo“-Aktivitdtt ohne NOj;-Zusatz in diesen jungen Blattern unter 0,4
umol g'FwtBlatt blieb (Abb.3.13) und erst mit zunehmendem Blattalter bzw.
zunehmendem NOj;-Gehalt (Abb.3.27) anstieg. In den é&lteren Blattern (ab Blatt 18)
waren die NR-Aktivitdten, gemessen mit und ohne NOjs-Zusatz, gleich. Der ,in vivo“-Test

ohne NOj-Zusatz reflektiert daher den NO;-Gehalt der verschiedenen Blattalterstadien.
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Abb. 3.27 lonengehalte in Abhangigkeit vom Blattalter. Die Gehalte wurden in der Mitte
der Lichtphase, zwischen 10.00 - 16.00 Uhr bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte + SD
(n=23).

Der SO,”-, Mg®*- und Ca**-Gehalt stieg mit zunehmendem Blattalter an und blieb dann
relativ konstant, sobald die Blatter vollstandig ausgewachsen waren (Abb. 3.27). Erst bei
alteren Blattern (etwa ab Blatt 27) stieg der Gehalt wieder an. Vermutlich ist dies auf die
Remobilisierung von Nahrstoffen im Zuge beginnender Seneszenz zuriickzufuhren. Der
H,PO,-Gehalt nahm bis Blatt 14 kontinuierlich zu und fiel ab Blatt23 wieder ab. Im
Gegensatz dazu blieb der K*-Gehalt unabhéngig vom Blattalter relativ konstant (mit Aus-
nahme von Blatt 35). Im Vergleich zu den anderen Nahrstoffen war der K'-Gehalt im
Blattgewebe generell etwa 4fach hoher.

Um Aussagen zu quantitativen Veranderungen der NOs-Assimilation bzw. der NO3-Spei-
cherung entlang der Sprof3achse treffen zu kdnnen, muf3 die unterschiedliche Blattgrof3e
bertcksichtigt werden (Abb. 3.28). Zwischen Blatt5 und Blatt 15 halbierte sich die NR-
Aktivitat zwar (Abb. 3.25), gleichzeitig nahm aber das Fwt. um das 3fache zu (Abb. 3.28).
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Die so erhaltenen Daten zur NR-Aktivitat und zum Amino-N-Gehalt zeigen deutlich, dal
die jungeren Blatter (Blatt 7 - 9), obwohl sie noch nicht vollstandig ausgewachsen waren,
die hochste Kapazitat fur die NO3z-Reduktion entlang der Sprof3achse hatten (Abb. 3.28).
Ab Blatt 11 nahm die NR-Aktivitat und der Amino-N-Gehalt mit zunehmenden Blattalter
entlang der SproRRachse kontinuierlich ab. Die NOs-Speicherung erfolgte dagegen fast
ausschlieBlich in den alteren Blattern im unteren Sprof3bereich. Obwohl das Blattfrisch-
gewicht zwischen Blatt17 und Blatt 32 abnahm, war der absolute NOs;-Gehalt dieser
Blatter anndhernd gleich (Abb. 3.28).

Zusammenfassend lafdt sich festhalten, dafd der NO5 -Bedarf fiir die NO3 -Assimilation im
oberen Sprof3bereich bzw. in den jungeren Blattern der Pappel entlang der Sprof3achse

am hochsten ist und vermutlich durch einen erhéhten Eintransport von NO3™ durch das
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Xylem gedeckt wird. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden die NOj-Eintransport-
raten durch das Xylem (Translokationsrate) fur die unterschiedlichen Blattalterstadien

berechnet und mit den maximalen NO3z-Umsatzraten (NR-Aktivitat) verglichen (s. 3.4.4).

3.4.4 NOs-Translokation in verschiedene Blattalterstadien

Da die NOjs-Konzentration im Xylemsaft entlang der Sprof3achse annahend konstant
blieb (Abb. 3.21), konnten die Translokationsraten in die einzelnen Blatter anhand der
mittleren NOs-Konzentration im Wurzeldruckexsudat um 10.00Uhr (Abb. 3.14:
3+0,3mM, n=5) und der Transpirationsrate der verschieden alten Blatter (Abb. 3.24)
berechnet werden. Zur direkten Vergleichbarkeit mit der NR-Aktivitat wurden die

Translokationsraten auf die Blattmasse der im NR-Test untersuchten Blatter bezogen.

= Translokationsrate (umol h™)
=Transpirationsrate (I h™* g 'Fwt) * Konzentration im Xylemsaft (umol I"") « Fwt.Blatt (g)

Die Ubereinstimmung zwischen dem berechneten NOj-Eintransport und der durch die
NR maximal umsetzbaren NOjz;-Menge war erstaunlich gut (Abb.3.29), wenn man
berticksichtigt, dal3 die Daten mit verschiedenen Methoden an verschiedenen Pflanzen-
individuen ermittelt wurden. Die hdchsten Eintransportraten wurden fur die Blatter ermit-
telt, die auch den hochsten NOs-Umsatz hatten. Dies zeigt, da? der erhdhte Bedarf
tatsachlich tUber einen gesteigerten Eintransport durch das Xylem gedeckt wird. Entspre-
chend dazu sank die NOgs-Translokationsrate in die Blatter, wenn der NO3z-Umsatz (NR-
Aktivitat) abnahm. Bei den noch wachsenden Blattern (Blatt5 - 9) lag die Eintransportrate
niedriger als die maximal mogliche Umsatzrate. Scheinbar wird die NO3-Assimilation in
den jungeren Blattern durch die NOz-Verflugbarkeit limitiert. Daflr spricht auch der sehr
geringe NO3-Gehalt in diesen Blattern. Bei den ausgewachsenen Bléattern war die ein-

transportierte Menge aquivalent zur maximal erreichbaren Umsatzrate.
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3.5 NO3-Assimilation und Nahrstoffgehalte in Blattern und Feinwurzeln

Die Verteilung der NOjz-Assimilation zwischen Wurzel und Sprol3 ist artspezifisch und
abhangig vom Pflanzenalter und dem externen NO;-Angebot (Andrews 1986, Andrews et
al. 1992, Wallace 1975). Bei adulten Baumen erfolgt die NO3-Assimilation vorwiegend in
der Wurzel (Pate 1973).

Die hohe NR-Aktivitat und der hohe NO3-Gehalt in den Blattern (Abb. 3.29) und der hohe
Anteil von NO3; im Xylemsaft (50-60% der Gesamt-N-Konzentration) deuteten jedoch
darauf hin, daf3 in den hier untersuchten Pappeln die Assimilation vorwiegend im Sprof3
erfolgte. Um das Verhaltnis zwischen NOjz-Assimilation in der Wurzel und im Sprol3 zu
ermitteln, wurde die NR-Aktivitat in Blattern und Feinwurzeln bestimmt. Das Verhaltnis
zwischen NOjz und Amino-N im Xylemsaft entspricht nicht der Verteilung der NO;-
Assimilation zwischen Wurzel und Sprof3, da AS im Gegensatz zu NO3; phloemmobil sind
und zwischen Wurzel und Sprof3 zirkulieren (Cooper und Clarkson 1989). Zusatzlich
wurde die Speicherkapazitat fur Nahrstoffe und Amino-N in Feinwurzeln und Blattern
ermittelt (Tab. 3.6).
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Tab. 3.6  Verteilung der NR-Aktivitdt, von Nahrstoffen und von Amino-N zwischen Blat-
tern und Feinwurzeln. Die NR-Aktivitat (NRA) in den Bléattern wurde ,in vitro* zwischen
9.00 - 12.00 Uhr gemessen. Die NR-Aktivitdt in Feinwurzeln war im ,in vitro“-Test (mit
Zusatz von NOs; und NADH oder NADPH) zu gering, um sicher quantifiziert zu werden.
Angegeben ist daher die ,in vivo“-Aktivitat mit Zusatz von NO3 und Reduktionsaquiva-
lenten. Die Nahrstoff- und Amino-N-Gehalte wurden zwischen 10.00 - 16.00 Uhr be-
stimmt. Die Werte entsprechen Mittelwerten £ SD (n =3). Um die Daten direkt vergleichen
zu kdnnen wurde die Gehalte auf die Blatt- bzw. Feinwurzelmasse der im NR-Test ver-
wendeten Pflanzen bezogen.

Blatter Feinwurzeln

pmol h pmol h* gesamte  Anteil’  pmol h™ pmol h™* gesamte  Anteil*

g Fwt. Blattmasse™ g Fwt. Feinwurzelmasse™
NR- 2,6+0,2 71+8 92 % 0,5 7 8 %
Aktivitat

Blatter Feinwurzeln

pmol g 'Fwt.  pmol gesamte Anteil’  umol g'Fwt.  pmol gesamte Anteil*

Blattmasse™ (%) Feinwurzelmasse™ (%)

Amino-N 93+x1,1 255 + 27 75 % 6,6 £ 0,93 85+ 14 25 %
NO3 13,1+1,5 361 + 56 78 % 8,1+0,9 103+ 12 22 %
H,PO, 20,7 +£6,7 569 + 188 93 % 3,2+0,2 41 +3 7 %
S0~ 28,4+21  781+37 91 % 5,8+ 0,4 74+6 9 %
K* 132,2+9,3 3637 + 263 91 % 30,0+7,6 381 + 88 9 %
Mg** 38,0+25 1044+64 97 % 2,6 +0,6 33+6 3%
Ca** 13615  373%29 99 % 0,4+0,2 42 1%

! Gehalt bzw. NRA in Blattern oder Feinwurzeln » 100 / 3 Gehalt bzw. NRA in Blattern und Feinwurzeln

Die Daten zeigen deutlich, dafl3 die NO3-Reduktion fast ausschlief3lich im Sprof3 erfolgte
(zu 92 %). Auch bei der Nahrstoffspeicherung hatte der Sprof3 den gréf3ten Anteil. H,PO,
, SO/, K*, Mg™ und Ca®* wurden zu (ber 90 % im Blatt gespeichert. Nur bei NOz
erfolgte die Speicherung zu einem hoéheren Anteil (22 % ) in den Feinwurzeln. Eine
ahnliche Verteilung zwischen Wurzel und Sprofd wurde auch fir reduzierten Stickstoff
beobachtet (75% in den Blattern, 25% in den Feinwurzeln). Die Amino-N-
Zusammensetzung zwischen Feinwurzeln und Blattern unterschied sich jedoch
(Tab. 3.7). In den Bléttern hatte Glutamat den Hauptanteil am Gesamt-N-Gehalt. Der
Anteil von Glutamin-N und Asparagin-N betrug 13 % bzw. 14 %. Im Gegensatz dazu lag
der Anteil der Amide in den Feinwurzeln bei 77 % (46% Glutamin-N, 31 % Asparagin-N).
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Anteil am Gesamt-Amino-N-Gehalt (%) Tat?- 3.7
Amino-N-Zusammensetzung
GLN ASN GLU  andere AS 4 Blattern und Feinwurzeln.

Blatter 13 % 14 % 19 % 46 % Die Amino-N-Gehalte wurden
zwischen 10.00 - 16.00 Uhr
Feinwurzeln 46 % 31 % 5% 18 % bestimmt. Angegeben sind

Mittelwerte (n =3).

3.6 Zeitabhangige Veradnderungen im Nahrstofftransport von der Wurzel in
den SproR nach Wechsel der N- und K*-Versorgung
Bei nitraternahrten Pappeln (1 mM) erfolgte NOjs-Assimilation vorwiegend im Sprof3
(Tab. 3.6). Entsprechend dazu lag NOj; in hohen Konzentrationen im Xylemsaft vor
(Abb. 3.14). Hohe NOj-Konzentrationen im Xylemsaft bedeuten gleichzeitig einen hohen
Anteil negativer Ladungséaquivalente im Xylemsaft, der durch andere Ladungstrager (z.B.
andere Nahrstoffe) ausgeglichen werden muf3. Variationen im NOs;-Angebot kdnnen
daher nicht nur die NO3;- und Gesamt-N-Konzentration im Xylemsaft beeinflussen,
sondern auch zu Konzentrationsanderungen der anderen Nahrstoffe fuhren. Umgekehrt
kann die Verfuigbarkeit der anderen Nahrstoffe tber den Ladungsausgleich einen Einfluf3
auf die NOz- und damit die Gesamt-N-Konzentration austiben. Der wichtigste Trager
positiver Ladung im Xylemsatft ist K*. Bei Pappeln machte K* 67 + 6 % (berechnet anhand
der Daten aus Abb. 3.14) der positiven Ladungséquivalente im Xylemsaft aus. Neben
dem EinfluR des NO;-Angebots wurde deshalb auch der EinfluR von K*-Mangel auf den
Langstreckentransport von Nahrstoffen untersucht. Einen Uberblick tber die vorgenom-
menen Veranderungen im Nahrstoffangebot gibt Tab. 3.8. Der EinfluR auf die Nahrstoff-
und Gesamt-N-Konzentration im Xylemsarft (gewonnen als Wurzeldruckexsudat) wurde in
Abhangigkeit von der Zeit untersucht. Als Kontrollen dienten identisch behandelte
Pflanzen in Kontroll-NL (Tab. 3.8). Um qualitative Aussagen zum Na&hrstofftransport
treffen zu kénnen, wurde neben der Nahrstoffkonzentration auch die Flu3rate im Xylem in
Abhangigkeit vom Nahrstoffangebot bestimmt. Die Veranderung des Nahrstoffangebots
erfolgte dabei wahrend einer kontinuierlichen SaftfluBmessung. Als Referenz dienten die
MeRdaten vor Veranderung des Nahrstoffangebots. Die Veranderung der SaftfluRraten
aufgrund der zunehmenden Pflanzengrdf3e wahrend der Messung wurde bei der Berech-
nung der Raten bertcksichtigt (3.2.3.1). Alle Versuche wurden unter identischen Klima-

bedingungen, mit einer Lichtperiode zwischen 6.00 - 22.00 Uhr durchgefihrt (s. 2.2).
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Tab. 3.8 Vorgenommene Anderungen im Nahrstoffangebot und Untersuchungszeit-
raum bei den Experimenten zu ,zeitabhangigen Veranderungen im Nahrstofftransport von
der Wurzel in den Spro3 nach Wechsel der Nahrstoffversorgung”. Aufgelistet ist nur die
jeweils relevante veranderte Nahrstoffkomponente. Mit Ausnahme von CI" und / oder Na*
blieb die Konzentration der anderen Nahrstoffe unveréndert (Tab. 2.2).

Experiment Anzucht der Pappeln in Uberfiihren in NL mit Untersuchungszeitraum

Kontroll-NL verandertem nach Veranderung des
Néhrstoffangebot Néhrstoffangebots

N-Mangel N-Quelle: 1 mM NO3 ohne N-Quelle 0,25 hbis3d

vermindertes N-Quelle: 1 mM NO3 N-Quelle: 0,50 mM NO3z 6d

NO;s-Angebot N-Quelle: 1 mM NO3 N-Quelle: 0,25 mM NO3

erhéhtes NOj - N-Quelle: 1 mM NO3 N-Quelle: 8 mM NOj3 0,25hbis7d

Angebot

Wechsel der N- N-Quelle: 1 mM NO3 N-Quelle: 1 mM NH," 0,25hbis7d

Quelle

K*-Mangel 0,45 mM K* 0mM K" 1 hbis 11 d

N-Quelle: 1 mM NO3 N-Quelle: 1 mM NO3

3.6.1 NOjz-Mangel

3.6.1.1 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei NO3 -Mangel

Trotz gespeicherter NOs-Reserven in den Feinwurzeln (22 % vom Gesamt-NOs’ in Blat-
tern und Feinwurzeln, Tab. 3.6), fuhrte das Entfernen der N-Quelle in Wurzelraum unmit-
telbar zur Abnahme der NO3z-Konzentration im Wurzeldruckexsudat (um Faktor 2,5 nach
15 min im Vergleich zu den Kontrollpflanzen, Abb. 3.30). Die Beladung des Xylems
scheint daher eng mit einer kontinuierlichen NO3 -Aufnahme aus der Nahrlésung korreliert
zu sein. Mit zunehmender Zeit in N-freier N&hrldsung sank die NOs-Konzentration im
Wourzeldruckexsudat weiter ab. Die Abnahme innerhalb der ersten 12 h NOs-Mangel ist
auf die Oszillation im Tagesgang zuruckzufuhren (Abb. 3.14), da parallel dazu auch die
NOs-Konzentration bei den Kontrollpflanzen sank. Die NO3-Konzentration bei N-Mangel-
Pflanzen blieb kontinuierlich um Faktor 2,5 unter der NOjs-Konzentration der
Kontrollpflanzen. Dies bedeutet, dal’ die NOs-Konzentration wahrend der ersten 12 h auf
einem geringeren Niveau konstant gehalten wurde. Da die Pflanzen kein NO3™ aufnehmen
konnten, muf3te dies durch gespeicherte NO3-Reserven erfolgen. Auch nach mehreren
Tagen in N-freier Nahrlésung konnte noch NOj3; im Wurzeldruckexsudat nachgewiesen
werden. Der NO3 -Gehalt nahm jedoch im Vergleich zu den Kontrollpflanzen kontinuierlich
ab. Nach 3 Tagen in N-freiem Medium lag die NO3-Konzentration bei 0,1 mM. Dies ent-
sprach einer Uber 30fachen Verringerung gegeniber der Kontrollpflanze und reflektiert

vermutlich die Erschdpfung der NO3-Speicher im Wurzelgewebe.



Ergebnisse 73

(O N-freie NL @ Kontroll-NL

N
s 6,0 K e °
5,01;3 e _ ©
[ J [ ]
4,0 5 8 o ®
° 30+ 0 og
[ 2’0{7 ° o
o o 10 +
% 3 -9 00 ——F+—+—+—+—+— — — —
2+
< 12, MI
é |
o c 08+ © o
[ J o
% [}
8 2 04 ° 2 % ° 8
—~~ c y
S ° © © 8 3
E 2
~ | | | | | | | | | | | |
g 0,0 L L E AL AL B 4{ 4{ 4{ g 0,0 T T T 1 4{ 4{ 4{
= 2- 2+
© SO, Ca
s 207 )
= ] o 1,2 s °
N 15+ o
s 7 ° ° 0,8 ° ©
X 1,0*5 [ J o) S O ° ° o 3
& © © 04 © o 0
£ 8 ' o) o)
00 +——+—+—++—+—+4 — — — 00 ——+——+——+——+—— — — —
- Ladungsbilanz
0,6 Cl £ 10T g
o o £ 08 L : °«
04 g e
1 17 O
o © o © ° g 06 8 o o
o ° 2
02 ) 8 8 ‘ i 0,4
i °° g 0,2
©
0,0 = 2 00+ e

R
2 4681012 24 31 72

—> o

1000unr  Zeit () Zeit (h)

Abb. 3.30 Einflu von N-Mangel auf die Konzentration anorganischer lonen und die
Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit von der Zeit. Die Pflanzen wurden
um 10.00 Uhr in N-freie NL Uberfihrt und die lonenkonzentration im Wurzeldruckexsudat
zu den angegebenen Zeiten ermittelt. Die Gewinnung von Wurzeldruckexsudat erfolgte
zwischen 10 - 20 min nach Dekapitieren, die einzelnen MeRpunkte entsprechen daher
einzelnen Pflanzen. Die Ladungsbilanz wurde anhand der ermittelten Konzentrationen der
anorganischen lonen, wie unter 2.14 beschrieben, berechnet. Als Referenz wurde zeit-
gleich die Xylemsaftzusammensetzung von Pflanzen in Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NOjz
) bestimmt.

Durch das Sinken der NO3-Konzentration nahm der Anteil negativer Ladungsaquivalente
im Xylemsaft ab. Dies wurde jedoch nicht durch Verdnderungen der Konzentration
anderer anorganischer Ladungstrager kompensiert. N-Mangel hatte keinen signifikanten

Einflul auf die Konzentration der Makronéahrstoffe im Wurzeldruckexsudat (Abb. 3.30).
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Nur die CI-Konzentration stieg an (im Mittel auf 0,28 mM gegentber 0,18 mM bei den
Kontrollen). Die Zunahme der CI-Konzentration war jedoch zu gering, um die Funktion
von NO; als Trager negativer Ladungen vollstandig zu Ubernehmen (Abb. 3.30:
Ladungsbilanz). Die Abnahme der NOj-Konzentration wurde nur zu 10 % durch den
Anstieg der CI-Konzentration kompensiert.

Aus methodischen Griinden war die ClI-Konzentration in der N-freien NL hdher als in der
Kontroll-NL (1,16 mM gegeniber 0,16 mM). Trotzdem war der CI-Anstieg keine auto-
matische Folge der erhthten externen Konzentration, sondern diente zum Ausgleich von
NO;. Dies konnte dadurch gezeigt werden, daf’ eine Erhéhung der externen Cl-Konzen-
tration bei unverdndertem NOjz-Angebot keinen Einfluld auf die CI-Konzentration im
Wourzeldruckexsudat hatte (Abb. 3.31).
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Abb. 3.31 EinfluR eines erhdhten Cl-Angebots auf die Konzentration anorganischer
lonen im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit von der Zeit. Die Pflanzen wurde um
10.00 Uhr in NL mit 0,96 mM CI und 1 mM NO;3; Uberfuhrt und die lonenkonzentration im
Wourzeldruckexsudat zu den angegebenen Zeiten ermittelt. Die Gewinnung von Wurzel-
druckexsudat erfolgte zwischen 10 - 20min nach Dekapitieren, die einzelnen Daten ent-
sprechen daher einzelnen Pflanzen. Als Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaftzusam-
mensetzung von Pflanzen in Kontroll-NL (0,16 mM CI, 1 mM NO3y’) bestimmt.

N-Mangel fihrte innerhalb von Minuten zur Abnahme der Gesamt-N-Konzentration
(Abb. 3.32). Innerhalb der ersten 12 h war dies vorwiegend auf die verminderte NOj;-
Konzentration zurtickzufiihren (Abb. 3.31), die Amino-N-Konzentration blieb im Vergleich
zu den Kontrollen annédhernd konstant (Abb. 3.32). Nach 24 h wurde auch weniger
Amino-N im Xylem transportiert. Betroffen davon waren alle AS, wobei N-Mangel am

starksten die Glutamin-Konzentration herabsetzte. Entsprechend anderte sich die AS-
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Zusammensetzung im Wurzeldruckexsudat. Der prozentuale Anteil von Glutamin-N an
der Gesamt-Amino-N-Konzentration der Mangel-Pflanzen lag bei 42 + 8 % im Vergleich
zu 51 + 8 % bei den Kontrollpflanzen. Die Befunde zeigen deutlich, da? N-Mangel sich

unmittelbar auf den N-Status im Xylemsaft auswirkte.
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Abb. 3.32 EinfluR von N-Mangel auf die Konzentration von Amino-N und Gesamtstick-
stoff im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit von der Zeit. Die Pflanzen wurde um
10.00 Uhr in N-freie NL Uberfuihrt und die Konzentration im Wurzeldruckexsudat zu den
angegebenen Zeiten ermittelt. Die Gewinnung von Wurzeldruckexsudat erfolgte zwischen
10 - 20 min nach Dekapitieren, die einzelnen Daten entsprechen daher einzelnen Pflan-
zen. Als Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaftzusammensetzung von Pflanzen in
Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NOg’) bestimmt.

3.6.1.2 in situ SaftfluBraten bei NO3s-Mangel

In Abb. 3.33 ist der Einflul? von N-Mangel auf die SaftfluBraten im Xylem dargestellt. An-
gegeben ist die prozentuale Veranderung der Saftflul3rate im Vergleich zur Rate in Kon-
troll-NL mit 1 mM NO;3;™ (Tag -1: gemessene SaftfluRrate = 100 %). N-Mangel fihrte zur
Abnahme des Saftflusses im Xylem. Die Saftflul3rate sank mit zunehmender Behand-
lungsdauer kontinuierlich ab. Schon am ersten Tag war der Saftflul? 3 % geringer als mit
N-Versorgung (Abb. 3.33: Saftflud in 24 h, Saftflu@ im Licht). Nach 72 h betrug die
Abnahme 19 % am Tag bzw. 20 % in der Lichtphase. Die angegebenen Unterschiede
waren signifikant. In der Dunkelphase nahm der Saftflul3 innerhalb von 72 h im Mittel um
13 % ab. Aufgrund der starkeren Streuung zwischen den Einzelmessung war der Unter-
schied jedoch nicht signifikant.

N-Mangel fihrt daher auf 2 Wegen zu einem verminderten N-Transport in den Sprof3, und
zwar (a) uber eine geringere Xylembeladung und (b) tUber eine verminderte Flu3rate im
Xylem. Gleichzeitig wird auch der Transport anderer Nahrstoffe in den Sprol3 herab-
gesetzt, da trotz gleichbleibender Konzentration die geringere Saftflulirate zu einer

verminderten Transportrate fuhrt.
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Abb. 3.33 EinfluR von N-Mangel auf die Saftflul3rate im Xylem in Abhangigkeit von der
Zeit. Die SaftfluBmessung erfolgte mit der ,stem heat balance-Methode“. Wahrend der
Messung wurden die Pflanzen in N-freie NL Uberfuhrt (Tag 0) und die mittlere Rate am
Tag, in der Lichtphase und in der Dunkelphase berechnet. Die zunehmende Pflanzen-
groRe wurde dabei berlcksichtigt (3.2.3.1). Angegeben ist die relative SaftfluBrate im
Vergleich zur ermittelten Rate in 1 mM NOz-NL (Tag -1: Rate = 100 %). Die Daten ent-
sprechen Mittelwerten £ SD (n = 6).

3.6.2 Vermindertes NO3 -Angebot

3.6.2.1 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei vermindertem NO3 -
Angebot

Im Gegensatz zu N-Mangel fiihrte eine Reduzierung des NOz-Angebots (von 1 mM auf

0,5mM bzw. 0,25mM fir 6d) nicht zur Abnahme der NO;s;-Konzentration im

Wurzeldruckexsudat (Abb.3.34). Im Gegenteil, die NOjz-Konzentration stieg sogar

tendenziell an (Unterschiede waren jedoch nicht signifikant). Das geringere NO3-Angebot

hatte auch auf die Konzentration der andern Makronahrstoffe keinen signifikanten

Einflul3. Entsprechen blieb die Ladungsbilanz im Vergleich zur Kontrolle konstant.
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Abb.3.34 EinfluR eines verminderten NOjs-Angebots auf die Konzentration anorga-
nischer lonen und die Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat. Die Zusammensetzung des
Wurzeldruckexsudats (Sammelintervall: 5-10 min nach Dekapitieren) wurde nach
6tagiger Behandlungsdauer um 10.00 und um 15.00 Uhr bestimmt. Die Ladungsbilanz
wurde anhand der ermittelten Konzentrationen anorganischer lonen, wie unter 2.14 be-
schrieben, berechnet. Als Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaftzusammensetzung von
Pflanzen in Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NOj3) bestimmt. Angegeben sind Mittel-
werte = SD (Kontrolle: n =4, sonst: n =6).

3.6.2.2 in situ SaftfluBraten bei vermindertem NO3-Angebot

Parallel zur Nahrstoffkonzentration im Xylemsaft blieb auch die FluRrate im Xylem anna-
hernd konstant (Abb. 3.35).
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Abb.3.35 EinfluR eines verminderten NOs-Angebots auf die SaftfluBrate im Xylem in
Abhangigkeit von der Zeit. Die SaftfluBmessung erfolgte mit der ,stem heat balance-
Methode®. Wéhrend der Messung wurden die Pflanzen in NL mit 0,5 mM bzw.
0,25 mM NOg uberfuhrt (Tag 0) und die mittlere Rate am Tag, in der Lichtphase und in
der Dunkelphase berechnet. Die zunehmende Pflanzengrof3e wurde dabei beriicksichtigt
(3.2.3.1). Angegeben ist die relative SaftfluBrate im Vergleich zur ermittelten Rate in
1 mM NO;-NL (Tag -1: Rate = 100 %). Jede Datenreihe entspricht einer Einzelmessung.
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Zu Beginn der Behandlung traten zwar Schwankungen auf, nach 6 d (Behandlungsdauer
bei dem Experiment zur Xylemsaftzusammensetzung) entsprach die FluRrate jedoch
genau der Rate in 1mMNO3-NL (Tag-1). Das verminderte NOs;-Angebot hatte weder
Auswirkungen auf die Zusammensetzung noch auf die Flu3rate des Xylemsaftes und
fuhrte daher nicht zu Veranderungen im Nahrstofftransport in den SprofR3. Offensichtlich
kann schon bei einer externen NOz-Konzentration von 0,25 mM der N-Bedarf der Pap-

peln vollstandig gedeckt werden.

3.6.3 Erhohtes NOs-Angebot

Eine 50%ige bzw. 25%ige Verminderung des externen NOs-Angebots von 1 mM hatte
keinen Einflul auf die Nahrstofftransportraten im Xylem. Zur Gegenprobe wurde der

Versuch bei 8facher Erhohung des NOs-Angebots wiederholt.

3.6.3.1 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei erhohtem NO3z-Angebot

Die Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats wurde in Abhéngigkeit von der Be-
handlungsdauer bestimmt. Um tageszeitabhéngige Variationen auszuschliel3en, erfolgte
die Probenahme immer um 15.00 Uhr. Im Vergleich zu den Kontrollen blieb die Nahr-
stoffkonzentration unabhangig von der Behandlungsdauer konstant (am Beispiel von NO3’
in Abb. 3.36 gezeigt).

@ Kontrolle (1mM NOs-NL) Abb.3.36 NOs-Konzentration im Wurzel-
O 8mM NOs-NL druckexsudat nach 8facher Erhohung des
NO;s-Angebots in Abhangigkeit von der Zeit.
. NOs Die Gewinnung des Wourzeldruckexsudats
= 51 erfolgte immer um 15.00 Uhr, nach angege-
E 1 o o 8 ° bener Behandlungsdauer (Sammelintervall:
S 4+ 10 - 15 min nach Dekapitieren). Die einzelnen
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Die gemessenen Konzentrationen wurden daher Uber die gesamte Behandlungsdauer
gemittelt (Abb. 3.37). Die 8fache Erhdohung des NOjz-Angebots im Wurzelraum hatte
weder kurz- noch langfristig signifikante Auswirkungen auf die Konzentration von NOj
und anderen Makronahrstoffen im Wurzeldruckexsudat (MeR3zeitraum: 0,25 - 168 h). Aus
methodischen Griinden war die Na'-Konzentration in der 8 mM NO3-NL hoher als bei den

Kontrollen (7,3 mM gegenuber 0,3 mM). Dies fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der



Ergebnisse 79

Na'-Konzentration im Wurzeldruckexsudat (Abb. 3.37). Gegeniiber den Konzentrationen
der anderen lonen war die Na'-Konzentration jedoch gering, so daR die Ladungsbilanz
unverandert blieb.

Bei einer externen NOjz-Konzentration von 1 mM erfolgte die NO3z-Reduktion zu 92 % in
den Blattern (Tab. 3.6). Denkbar ware, daf ein erhdhtes Angebot zu einer gesteigerten
NO;s-Reduktion in der Wurzel fihrt und dalR Stickstoff dann verstarkt in reduzierter Form
in den Sprol3 transportiert wird. Diese Mdéglichkeit konnte jedoch ausgeschlossen werden,
da die Amino-N-Konzentration und damit die Gesamt-N-Konzentration im Wurzeldruck-
exsudat nach 8facher Erhéhung des NOs-Angebots konstant blieb (Abb. 3.37). Auch die
AS-Zusammensetzung im Xylemsaft blieb unverandert (Kontrolle: 64 +4 % GLN,
23+59% ASN, 13+2 % andere AS - 8 mM NO3-NL: 63+7 % GLN, 22+4 % ASN,
15 + 4 % andere AS).
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Abb.3.37 EinfluR eines erhdhten NOs-Angebots auf die Konzentration anorganischer
lonen, AS und die Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat. Die Zusammensetzung des
Wourzeldruckexsudats (Sammelintervall: 10 - 15 min nach Dekapitieren) wurde immer um
15.00 Uhr nach einer Behandlungsdauer zwischen 0,25-168h bestimmt. Die Ladungs-
bilanz wurde anhand der ermittelten Konzentrationen der anorganischen lonen, wie unter
2.14 beschrieben, berechnet. Als Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaftzusammenset-
zung von Pflanzen in Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NO3) bestimmt. Angegeben sind
Mittelwerte £ SD (Kontrolle: n=4,8 mM NO3-NL n =12).
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Die Xylemsaftzusammensetzung in Abb. 3.37 wurde um 15.00 Uhr ermittelt. Die hdchsten
lonenkonzentrationen im Xylemsaft werden jedoch am Vormittag (ca. 10.00 Uhr) erreicht
(vergl. Abb. 3.14). Es ware deshalb mdoglich, dal3 bei erhdhtem NOs;Angebot nur zu Be-
ginn der Lichtphase ein verstarkter NO3 -Transport in den Sprof3 erfolgt. Diese Hypothese
konnte jedoch ausgeschlossen werden, da auch um 10.00 Uhr keine Veranderung der
lonenkonzentrationen im Wurzeldruckexsudat nach Erhthung des NOj;-Angebots zu
beobachten war (die Daten entsprechen denen in Abb.3.37 und werden daher nicht

gezeigt).

AulRerdem ware es denkbar, dal3 eine h6here NO3s-Konzentration im Xylemsaft nicht ein-
gestellt werden kann, da positive Ladungsaquivalente zum Ladungsausgleich fehlen. Um
dies zu priifen, wurde gleichzeitig das NOs- und das K'-Angebot auf 8 mM erhoht
(Tab. 3.9). Die K'-Konzentration im Wurzeldruckexsudat stieg dabei um 58 % an, die
NO;-Konzentration blieb jedoch im Vergleich zur Kontrolle (1 mM NO3, 0,45 mM K*-NL)
konstant. Auch wenn nur das K*-Angebot auf 8 mM erhoht wurde, fihrte dies zu einer
ahnlichen Zunahme der K'-Konzentration im Wurzeldruckexsudat (um 41 %), die NO5~-
Konzentration blieb jedoch wieder unverandert. Die konstante NOjz-Konzentration bei
erhéhtem NOs-Angebot ist daher keine Folge einer zu geringen Verfligbarkeit positiver
Ladungsaquivalente. Dieser Versuch zeigt aber auch, dal3 die NOz-Konzentration nicht
automatisch mit Zunahme positiver Ladungsaquivalente im Xylemsaft ansteigt. Offen-

sichtlich wird der NOz-Gehalt im Xylem reguliert.

Tab. 3.9 NO;- und K'-Konzentration im Wurzeldruckexsudat bei unterschiedlichem
Angebot. Die K" und NOjz-Konzentration im Wurzeldruckexsudat (Sammelintervall: 5 -
10 min nach Dekapitieren) wurde nach 7tagiger Behandlungsdauer jeweils um 16.30 Uhr
bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte + SD (n = 4).

NOs / K*-Angebot in der NL Konzentration im Wurzeldruckexsudat (mM)
NO;’ K"

Kontrolle (1 mM NO3 / 0,45 mM K*) 3,29 £ 0,40 4,18 + 0,39

1 mMNOs /8 mM K" 3,26 £ 0,31 5,89 £ 0,52

8 mM NO; /8 mM K" 3,29 + 0,68 6,62 £ 0,57

3.6.3.2 in situ SaftfluRraten bei erhohtem NO3-Angebot

Ein erhéhtes NOz-Angebot kdnnte trotz gleichbleibender N-Konzentration in Xylemsaft zu
einem gesteigertem N-Transport in den Sprol3 fuhren, wenn die Fluf3rate im Xylem
ansteigt. Dies war jedoch nicht der Fall (Abb. 3.38). Die Saftflurate blieb im Vergleich zur
Rate in 1 mM NO3-NL konstant (Behandlungsdauer: 5 d). Ein erhéhtes Angebot bewirkt
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daher keinen gesteigerten N-Transport in den SprofR. Auch die Transportraten der

anderen Makronahrstoffe blieben davon unbeeinfluf3t.

Saftflud in 24h Saftfluld im Licht Saftfluld im Dunkeln
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Abb. 3.38 EinfluR eines erhdhten NOjz-Angebots auf die SaftflulRrate im Xylem in Ab-
hangigkeit von der Zeit. Die SaftfluBmessung erfolgte mit der ,stem heat balance-
Methode®. Wahrend der Messung wurden die Pflanzen in 8 mM NO3;-NL uberfihrt
(Tag 0) und die mittlere Rate am Tag, in der Lichtphase und in der Dunkelphase
berechnet. Die zunehmende Pflanzengr63e wurde dabei bericksichtigt (3.2.3.1).
Angegeben ist die relative Saftflul3rate im Vergleich zur ermittelten Rate in 1 mM NO3;-NL
(Tag -1: Rate = 100 %). Die Daten entsprechen Mittelwerten + SD (n =4).

Aufgrund der Daten ist davon auszugehen, daf3 bei einer externen NOjs-Konzentration
von 1 mM und darunter (0,25 mM s. 3.6.2) der NO3-Bedarf fur optimales Pflanzenwachs-
tum vollstéandig gedeckt war und ein dartiber hinaus erhéhtes NO3-Angebot deshalb nicht
zu einem gesteigerten N-Transport in den Sprol3 fuhrte. Dies setzt voraus, daf3 der N-
Transport im Xylem bedarfsreguliert ist (auf Ebene der Xylembeladung und/ oder tber die
Aufnahme). Um die Daten abzusichern, wurden die N&hrstoffgehalte im Sprof3 und in der

Wourzel sowie die Aufnahmerate bei erhhtem NO3-Angebot bestimmt.

3.6.3.3 NOjz-Aufnahme bei erhohtem NO3z-Angebot

Nach 8facher Erhthung des NO5-Angebots konnten keine signifikanten Anderungen der
Aufnahmeraten gegenuber Kontrollpflanzen in 1 mM NO3;-NL beobachtet werden
(Abb. 3.39). Dies entspricht den Ergebnissen zum N-Transport im Xylem. Da die Auf-
nahmerate und die Transportrate bei erh6hten NO3-Angebot konstant blieb, mifR3te auch

der NO3-Gehalt in der Wurzel und im Sprof3 unverandert sein.
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NO5 -Aufnahme Abb.3.39 NOjz-Aufnahme nach Erhdhung des NO;-
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3.6.3.4 Nahrstoffgehalte in Blattern und Feinwurzeln bei erh6htem NO3-Angebot

Der Befund, dal3 ein erhdhtes NOs;-Angebot keinen EinfluR auf die Nahrstofftransport-
raten von der Wurzel in den Sprof3 hat, wurde durch die ermittelten N&hrstoffgehalte im
Sprol3 bestatigt. Der NO3-Gehalt und die Gehalte der anderen Makronahrstoffe blieben in
den Blattern unabhangig von NOjs-Angebot konstant (Abb. 3.40). Bei erhfhtem NOj-
Angebot stieg die Na'-Konzentration im Xylemsaft an (Abb. 3.37), entsprechend nahm
der Na'-Gehalt in den Blattern zu (von 0,4 auf 1.6 umol g™* Fwt.Blétter).

Auch in den Feinwurzeln konnte nach erhohtem NO;-Angebot keine signifikante Ande-
rung des NO3-Gehalts beobachtet werden (Abb. 3.40). Dieser Befund korreliert mit den
Daten zur NOz-Aufnahme und zum NOs-Transport in den SproR. Mit Ausnahme von K*
und Na' blieb auch der Gehalt anderer Makron&hrstoffe in den Feinwurzeln annéhernd
konstant. Ursache fiir die Abnahme des K'-Gehalts in den Feinwurzeln konnte der
Anstieg des Na'-Gehalts sein. Die Na'-Konzentration in der 8 mM NOs-NL war aus
methodischen Griinden 24fach héher als in der Kontroll-NL (7,3 mM gegeniber 0,3 mM).
Die externe Na'-Konzentration war in der 8 mM NO3-NL damit 16 mal héher als die
externe K'-Konzentration (7,3 mM gegeniiber 0,45 mM) und konnte durch Konkurrenz am
Aufnahmesystem zu einer verminderten K'-Aufnahme gefiinrt haben. Ein Indiz dafir ist,
daR die K'-Abnahme und die Na'-Zunahme in den Feinwurzeln aquimolar waren (K'-
Abnahme: 22 umol g™* Fwt.Feinwurzeln - Na*-Zunahme: 20 pmol g*Fwt.Feinwurzeln). Die
moglicherweise reduzierte K'-Aufnahme hatte im Untersuchungszeitraum (0,25 h - 7 d)

jedoch keine Auswirkungen auf die K*-Konzentration im Xylemsaft (Abb. 3.37).
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3.6.4 Wechsel der N-Quelle

Bei nitraternéhrten Pappeln wurde Stickstoff Uberwiegend in Form von NOs™ in den Sprof3
transportiert (zu 50-60%) und die N-Assimilation erfolgte zu 92% in den Blattern
(Tab. 3.6). Bei Ammoniumernahrung muf3 die N-Assimilation dagegen ausschlieZlich in
den Wurzeln erfolgen, da NH," nicht bzw. nur in zu vernachlassigender Menge im Xylem
in den Sprof transportiert wird (Geller et al. 1998, Zornoza et al. 1996, van Beusichem et
al. 1988). Der N-Transport in den Sprof3 erfolgt dann in Form von reduzierten N-Verbin-
dungen (AS). Bei den meisten Pflanzen hauptsachlich in Form von Amiden (Glutamin und
Asparagin), die beim pH-Milieu im Xylemsaft ungeladen sind. Auch bei nitraternahrten
Pappeln lag der Anteil der Amide an der Gesamt-Amino-N-Konzentration im Xylemsaft
bei 87 % (64 % GLN, 23% ASN, s. 3.6.3.1). Eine Umstellung der N-Quelle fihrt daher zu
einer Imbalance zwischen negativen und positiven Ladungsaquivalenten im Xylemsaft
und sollte deshalb auch einen starken Einflu auf die Nahrstoffkonzentrationen haben.
Gleichzeitig kénnen deutliche Verschiebungen beim N-Transport erwartet werden. Diese
Aspekte wurden in Abhangigkeit von der Zeit nach Wechsel der N-Quelle (von 1 mM NO3

zu 1 mM NH,") untersucht.



Ergebnisse 84

3.6.4.1 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats nach Wechsel der N-Quelle

Genauso wie bei N-Mangel nahm die NO3-Konzentration im Wurzeldruckexsudat unmit-
telbar nach Uberfiihren in NH, -N&hrlésung ab (Abb. 3.41).
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Abb.3.41 Konzentration anorganischer lonen und Ladungsbilanz im Wurzeldruck-
exsudat in Abhangigkeit von der Zeit nach Wechsel der N-Quelle von NO5™ zu NH,". Die
Pflanzen wurden um 10.00 Uhr in 1 mM NH,"-NL tberfihrt und die lonenkonzentration im
Wourzeldruckexsudat zu den angegebenen Zeiten ermittelt. Die Gewinnung von Wurzel-
druckexsudat erfolgte zwischen 10 - 20 min nach Dekapitieren, die einzelnen Daten-
punkte entsprechen daher einzelnen Pflanzen. Die Ladungsbilanz wurde anhand der
ermittelten Konzentrationen der anorganischen lonen, wie unter 2.14 beschrieben,
berechnet. Als Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaftzusammensetzung von Pflanzen
in Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NO3’) bestimmit.
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Mit der Abnahme der NOz-Konzentration sank auch die Konzentration der anorganischen
Kationen (K", Mg®*, Ca*") im Vergleich zu den Kontrollen iiber einen Zeitraum von 0,25 -
10 h (Die Konzentrationsabnahme bei den Kontrollen reflektiert tageszeitbedingte
Variationen s. Legende Abb. 3.41). Uber einen langeren MefRzeitraum (bis 168 h) zeigte
sich jedoch, dal3 die Konzentration der Kationen im Wurzeldruckexsudat mit zunehmen-
der Zeit in NH,"-Nahrlosung wieder anstieg und nach 3 Tagen &hnliche Werte wie bei den
Kontrollpflanzen in NO3-N&hrlésung erreicht wurden. Wéahrend die Umstellung auf NH,"
keinen Einful auf die H,PO,-Konzentration hatte, konnte nach 24 h ein Anstieg der SO,
-Konzentration im Wurzeldruckexsudat beobachtet werden. Auch die CI-Konzentration
stieg bei NH,"-Ernédhrung an. Beide Effekte (Abnahme der Konzentration positiver anor-
ganischer Ladungstrager, Zunahme der Konzentration negativer anorganischer Ladungs-
trager) trugen zur vollstandigen Ladungskompensation der geringeren NO; Konzen-
tration bei (Abb. 3.41: Ladungsbilanz). Dies wird deutlicher, wenn man den prozentualen
Anteil der anorganischen Anionen am Ausgleich positiver Ladungsagivalente (anorga-
nischer Kationen) im Xylemsaft berechnet (Tab. 3.10). Der Anteil war unabhangig von der
N-Quelle gleich und tber den gesamten Versuchszeitraum konstant. Anders als bei N-
Mangel wird die geringere NOjs-Konzentration bzw. der geringere Anteil negativer
Ladungsaquivalente im Xylemsaft bei NH, -Ernahrung ausschlieRlich iiber anorganische
lonen kompensiert. Kurzfristig vorwiegend durch die Abnahme der Kationenkonzentration,
langfristig wurde die Funktion von NOj™ als Trager negativer Ladung im Xylemsaft haupt-
sachlich durch SO,* tibernommen (Tab. 3.10).

Tab. 3.10 Prozentualer Anteil der anorganischen Anionen am Ausgleich positiver
Ladungsaquivalente im Wurzeldruckexsudat abhéngig von der N-Quelle. Die Berechnung
(s. FuBnote') erfolgte anhand der in Abb.3.41 gezeigten Konzentration anorganischer
lonen im Wurzeldruckexsudat bei NH,"- und NOs5-Ernahrung. Angegeben sind Mittel-
werte + SD (Kontrolle: n=23, 1 mMNH," fir 0,25-168 h: n=23, 1 mMNH," fir 48 - 168 h:
n = 7). Signifikante Unterschiede in Vergleich zur Kontrolle sind markiert (3.

N-Quelle und Untersuchungszeitraum

Kontrolle 1 mM NH," 1 mM NH,"

(1 mM NO3) (0,25 - 168 h) (48 - 168 h)

'Anteil am Ausgleich positiver Ladungsaquivalente
NOs 53+ 11 % M2 +13% D+2%
H,PO, 9+3% 16+8 % 13+4 %
S0~ 17+5% B3+11% U5 + 4 %
cr 2+1% B +3% Mo+2%
> negative anorg. 8016 % 72+6 % 70+ 4 %

Ladungsaquivalente

1 9-Anteil am Ausgleich positiver Ladungsaquivalente
= Ladung der anorganischen Anionen / Y Ladung aller anorganischen Kationen ¢ 100
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Trotz sinkender NO;-Konzentration nach Umstellung auf NH,-Erndhrung wurde der
Gesamt-N-Gehalt (anorganischer N + Amino-N) im Wurzeldruckexsudat aufrechterhalten
(Abb. 3.42: 0,25 - 10 h). Die schnelle Abnahme von NOsz-N wurde durch einen aqui-
molaren Anstieg von Glutamin-N ausgeglichen (Abb. 3.42). Eine Zunahme der Konzen-
tration anderer AS (in Abb. 3.42 am Beispiel von ASN-N gezeigt) konnte erst 24 h nach
Wechsel der N-Quelle beobachtet werden. Die Gesamt-N-Konzentration NH, -ernéhrter

Pflanzen lag dann héher als bei NOs-ernahrten Kontrollpflanzen.
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Abb. 3.42 Konzentration von N-Verbindungen im Wurzeldruckexsudat in Abh&angigkeit
von der Zeit nach Wechsel der N-Quelle von NO; zu NH,". Die Pflanzen wurde um
10.00 Uhr in 1 mM NH,"-NL Uberfiihrt und die Konzentration im Wurzeldruckexsudat zu
den angegebenen Zeiten ermittelt. Die Gewinnung von Wurzeldruckexsudat erfolgte
zwischen 10 - 20 min nach Dekapitieren, die einzelnen Datenpunkte entsprechen daher
einzelnen Pflanzen. Als Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaftzusammensetzung von
Pflanzen in Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NO3’) bestimmt.

NH," hatte bei Pappeln keine Funktion als N-Transportform im Xylemsaft. Die NH,-
Konzentration im Wurzeldruckexsudat stieg bei NH,"-Ernahrung zwar an (Abb. 3.43), der

Anteil an der Gesamt N-Konzentration blieb jedoch <1 % (Tab. 3.11).
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NH,* Abb.3.43 NH,"-Konzentration im Wurzeldruck-
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Tab. 3.11 Vergleich der N-Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei NOs-und
NH,"-Ernahrung. Angegeben ist die prozentuale N-Zusammensetzung nach 72-168h in
1 mM NH,"-NL. Als Kontrolle dienten identisch behandelte Pflanzen in 1 mM NO;-NL. Die
Werte entsprechen Mittelwerte + SD (n =4). Zum Versuchsablauf s. Abb. 3.41.

N-Verbindung Kontrolle 1 mM NH,"
(Behandlungsdauer: 72 - 168 h)

% von Gesamt-N % von Amino-N % von Gesamt-N % von Amino-N

NOs’ 51,6 + 8,3 0,5+0,5

NH," 0,2+0,2 0,9+0,2

Amino-N 48,2 + 8,4 98,6 £ 0,7
GLN-N 32,7+6,1 67,8+ 1.3 773+15 784+1,9
ASN-N 116+2,6 241 +4,1 17,5+ 0,7 17,8+ 0,6
andere AS 39+11 8,1+1,0 38+14 38+14

Nach 72 h in NH,"-NL waren die Pflanzen an die veranderte N-Versorgung adaptiert, die
Konzentrationen der verschiedenen Nahrstoffe und Amino-N-Verbindungen blieben ab
diesem Zeitpunkt anndhernd konstant. Wie erwartet, erfolgte der N-Transport in den
SproR ausschlieRlich (zu 99 %) in Form von Amino-N (Tab. 3.11). Bei NH,"-Erndhrung
erfolgt die N-Assimilation ausschlie3lich in der Wurzel. Entsprechend dazu stieg der
relative Anteil von Glutamin (priméares Produkt der N-Assimilation) an der Gesamt-Amino-
N-Konzentration im Wurzeldruckexsudat signifikant an (78 % bei NH,’-Erndhrung in
Vergleich zu 68 % bei NOs-Ernahrung).

3.6.4.2 in situ SaftfluBraten nach Wechsel der N-Quelle

NH,"-Ernéhrung filhrte innerhalb von 72 h zu einer Verdopplung der N-Konzentration im
Xylemsaft (16,7 + 2,3 mM gegeniber 8,7 +1,3 mM bei NOz-Erndhrung). Ob dies tatsach-
lich zu einer verdoppelten Translokationsrate in den Sprof3 fiihrte, wurde durch Saftfluf3-

messungen Uberprift (Abb. 3.44).
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Abb.3.44 SaftfluBrate im Xylem nach Wechsel der N-Quelle von NO; zu NH, in
Abhangigkeit von der Zeit. Die SaftfluBmessung erfolgte mit der ,stem heat balance-
Methode“. Wéahrend der Messung wurden die Pflanzen in 1 mM NH,-NL Gberfiihrt
(Tag 0) und die mittlere Rate am Tag, in der Lichtphase und in der Dunkelphase berech-
net. Die zunehmende PflanzengroRe wurde dabei bertcksichtigt (3.2.3.1). Angegeben ist
die relative SaftfluBrate im Vergleich zur ermittelten Rate in 1 mM NOs-NL (Tag -1:
Rate = 100 %). Die Daten entsprechen Mittelwerten £ SD (n=9).

Der Wechsel der N-Quelle von 1 mM NO; zu 1 mM NH," hatte im MeRzeitraum (7 d)
keinen signifikanten Einflu auf die FluRBraten im Xylem. Entsprechend verdoppelt sich bei
NH, -Erndhrung die N-Translokationsrate in den SproR. Gleichzeitig kommt es voriiber-
gehend (Uber 2 d) zu einem geringeren Transport von Kationen und langfristig (ab dem

2. Tag) zu einem erhéhten SO,*-und CI'-Transport in den SproR (vergl. Abb. 3.41).

3.6.5 K'-Mangel

3.6.5.1 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei K*-Mangel

Anders als NO3 zirkuliert K" zwischen der Wurzel und dem SproR uiber das Xylem und
das Phloem (Cooper und Clarkson 1989). Verglichen mit den anderen Nahrstoffen war
der K'-Gehalt im Pflanzengewebe der Pappeln sehr hoch und wurde zu 94 % im SproR
bzw. in den Blattern gespeichert (Tab. 3.6). Aufgrund des Austausches zwischen Sprof3
und Wurzel muRR K'-Mangel daher nicht unmittelbar zur Abnahme der K*-Konzentration
im Xylemsaft fuhren. Im Vorfeld zum eigentlichen Experiment wurde daher gepruft, wie
schnell sich K'-Mangel im Wurzelraum auf die K'-Konzentration im Xylemsaft auswirkt
(Tab. 3.12). Schon innerhalb 1 h filhrte K*-Mangel zu einer 31%igen Abnahme der K'-
Konzentration im Wurzeldruckexsudat. Innerhalb von 7 d verstarkte sich dieser Effekt

noch (45%ige Abnahme gegenuber den Kontrollen).
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Tab. 3.12 NO;- und K'-Konzentration im Wurzeldruckexsudat bei K*-Mangel in Abh&n-
gigkeit von der Behandlungsdauer. Die K* und NOs-Konzentration im Wurzeldruck-
exsudat (Sammelintervall: 5-10 min nach Dekapitieren) wurde nach 1h und 7d in K'-
freier NL jeweils um 16.30 Uhr bestimmt. Als Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaft-
zusammensetzung von Pflanzen in Kontroll-NL (1 mMNO; /0,45 mM K") bestimmt.
Angegeben sind Mittelwerte £ SD (n = 2).

Kalium Nitrat

Konz. (mM) % von Kontrolle Konz. (mM) % von Kontrolle
Behandlung
Kontrolle 4,23 +0,43 329+04
(1 mM NO5 /0,45 mM K*)
1 mM NOz /0 mM K", 2,93+0,01 69+0,3 2,10+0,23 64 +6,9
Behandlungsdauer: 1 h
1 mM NO3 /0 mM K", 2,34+£0,13 55+3,1 2,21 +0,17 67 +5,3

Behandlungsdauer: 7 d

Um eine moglichst starke Abnahme der K'-Konzentration und damit der positiven
Ladungséaquivalente in Xylemsaft zu bewirken, wurde der Versuch nach 11tagigem K'-
Mangel durchgefiihrt (Abb. 3.45). Nach 11d war die K'-Konzentration gegeniiber den
Kontrollen um 49 % reduziert. K'-Mangel hatte keine signifikante Wirkung auf die
Konzentration von Mgz+, Ca®" und H,PO,, fuhrte jedoch trotz unverédndertem NO;z;- und
S0,”-Angebot zur Abnahme der NOs- (um 43 %) und SO,*-Konzentration (um 35 %) im
Wurzeldruckexsudat. Die Konzentration dieser Anionen nahm &quivalent zur K*-Konzen-
tration ab, so dal3 die Ladungsbilanz unveréandert blieb. Dies weist darauf hin, dal3 beim
Langstreckentransport von NO; (und SO,”) K* das bevorzugte Gegenion ist, dessen
Funktion als Trager positiver Ladungen nicht von anderen Kationen (Mg®* und Ca®)
ubernommen werden kann. Unterstitzt wird diese Hypothese dadurch, dal3 der Effekt auf
die NOs-Konzentration unmittelbar nach Entfernen von K* im Wurzelraum deutlich sicht-
bar war (Tab. 3.12: 36%ige Reduktion der NO5 -Konzentration nach 1 h K*-Mangel).

Durch K*-Mangel wurde auch die Konzentration reduzierter N-Verbindungen vermindert
(um 38%) und daher die Gesamt-N-Konzentration im Wurzeldruckexsudat um 40 %
herabgesetzt (Abb. 3.45). Alle AS waren im gleichen AusmaR von K'-Mangel betroffen,
die AS-Zusammensetzung im Wurzeldruckexsudat blieb daher unveréndert (Abb. 3.45: %

von Gesamt-Amino-N).
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Abb. 3.45 EinfluR von K'-Mangel auf die Konzentration anorganischer lonen, AS und die
Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat. Die Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats
(Sammelintervall: 5 -10 min nach Dekapitieren) wurde um 16.30 Uhr, nach 11ltagiger
Inkubation in K'-freier NL, bestimmt. Die Ladungsbilanz wurde anhand der ermittelten
Konzentrationen der anorganischen lonen, wie unter 2.14 beschrieben, berechnet. Als
Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaftzusammensetzung von Pflanzen in Kontroll-NL
(0,45 mM K") bestimmt. Mittelwerte + SD (Kontrolle: n = 4,K*-freie-NL n = 8).

3.6.5.2 in situ SaftfluRraten bei K*-Mangel

Im Gegensatz zur Xylemsaftzusammensetzung hatte K'-Mangel keinen signifikanten
Einflul auf die FluRrate von Xylemsaft in den Sprof3 innerhalb der Lichtphase oder
berechnet fur einen Tag/Nachtzyklus (Abb. 3.46). Im Dunkeln stieg die FluRBrate mit zu-
nehmender Behandlungsdauer zwar signifikant an, dies fuhrte jedoch aufgrund der
geringeren absoluten Werte und der kiirzeren Nachtphase von 8 h (vergl. Abb. 3.17) zu
keiner deutlichen Zunahme des Saftflusses pro Tag.

Aufgrund der Daten ist davon auszugehen, dalR K'-Mangel zu einer deutlichen Reduzie-
rung des SO,*- und N-Transportes in den SproR fiihrt. Betroffen davon sind sowohl NO5’
als auch reduzierte N-Verbindungen.
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Abb. 3.46 EinfluR von K'-Mangel auf die SaftfluRrate im Xylem in Abhangigkeit von der
Zeit. Die SaftfluBmessung erfolgte mit der ,stem heat balance-Methode*. Wahrend der
Messung wurden die Pflanzen in K'-freie NL Gberfiihrt (Tag 0) und die mittlere Rate am
Tag, in der Lichtphase und in der Dunkelphase berechnet. Die zunehmende Pflanzen-
groRe wurde dabei einkalkuliert (3.2.3.1). Angegeben ist die relative Saftflul3rate im
Vergleich zur ermittelten Rate in 0,45 mM K'-NL (Tag -1: Rate =100 %). Die Daten
entsprechen Mittelwerten £ SD (n=7).

3.7 Einflu3 des N-Angebots wahrend der Anzucht auf die
Xylemsaftzusammensetzung

In Kapitel 3.6 wurden Daten zum kurz- bis mittelfristigem Einfluf3 (0,25 h bis maximal 7 d)

eines veranderten N-Angebots auf den Néahrstofftransport im Xylemsaft préasentiert. Ob

die ermittelten Anderungen der Xylemsaftzusammensetzung auch langfristig (liber

Monate) bestehen, wurde fir das Wachstum bei erhohtem NOj-Angebot und das

Wachstum mit verschiedenen N-Quellen tberpruft.

Die Anzucht und die Versuche erfolgten unter identischen Klimabedingungen wie in

Kapitel 3.6 (s. 2.2).

3.7.1  Anzucht mit erhohtem NO3-Angebot

Junge Pappeln (Gesamtfrischgewicht: ca. 20 g), gewachsen in Kontroll-NL (N-Quelle:
1 mM NOg), wurden fur 1 Monat bei 8fach erhohtem NOs-Angebot angezogen und an-
schlieend die Xylemsaftzusammensetzung ermittelt. Wahrend des Anzuchtzeitraumes
wurde das Wachstum und die NO5 -Aufnahme bestimmt. Als Kontrollen dienten identisch

behandelte Pappeln mit einer NO3-Versorgung von 1 mM (Kontroll-NL).

3.7.1.1 Pflanzenwachstum bei Anzucht mit erhéhtem NO3-Angebot

Bei allen untersuchten Pflanzenparametern (Gesamtfrischgewicht, Spro3lange, Blattan-
zahl) waren die Zuwachsraten bei einer NOs-Versorgung von 8 mM und 1 mM identisch

(Abb. 3.47). Unter den gegebenen Bedingungen war eine externe NO3-Konzentration von
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Abb. 3.47 EinfluR eines erhéhten NOs-Angebots auf das Wachstum von Pappeln.
Gezeigt ist die Zunahme des Frischgewichtes, der Sprofi3lange und der Blattanzahl wéh-
rend 1monatiger Anzucht in 8 mM NO;3;-NL. Als Kontrolle dienten identisch behandelte
Pflanzen mit einem NOs-Angebot von 1 mM. Die Daten entsprechen Mittelwerten + SD
(Kontrolle: n=6,8 MM NO3-NL: n=12).

3.7.1.2 NOjz-Aufnahme bei Anzucht mit erhéhtem NO3-Angebot

Mdoglich ware, dafd ein erhdhtes Angebot zwar keinen Einflu? auf das Wachstum hat aber
langfristig zu einer verstarkten NO3z-Speicherung fihrt (innerhalb von 7 d blieben die NO3’
-Gehalte im Pflanzengewebe unverandert, Abb. 3.40). Dies setzt jedoch voraus, dafd auch
mehr NO; -aufgenommen wird. Diese Mdglichkeit konnte ausgeschlossen werden, da die
Aufnahmeraten bei 1 mM und 8 MM NOj3-Versorgung identisch waren (Abb. 3.48). Die
Aufnahmeraten wurden kontinuierlich iiber einen Zeitraum von 0-17 d nach Uberfiihren
der Pflanzen in 8 mM NO3-NL bestimmt.
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3.7.1.3 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei Anzucht mit erhdhtem
NO3-Angebot

Entsprechend den Befunden zur NOz-Aufnahme und zum Pflanzenwachstum hatte eine
1monatige Erhéhung des NOj-Angebots keinen signifikanten Einflu3 auf die NOj-
Konzentration im Wurzeldruckexsudat (Abb. 3.49). Auch bei den anderen Makronéhr-
stoffen konnten keine signifikanten Anderungen beobachtet werden. Nur die Na'-
Konzentration stieg signifikant an. Der Grund dafir war die methodisch bedingte hohere
Na'-Konzentration in der 8 mM NO3-NL (7,3 mM gegeniiber 0,3 mM in der Kontroll-NL).
Dieser Effekt trat bereits nach 7d auf, verstarkte sich aber mit zunehmender Behand-
lungsdauer (vergl. Abb. 3.37 und Abb. 3.49).

B Kontrolle (1mM NOs™-NL) [ 18 mM NOs-NL
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@
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Abb.3.49 EinfluR eines erhdhten NOs;-Angebots fiur 1 Monat auf die Konzentration
anorganischer lonen und die Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat. Die Zusammenset-
zung des Wurzeldruckexsudats (Sammelintervall: 5 - 10 min nach Dekapitieren) wurde
um 15.30 Uhr, nach 1monatigem Wachstum in 8 mM NOs;-NL bestimmt. Die Ladungs-
bilanz wurde anhand der ermittelten Konzentrationen der anorganischen lonen, wie unter
2.14 beschrieben, berechnet. Als Referenz wurde zeitgleich die Xylemsaftzusammenset-
zung von Pflanzen in Kontroll-NL (N-Quelle: 1 mM NO3;) gemessen. Angegeben sind
Mittelwerte £ SD (n=5).
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Zusammenfassend laft sich festhalten, dal3 auch bei langfristig erhhtem NO3-Angebot
die Nahrstoffkonzentration im Xylemsaft unverandert bleibt. Die Bestimmung der Saftflul3-
raten Uber einen Zeitraum von 1 Monat war aus methodischen Grinden nicht méglich. Da
erhdhtes NOz-Angebot aber keinen Einflul3 auf das Wachstum und die NOs-Aufnahme
hatte, kann davon ausgegangen werden, dal3 auch die Nahrstofftransportraten in den
Sprof3 unverandert blieben. Entsprechend sollte auch die Saftflul3rate im Xylem konstant

bleiben.

3.7.2 Anzucht mit verschiedenen N-Quellen

Um langfristige Effekte der N-Quelle auf die Xylemsaftzusammensetzung zu untersuchen
wurden Pappeln direkt nach Adaption an Hydrokultur (s. 2.1.2, N-Versorgung: 1 mM NO3
) mit einem Frischgewicht von 2 g fur 2 Monate in (a) 1 mM NOjz, (b) 0,5 mM NO3
+0,5mM NH," oder (c) 1 mM NH," angezogen und danach die Xylemsaftzusammen-
setzung ermittelt. Wahrend der 2monatigen Wachstumsphase wurden wdéchentlich

verschiedene Pflanzenparameter aufgenommen.

3.7.2.1 Pflanzenwachstum bei Anzucht mit verschiedenen N-Quellen

Bei allen untersuchten Pflanzenparameter (Gesamtfrischgewicht, Sprof3lange, Blattan-
zahl) waren die Zuwachsraten Uber 2 Monate im Rahmen der MeRRgenauigkeit unabhén-
gig von der N-Quelle gleich (Abb. 3.50). Pappeln scheinen demnach keine N-Form fir

das Wachstum zu bevorzugen.

120 -~ Gesamtfrischgewicht . Abb. 3.50 EinfluR3
@ Kontrolle (ImM NOs-NL) der N-Quelle auf
O 0,5mM NOs™ + 0,5mM NHs“NL  gas Wachstum von
[ 1mM NH,"™-NL Pappeln. Gezeigt ist

die Zunahme des
Frischgewichtes, der
Sprol3lange und der
Blattanzahl wahrend
2monatiger Anzucht
mit unterschiedlicher

Fwt. (9)
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S S 30+ (n=6).
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. g 207
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Zeit nach Uberfiihren in Hydrokultur (d)
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3.7.2.2 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei Anzucht mit verschie-
denen N-Quellen

EinfluR reiner NH, -Ernahrung auf die Xylemsaftzusammensetzung

Kurzfristige Anderungen der Xylemsaftzusammensetzung nach Umstellung von NOs-auf
NH,"-Ernéhrung fiir 0,25 h bis 7 d wurden bereits in Kapitel 3.6.4. erlautert. Die in diesem
Kapitel aufgefiuihrten Ergebnisse zur Xylemsaftzusammensetzung nach 2monatigem
Wachstum mit NH," als einzige N-Quelle, geben dariiber AufschluR ob die in Kapitel 3.6.4
beschriebenen kurzfristig Anderungen auch langfristig bestehen bleiben. Zur besseren
Vergleichbarkeit werden die in Kapitel 3.6.4 ausfuhrlich beschriebenen Ergebnisse
zusammenfassend erlautert und den Befunden nach 2monatigem Wachstum in NH,*-NL
gegentbergestellt.

Nach 2monatiger Anzucht mit NH," als einziger N-Quelle wurde Stickstoff nahezu voll-
standig (zu 97 %, Tab. 3.13) in Form von Amino-N in den Sprol} transportiert (Abb. 3.51).
Dies entsprach den Befunden 3 d nach Wechsel der N-Quelle von NO; auf NH,"
(Tab. 3.10). 3 d nach Wechsel der N-Quelle verdoppelte sich die Gesamt-N-Konzentra-
tion in Xylemsaft (Abb. 3.42). Nach 2monatigem Wachstum in NH," war die Gesamt-N-
Konzentration zwar tendenziell héher (um 21 %), die Unterschiede waren jedoch nicht
signifikant (Abb. 3.51). NH,'-Erndhrung fiihrt daher nur voriibergehend zu einer
Verdopplung des N-Transports in den Sprof3.

Wie in Kapitel 3.6.4 beschrieben, konnte nach Wechsel der N-Quelle von NO3™ auf NH,"
nur vortibergehend eine Reduzierung der Kationenkonzentration im Xylemsaft beobachtet
werden. Nach 2-3d in NH,-NL stieg die Konzentration den Kationen wieder auf den
Kontrollwert von NO;s-Pflanzen an und die Abnahme negativer Ladungséaquivalente
(sinkende NO3-Konzentration) wurde iiber die Zunahme der SO,* und der CI-Konzentra-
tion kompensiert, wobei SO, den Hauptanteil hatte (Tab.3.10: 45% der positiven
Ladungsaquivalente wurde durch SO,* ausgeglichen, 10% durch CI). Korrespon-
dierende Befunde wurden auch nach 2monatigem Wachstum in NH,"-NL erhalten. Die N-
Quelle (NO; oder NH,") hatte keinen EinfluR auf die Konzentration der Kationen im
Xylemsaft, die SO,~-und CI'-Konzentration stieg bei NH,"-Ernahrung jedoch signifikant an
(Abb. 3.51). Bei den NH,"-ernahrten Pflanzen trug SO,* zu 33% und CI' zu 15% zum
Ausgleich der positiven Ladungsaquivalente im Wurzeldruckexsudat bei. Bei den NO;™-
ernahrten Pflanzen lag der Beitrag von SO,* nur bei 22 % und der von CI' nur bei 2 %.
Bei NH,-erndhrten Pflanzen wird die Funktion von NO; am Ausgleich positiver

Ladungsaquivalente daher auch langfristig von SO,” und CI” iibernommen.
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Abb. 3.51 EinfluR der N-Quelle bei der Anzucht auf die Konzentration von anorga-
nischen lonen, N-Verbindungen und die Ladungsbilanz in Wurzeldruckexsudat. Die
Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats (Sammelintervall: 5 - 10 min nach Dekapi-
tieren) wurde um 10.00 Uhr, nach 2monatigem Wachstum in (a) 1 mM NOjs, (b)
0,5mM NO3 + 0,5 mM NH," oder (c) 1 mM NH," bestimmt. Die Ladungsbilanz wurde
anhand der ermittelten Konzentrationen der anorganischen lonen, wie unter 2.14 be-
schrieben, berechnet. Angegeben sind Mittelwerte + SD (n = 3).

Tab. 3.13 Vergleich der N-Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats nach Wachs-
tum mit verschiedenen N-Quellen. Angegeben ist die prozentuale N-Zusammensetzung
des Wurzeldruckexsudats nach 2monatiger Anzucht in (a) 1 mM NOg3, (b) 0,5 mM NOj’
+0,5mM NH," oder (c) 1 mM NH,". Die Daten entsprechen Mittelwerten+SD (n=23).
Zum Versuchsablauf s. Abb. 3.51.

N-Verbindung

externes N-Angebot fiir 2 Monate

1mMNO; 0,5mMNO; +0,5mM NH," 1 mM NH,
% von % von % von % von % von % von
Gesamt-N Amino-N Gesamt-N Amino-N Gesamt-N Amino-N

NO;3 44,1 16,2 2,0
NH," 1,7 1,0 1,5
Amino-N 54,2 82,8 96,5

GLN-N 31,7 59 49,0 59 63,0 65

ASN-N 15,7 29 28,5 35 26,9 28

andere AS 6,8 12 5,3 6 6,6 7
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EinfluR gemischter N-Erndhrung (NOs + NH,") auf die Xylemsaftzusammensetzung

Eine externe NOj-Konzentration von 0,5mM ist nach den in Abb. 3.34 gezeigten Mes-
sungen vollig ausreichend eine NOz-Konzentration im Xylemsaft wie mit einer externen
NO;s-Versorgung von 1 mM aufrechtzuerhalten. Trotzdem war die NO3-Konzentration im
Xylemsaft in 0,5mMNO; +0,5mMNH,-NL um 53% geringer als in 1 mMNO;5-NL
(Abb. 3.51). Die 53%ige Abnahme der NOjz-Konzentration im Wurzeldruckexsudat |af3t
vermuten, dal3 auch die NOs-Aufnahme um die Halfte reduziert war. Gleichzeitig stieg
jedoch die Amino-N-Konzentration an, so dal3 die Gesamt-N-Konzentration ausgeglichen
war. Dies zeigt, daR ein Teil des externen Stickstoffangebots in Form von NH," auf-
genommen wurde.

Bei gemischter N-Versorgung sank die NOs-Konzentration im Wurzeldruckexsudat und
daher auch der Anteil negativer Ladungséquivalente. Genau wie bei reiner NH, -Ernéh-
rung wurde dies durch einen Anstieg der SO,” und Cl-Konzentration ausgeglichen
(Abb. 3.51).

3.8 Einflul? einer lokal begrenzten Nahrstoffversorgung im Wurzelraum auf die
Xylemsaftzusammensetzung (split-root-Experimente)

Im Boden liegen die Nahrstoffe nicht homogen verteilt vor. Um dies in Hydrokultur zu

simulieren, wurden Pflanzen mit geteiltem Wurzelsystem angezogen. Die eine Wurzel-

hélfte der Pflanze wurde mit Kontroll-NL (1 mM NO; /0,45 mM K"), die andere Hélfte mit

NL mit verandertem N- oder K*-Angebot versorgt und die Xylemsaftzusammensetzung

bestimmt. Untersucht wurde der EinfluR von (a) partiellem N-Mangel, (b) partiellem K-

Mangel und (c) verschiedene N-Quellen in unterschiedlichen Wurzelbereichen.

3.8.1 NOjz-Mangel in einem Wurzelbereich

Durch das Entfernen der N-Quelle in einer Wurzelhélfte wurde die NO3-Konzentration im
Wourzeldruckexsudat sofort (nach 1h) um 449% vermindert (Abb. 3.52a). Der gleiche
Befund (44%ige Reduktion gegenlber den Kontrollen) wurde auch 8d nach Behand-
lungsbeginn erhalten (Abb. 3.52b). NOs-Mangel in lokal begrenzten Wurzelbereichen
scheint demnach einen anhaltenden Effekt auf die NO3-Konzentration im Xylemsaft aus-
zutben. Offensichtlich sind Pappeln auch nach mehreren Tagen nicht in der Lage
partiellen N-Mangel durch eine gesteigerte NO3-Aufnahme bzw. Xylembeladung in NO; -

versorgten Wurzelbereichen auszugleichen.
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Abb.3.52 Einflul? von N-Mangel in einem Wurzelbereich auf die Zusammensetzung des
Wourzeldruckexsudats. Eine Wurzelhalfte wurde in N-freier NL, die andere Wurzelhalfte in
Kontroll-NL mit 1 mM NOjs" inkubiert. Die Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats
(Sammelintervall: 5 - 10 min nach Dekapitieren) wurde jeweils um 15.00 Uhr nach 1 h und
8d bestimmt. Als Kontrolle dienten Pflanzen, bei denen das gesamte Wurzelsystem in
Kontroll-NL mit 1 mM NOj3 inkubiert wurde. Die Berechnung der Ladungsbilanz erfolgte
anhand der ermittelten Konzentrationen der anorganischen lonen, wie unter 2.14 be-
schrieben. Angegeben sind Mittelwerte + SD (Kontrolle: n =8, partieller N-Mangel: n=3-4).

Ahnlich wie bei N-Mangel im gesamten Wurzelbereich (vergl. 3.6.1.1) wurde die Abnahme
der negativen Ladungsaquivalente (durch die verminderte NOs-Konzentration) 1 h nach
Behandlungsbeginn nicht tber Konzentrationsveranderungen der anderen anorganischen
lonen ausgeglichen. Ein Ausgleich koénnte durch eine Konzentrationszunahme
anorganischer Anionen und/oder eine Konzentrationsabnahme anorganischer Kationen
erfolgen. Insgesamt betrachtet nahm die positive Ladung im Wurzeldruckexsudat zwar ab
(um 0,95mM gegeniiber den Kontrollen), die Abnahme der negativen anorganischen
Ladung war jedoch héher (um 1,36 mM gegeniuber den Kontrollen). Entsprechend war
der Anteil der anorganischen lonen beim Ausgleich positiver Ladungsaquivalente nach
1 h deutlich geringer als bei den Kontrollen (Abb. 3.52a: Ladungsbilanz). Nach 8tagiger
Behandlungsdauer war der Unterschied zu den Kontrollen geringer (Abb.3.52b:
Ladungsbilanz). Dies war vorwiegend auf ein weiteres Absinken der K'-Konzentration im

Wourzeldruckexsudat zurlckzufiihren. Bei partiellem N-Mangel wird daher, zumindest
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kurzfristig, vermutlich ein gréRerer Anteil der positiven Ladung Uber organische Anionen
kompensiert.

3.8.2 K'-Mangel in einem Wurzelbereich

K*-Mangel im gesamten Wurzelbereich filhrte schon innerhalb 1h zu verminderten K*
und NO;s-Konzentrationen im Xylemsaft (Tab.3.12). Dieser Effekt wurde nicht
beobachtet, wenn nur die Halfte des Wurzelsystems K'-Mangel ausgesetzt war. Nach
3tagiger Behandlungsdauer hatte partieller K'-Mangel keinen EinfluR auf die K'-
Konzentration im Wurzeldruckexsudat (Abb. 3.53). Bei den Konzentrationen der anderen
Makronahrstoffe traten ebenfalls keine signifikanten Anderungen gegeniiber den
Kontrollen auf. Entsprechend dazu blieb auch die Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat
unverandert. Anders als bei NOs, kann daher bei lokal begrenztem K'-Mangel die K-

Konzentration im Xylemsaft aufrechterhalten werden.

I Kontrolle (0,45mM K*-NL) [ eine Wurzelhalfte firr 75h in K'-freier NL
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Abb. 3.53 EinfluR von K*-Mangel in einem Wurzelbereich auf die Zusammensetzung des
Wurzeldruckexsudats. Eine Wurzelhélfte wurde in K'-freier NL, die andere Wurzelhélfte in
Kontroll-NL mit 0,45 mMK" inkubiert. Die Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats
(Sammelintervall: 5 - 10 min nach Dekapitieren) wurde um 15.00 Uhr nach 75 h bestimmt.
Als Kontrolle dienten Pflanzen, bei denen das gesamte Wurzelsystem in Kontroll-NL mit
0,45mM K" inkubiert wurde. Die Berechnung der Ladungsbilanz erfolgte anhand der
ermittelten Konzentrationen der anorganischen lonen, wie unter 2.14 beschrieben.
Angegeben sind Mittelwerte + SD (Kontrolle: n = 4, partieller K’-Mangel: n = 8).

3.8.3 Angebot von NH;" und NOs3 in verschiedenen Wurzelzonen

Wenn NO; und NH," gleichzeitig, aber raumlich getrennt angeboten wurden, sank die
NOs-Konzentration im Wurzeldruckexsudat im Vergleich zu rein NOs-ernahrten Kontroll-
pflanzen innerhalb von 7d um 44% ab (Abb. 3.54). Die geringere NO3-Konzentration
fuhrte jedoch nicht zu einer Veranderung der Ladungsbilanz gegentber den Kontrollen,
da die SO,*-und CI'-Konzentration im Wurzeldruckexsudat &quivalent anstieg (Abb. 3.54).

Auch die Konzentration der anderen Nahrstoffe blieb unbeeinflufit.
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I Kontrolle (ImM NOs-NL) [ je eine Wurzelhélfte in 1mM NOs und 1mM NH,"
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Abb.3.54 Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei N-Versorgung durch NOj
und NH," in je einer Wurzelhélfte. Eine Wurzelhélfte wurde in 1 mM NO3-NL, die andere
Wurzelhalfte in 1 mMNH,-NL inkubiert. Die Zusammensetzung des Wurzeldruckexsu-
dats (Sammelintervall: 5-10 min nach Dekapitieren) wurde um 15.00 Uhr nach 7d
bestimmt. Als Kontrolle dienten identisch behandelte Pflanzen, bei denen das gesamte
Wurzelsystem in Kontroll-NL mit 1 mMNO;3 inkubiert wurde. Die Berechnung der
Ladungsbilanz erfolgte anhand der ermittelten Konzentrationen der anorganischen lonen,
wie unter 2.14 beschrieben. Angegeben sind Mittelwerte + SD (Kontrolle: n =4, gemischte
N-Versorgung: n = 6).

Die ermittelten Befunde entsprachen den Ergebnissen bei Anzucht mit 0,5 mM NO;s" und
0,5mMNH," im gesamten Wurzelbereich (Abb. 3.51). Auch hier nahm die NOs-Konzen-
tration im Wurzeldruckexsudat um die Halfte ab und die Ladung wurde durch einen aqui-
valenten Anstieg der SO,”-und Cl-Konzentration ausgeglichen. Gleichzeitig stieg bei
diesem Versuchsansatz die Amino-N-Konzentration an, wodurch die Gesamt-N-Konzen-
trationen im Vergleich zu rein NO3z-erndhrten Pflanzen ausgeglichen war (Abb. 3.51). Die
AS-Konzentration im Wurzeldruckexsudat wurde bei dem in Abb. 3.54 gezeigten Versuch
nicht bestimmt. Es ist jedoch aufgrund der Ergebnisse aus dem Anzuchtversuch davon
auszugehen, dall bei gemischter aber raumlich getrennter N-Versorgung die NOj-
Konzentration im Xylemsaft auch langfristig um 50 % reduziert bleibt, die N-Konzentration

insgesamt jedoch nicht vermindert wird.
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4 Diskussion
4.1 Methodische Aspekte

4.1.1 Gewinnung von Apoplastenflissigkeit an Pappelblattern

Der Nahrstofftransport in héheren Pflanzen erfolgt tUber weite Strecken im Apoplasten.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Langstreckentransport von Nahrstoffen im
Xylem zu charakterisieren. Neben den Xylemgefa3en gehoren auch die Poren der Zell-
wande und die Interzellularen zum Apoplasten (Canny 1995). Fur zukinftige weiterfuh-
rende Untersuchungen zum N&hrstofftransport in Pappeln wurde im Rahmen dieser
Arbeit eine Methode zur Gewinnung von Apoplastenflissigkeit aus Pappelblattern
etabliert (s. 3.2.1).

Apoplastenflissigkeit kann durch verschiedene Methoden gewonnen werden, z.B. nach
Druckapplikation durch Verwendung einer modifizierten Scholanderbombe (Jachetta et al.
1986, Hartung et al. 1988), durch die Perfusions- (Bernstein 1971) und Elutionsmethode
(Long und Widders 1990) oder durch Zentrifugation des Blattgewebes. Die Zentrifugation
erfolgt dabei entweder ohne (Meinzer und Moore 1988) oder mit vorangehender Infiltra-
tion der Blatter (Klement 1965, Terry und Bonner 1980, Speer und Kaiser 1991).

Die ,trockene” Zentrifugation hat gegentber der ,Infiltrations-Zentrifugations-Methode*
den Vorteil unverdinnte Apoplastenflissigkeit zu erhalten. Bei Blattern von Helianthus
annus konnte mit dieser Methode schon bei 1000g Apoplastenflissigkeit gewonnen
werden und die gewinnbare Menge stieg bis 2500 g noch an (Dannel et al. 1995). Bei den
hier untersuchten Pappelblattern hatte die von Dannel et al. (1995) beschriebene
Methode jedoch keinen Erfolg. Erst nach vorangehender Infiltration konnte bei Pappel-
blattern Apoplastenwaschflissigkeit (AWF) gewonnen werden (s.3.2.1). Der gleiche
Befund wurde auch fur Blatter von Vicia faba erhalten (Muhling und Sattelmacher 1995).
Offensichtlich kann die Methode der ,trockenen Zentrifugation* nicht bei alle
Pflanzenarten angewendet werden.

Nach Infiltration und Zentrifugation bei 2610 g lag die Ausbeute an AWF bei Pappelblat-
tern bei 106 pulg'Fwt. (Tab.3.1). Dies entsprach in etwa der gewinnbaren Menge in
Blatter von Brassica napus (170 pl g Fwt. bei 2000 g, Husted und Schjoerring 1995), war
jedoch deutlich geringer als bei Vicia faba, wo schon ab 150 g eine Ausbeute von ca. 420
ul g Fwt. erreicht werden konnte (Miihling und Sattelmacher 1995). Dies ist vermutlich
auf die unterschiedliche Grol3e des gasgefillten Volumens im Blattapoplasten der drei
Spezies zuriickzufiihren (Pappel: 310 pl g*Fwt., s. Tab. 3.2, Brassica: 150 - 270 pl g 'Fwt.,

Vicia: 460 pl gFwt.). Bei der Infiltration wird der Gasraum des Blattapoplasten mit dem
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Infiltrationsmedium gefillt. Je groBer der Gasraum im Blatt ist, desto mehr Flussigkeit
kann infiltriert werden und desto hoher ist daher die Ausbeute an AWF.

Die gewinnbare Menge an AWF steigt zwar mit zunehmender Zentrifugalbeschleunigung
an, gleichzeitig nimmt jedoch die Gefahr der Kontamination durch verletzte Zellen zu. In
dieser Arbeit wurde als Indikator flr cytoplasmatische Kontaminationen die MDH-Aktivitat
herangezogen, da dieses Enzym im Vergleich zu anderen Markerenzymen (HPI fur das
Cytosol, GAP-DH fir das Chloroplastenstroma) vergleichsweise stabil ist. Bei Pappel-
blattern blieb die Kontaminationsrate mit cytoplasmatischen Zellinhaltsstoffen bei einer
Zentrifugalbeschleunigung von 370g - 1470g im Rahmen der Mef3genauigkeit konstant
(<0,25% MDH-AKktivitat in der AWF im Vergleich zum Blattrohextrakt) und stieg erst bei
héherer Zentrifugalbeschleunigung signifikant an. Ahnliche geringe Kontaminationsraten
werden auch fur Hordeum vulgare (0,01 %, Tetlow und Farrar 1993), Vicia (<0,2%,
Muhling und Sattelmacher 1995) und Brassica (<1%, Husted und Schjoerring 1995)
beschrieben. Ldsliche MDH wurde bei Getreidearten jedoch auch im Blattapoplasten
nachgewiesen (Li et al. 1989). Es ist daher anzunehmen, dalR die tatsachliche Kontami-
nationsrate der AWF aus Pappelblattern noch geringer ist, als die durch die MDH-AKktivitét
ermittelte.

Die ,Infiltrations-Zentrifugations-Technik" mit einer Zentrifugalbeschleunigung von 1470 g
ist demnach die geeignete Methode zur Isolierung von AWF aus Pappelblattern. Unter
diesen Praparationsbedingungen kann eine gute Ausbeute (83 plg™Fwt.) bei minimaler

cytoplasmatischer Kontamination (< 0,25%) erzielt werden.

4.1.2 Zuverlassigkeit der Methoden zur Bestimmung von
Nahrstofftranslokationsraten

Aussagen zum Nahrstoffexport von der Wurzel in den Sprol3 kénnen nur anhand von

Translokationsraten getroffen werden (Else et al. 1995). Die Berechnung der Nahrstoff-

translokationsraten erfolgte in dieser Arbeit anhand der N&hrstoffkonzentration im

Wourzeldruckexsudat und der Saftflu3rate unter transpirierenden Bedingungen.

4.1.2.1 Messung der Flu3raten im Xylem

Der Saftflu’ im Xylem wird angetrieben tber (a) den osmotischen Gradienten zwischen
Wurzelapoplasten und den Xylemgefalen, dem sog. Wurzeldruck und (b) dem
Gradienten im Wasserpotential zwischen der Atmosphare, der Pflanze und der Boden-
l6sung, d.h. der Transpiration (Marschner 1995). Die Transpiration tragt dabei, zumindest
in der Lichtphase, sehr viel starker zum Saftflu? im Xylem bei. Der Vergleich der Saftflui3-
raten im Xylem von Tomaten vor und nach Dekapitieren des Sprosses zeigte, dald der

Saftflul nur zu 9% durch den Wurzeldruck angetrieben wurde (Else et al. 1995). Die
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Exsudationsrate nach Dekapitieren des Sprosses ist daher keine geeignete GroRRe zur
Berechnung von Nahrstofftranslokationsraten im Xylem. Die SaftfluBmessungen an Pap-
peln mufdten daher unter transpirierenden Bedingungen erfolgen (s.u. Mel3genauigkeit).
Besonders fir die Berechnung der diurnalen Translokationsraten war es wichtig, schnelle
Anderungen der SaftfluRrate, z.B. nach Licht-Dunkel-Wechsel, sicher quantifizieren zu
kénnen. Die SaftfluBmessung mufdte deshalb mit einer hohen Zeitauflésung erfolgen (s.u.
Zeitaufldsung). Zur Berechnung der Nahrstofftransportraten entlang der Sprof3achse
mul3te aulBerdem der Eintransport von Xylemsaft getrennt fir verschiedene Sprof3-
bereiche ermittelt werden (s.u. SaftfluBmessung entlang der Sprof3achse). Um diese drei
Voraussetzungen zu erfullen, wurde die SaftfluBmessung mit der ,stem heat balance-

Methode" an Pappeln etabliert.

MeRgenauigkeit

Bei der ,stem heat balance-Methode" wird der Saftfluld anhand der Warmeverteilung in
einem SproRRabschnitt nach Zufuhr einer definierten Warmemenge bestimmt (s.2.12.1).
Die Warmeverteilung wird durch Temperatursensoren an der Stammoberflache ermittelt.
Die Methode hat keine Verletzung der Pflanze zur Folge, so dalR die SaftfluRBrate unter
ungestdrten Bedingungen gemessen werden konnte.

Fur eine korrekte Bestimmung der SaftflulRraten missen verschiedene MalRhahmen
getroffen werden, um potentielle Fehlerquellen zu vermeiden (Smith und Allen 1996):

(1) Die Qualitat der MeRdaten hangt mafigeblich von einer korrekten Bestimmung der
radialen Warmeleitfahigkeit (Ksh-Wert, s.2.12.1) ab (Baker und Nieber 1989). Der Ksh-
Wert mu3 unter Bedingungen bestimmt werden, bei denen kein Saftflul herrscht und
wird deshalb typischerweise am Ende der Dunkelperiode durchgefihrt (Steinberg et al.
1989, Dugas et al. 1994). Green et al. (1989) zeigten jedoch, dal auch im Dunkeln
Saftflul im Xylem erfolgen kann. Korrespondierend zu diesem Ergebnis wurde bei den
hier untersuchten Pappeln wahrend der Dunkelphase eine geringe Transpiration der
Blatter beobachtet (Abb. 3.19). Dunkelheit allein ist daher nicht ausreichend, den Saftfluf3
im Xylem zu stoppen. Zur Bestimmung des Ksh-Wertes wurden die Pappeln daher
mehrere Stunden vor der Messung im Dunkeln mit Kunststoffolie umhillt, um eine
gesattigte Luftfeuchte zu erreichen und so Transpiration zu verhindern. Diese Strategie
wurde auch von Steinberg et al. (1989) und Grime et al. (1995) angewendet.

(2) Anderungen der Warmespeicherung im SproRRsegment kénnen zu Fehlern bei der
SaftfluBbestimmung fihren (Groot und King 1992, Shackel et al. 1992). Diese Gefahr
steigt mit abnehmender SaftfluRrate an, ist jedoch bei einem geringen Sprof3durchmesser
minimal (Grime et al. 1995). Zusatzlich kdnnen Temperaturgradienten an der Stamm-

oberflache fehlerhafte Messungen bewirken. Der Spro3durchmesser der hier untersuch-
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ten Pappeln betrug maximal 6 mm. Unterschiede in der Warmespeicherung, insbeson-
dere bei den hohen SaftfluRraten am Tage, kdnnen daher vernachlassigt werden (Grime
et al. 1995). Fehlerhafte Messungen aufgrund von Temperaturgradienten an der Sprol3-
oberflache wurden durch eine sorgfaltige Warmeisolation der MelRmanschetten
vermieden (Gutierrez et al. 1994).

(3) Ein weiteres wichtiges Kriterium fir eine fehlerfreie Messung ist ein optimaler Kontakt
zwischen den Thermosensoren und der Rinde (Weibel und DeVos 1994). Zur Verbes-
serung des Kontaktes wurde bei allen Messungen an Pappeln die unter 2.12.1 beschrie-
benen MalRnahmen durchgefihrt.

Vergleichende SaftfluBmessungen mit der ,stem heat balance-Methode* und der
.gravimetrischen SaftfluBmessung“ (transpirationsbedingte Abnahme der Nahrldsung),
zeigten, daf die oben beschriebenen Malinahmen zur Minimierung potentiellen Fehler-
quellen erfolgreich waren. Die Abweichung zwischen den Methoden lag bei 1% bis
maximal 16 % (s.3.2.3.1). Ahnliche Abweichungen zwischen den beiden Methoden
wurden von Heilmann und Ham (1990) an Ligustrum japonicum (10 %) und von Hussein
und McFarland (1994) an jungen Apfelbdumen beschrieben. Durch die ,stem heat
balance-Methode" konnte daher der Saftflul3 in intakten jungen Pappeln mit einer hohen

MeR3genauigkeit quantifiziert werden.

Zeitaufldsung
Da die ,stem heat balance-Methode” auf der Warmeverteilung im Sprof3 beruht, reagiert

die MeRmethode nicht unmittelbar auf plotzliche Anderungen der FluRBgeschwindigkeit im
Xylemsaft (Baker et al. 1987). Die Zeitauflésung ist jedoch um so besser je hoher die
FluRrate ist. Fur FluRraten, wie sie in der Lichtphase typisch sind, liegt die Zeitauflosung
fur eine korrekte SaftfluBmessung bei 5 min (Baker et al. 1987). In dieser Arbeit wurde die
SaftfluBmessung in 10 min-Intervallen durchgefihrt, um auch die geringeren Saftflu3raten
in der Nacht sicher quantifizieren zu kénnen. Diese Zeitauflésung war ausreichend, die
schnellen SaftfluRanderungen beim Licht/Dunkel-Wechsel zu erfassen, die bei Pappeln
innerhalb von ca. 20 min auftraten (als Beispiel s. Abb. 3.9). Bestatigt wurde dieser
Befund durch die ahnliche Zeitabhangigkeit der Transpirationsrate der Blatter
(belichtungsabhangige Anderungen traten innerhalb von 15 min auf, Abb.3.19). Da die
Transpiration die treibende Kraft fur den Saftflull im Xylem ist, mu3 das Blatt in der
gleichen Zeit oder schneller auf Anderungen der Beleuchtung reagieren.

Im Gegensatz zur ,gravimetrische SaftfluBmessung” (Zeitauflosung: ca. 1h) war die
,Stem heat balance-Methode* daher optimal geeignet schnelle Anderungen der

SaftfluRrate bei Licht-Dunkel-Wechsel zu erfassen.
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SaftfluRBmessungen entlang der SproRachse

SaftfluBraten im Xylem werden oft indirekt Uber den Wasserverlust im Wurzelraum oder
Uber die Wasserabgabe des Sprosses (Transpirationsmessung mit Sprof3kivetten) be-
stimmt. Diese Methoden geben Aufschluld tber den Wassertransport von der Wurzel in
den Sprof3, eine raumliche Aufldsung fur einzelne Sprof3bereiche ist jedoch nicht mdglich.
Im Gegensatz dazu erfolgt die SaftfluBmessung mit der ,stem heat balance-Methode*
direkt am Stamm. Durch simultane SaftfluBmessung an zwei Sprof3positionen derselben
Pflanze konnte im Rahmen dieser Arbeit der Eintransport von Xylemsatft fur verschiedene
Sprol3bereiche der Pappel quantifiziert werden (Abb. 3.10 und 3. 23). Da die MelBmethode
keinen Einflu3 auf das Mikroklima der Pflanze ausibt, entsprechen die so ermittelten
Daten dem ,in situ” SaftfluR unter ungestorten Bedingungen.

Um temperaturbedingte Artefakte bei der SaftfluBmessung mit der ,stem heat balance-
Methode® zu vermeiden, wurde ein Mindestabstand von ca. 20 cm zwischen den beiden
MefRpositionen eingehalten. Die Internodienlange zwischen den voll entfalteten Blattern
der Pappeln betrug jedoch nur ca. 3cm. Eine raumliche Auflésung auf Ebene einzelner
Blatter konnte daher bei der SaftfluBmessung mit der ,stem heat balance-Methode* nicht
erreicht werden. Die SaftfluBmessungen wurden deshalb durch Transpirationsmessungen
an unterschiedlichen Blattalterstadien durch Verwendung von Blattkiivetten erganzt
(Abb. 3.24). Dies diente dazu, den Eintransport von Xylemsaft in die verschiedenen Blatt-
alterstadien indirekt Uber die Wasserabgabe dieser Blatter zu ermitteln.

Die Verwendung von Blattkivetten kann das Mikroklima der Blatter verandern (Smith und
Allen 1996, Schurr 1998). Voraussetzung fur vergleichbare Daten ist jedoch, dafd die
Transpirationsmessung unter den gleichen Klimabedingungen wie die SaftfluRmessung
durchgefihrt werden. Um dies zu gewahrleisten, wurde die Temperatur, die Feuchte und
der CO,-Partialdruck in der Mel3kivette so reguliert, dal3 sie den Bedingungen bei den
SaftfluBmessungen entsprachen (s. 2.13). Die Lichtintensitat war bei den Transpirations-
messungen aus methodischen Griinden (s. 3.2.4) zwar hoher (600 pmol m?s™) als unter
ungestorten Bedingungen (170 umolm™®s™ an den oberen Blattern, variable Lichtinten-
sitdt an den é&lteren Blattern aufgrund starker Selbstbeschattung und standiger Blatt-
bewegung), dies hatte jedoch keinen Einflu auf die Transpirationsrate (Abb. 3.12). Die
Transpirationsmessung erfolgte daher bei vergleichbaren Temperatur-, Feuchte-, CO,-
und Beleuchtungsbedingungen wie die SaftfluBmessungen. Trotzdem besteht bei
Transpirationsmessungen mit Blattkiivetten die Gefahr, den tatsachlichen Eintransport
von Xylemsaft zu Gberschatzen, da der Gasstrom uber die Blattoberflache in der Kivette
meist hoher ist als unter ungestdrten Bedingungen (Schurr 1998). Der Vergleich zwischen
den in situ ermittelten SaftfluRraten und den Transpirationsraten, zeigte jedoch, dal3 dies

unter den gegebenen Bedingungen nicht zutraf (Tab.3.5: Abweichung -1% bis max.
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+30%). Vermutlich ist dies darauf zuriickzufihren, daf3 die Pflanzen auch unter unge-
storten Bedingungen einer starken Luftzirkulation in der Klimakammer ausgesetzt waren.

Der Eintransport von Xylemsatft in einzelne Blatter kann daher anhand der Transpirations-
rate abgeschatzt werden. Diese Daten wurden zur Berechnung der Nahrstofftrans-

lokationsraten in einzelne Blatter herangezogen (s. 3.4.4).

Mit Ausnahme der NMR-Imaging-Technik (Kdckenberg et al. 1997) kann bei allen
Methoden zur Flu3bestimmung im Xylem nicht zwischen aufwartsgerichtetem Xylem-
transport und abwartsgerichtetem Phloemtransport unterschieden werden. Dies gilt auch
fur die ,stem heat balance-Methode”. Die gemessenen Daten entsprechen daher dem
NettofluR von Flissigkeit im untersuchten SprofRbereich. Im Vergleich zur Flu3rate im
Xylem ist die FluRBrate im Phloem transpirierender Pflanzen gering. In Rizinus betrug der
Phloemricktransport von H,O in die Wurzel nur 2% des Xylemtransportes in den Sprof3
(Jeschke und Pate 1991a). Der aus dem abwartsgerichteten Phloemflul3 resultierende
Fehler bei der Bestimmung der Flu3raten im Xylem des Sprosses kann daher vernach-

lassigt werden (Pearcy et al. 1989).

4.1.2.2 Bezugsparameter fur die Berechnung von Nahrstofftranslokationsraten

Die Zusammensetzung des Xylemsaftes und die SaftfluBrate im Xylem konnten nicht
gleichzeitiy an denselben Pflanzen bestimmt werden. Zur Berechnung der
Translokationsraten im Xylem muf3ten die Daten daher tber pflanzeninterne Parameter
(Frischgewicht) angeglichen werden.

Die Stoffkonzentrationen im Xylemsaft sind unabhéngig von der Pflanzengré3e. Im
Gegensatz dazu ist die FluRrate im Xylem abhangig von der Transpiration der Blatter und
sollte daher, unter identischen Klimabedingungen, eng mit der Blattmasse korreliert sein.
In der Lichtphase ist die Transpiration die entscheidende GréRRe fur den Xylemflu3. Das
Absinken der SaftfluBraten nach Beginn der Dunkelphase wird dagegen auf den Wechsel
von transpirationsgetriebenem Saftflul? zu osmotisch getriebenem Saftfluld zurtickgefthrt
(Crossett 1968). Bei den hier untersuchten Pappeln konnte jedoch auch in der Dunkel-
phase Transpiration der Blatter beobachtet werden (Abb. 3.9). Dies deutete darauf hin,
dafd auch in der Nacht der Saftflud zu einem gewissen Anteil Gber die Transpiration
angetrieben wird. Die Exsudationsrate nach Dekapitieren des Sprosses kann als Mal} fir
den osmotisch angetriebenen Anteil des Saftflusses herangezogen werden (Else et al.
1995). Vergleicht man die Exsudationsraten mit den tatsachlichen SaftfluBraten
(Tab. 4.1), wird deutlich, dal3 bei den hier untersuchten Pappeln der Saftfluf? auch in der
Nacht vorwiegend (zu 88 %) Uber die Transpiration angetrieben wurde. Entsprechend

bestand sowohl in der Lichtphase als auch in der Dunkelphase eine klare Korrelation
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zwischen SaftfluBrate und Blattfrischgewicht (Abb.3.11). Da der SaftfluR in der
Lichtphase zu einem grof3eren Anteil Uber die Transpiration angetrieben wurde (Tab. 4.1),

war die Korrelation in der Lichtphase enger (Abb. 3.11).

Tab. 4.1 Osmotisch angetriebener Anteil des Saftflusses im Xylem in der Licht- und in
der Dunkelphase. Als MaR flir den osmotisch angetriebenen Anteil des Saftflusses diente
die Exsudationsrate nach Dekapitieren des Sprosses in der Licht- und Dunkelphase (s.
Abb. 3.6). Die SaftflulRraten entsprechen den in Abb.3.17 angegebenen Werten. Dar-
gestellt ist jeweils die mittlere Rate in der Licht- und Dunkelphase + SD (n = 23-96).

in situ-Saftflufd osmotisch angetriebener Saftflufd
(stem heat balance-Methode) (Exsudationsrate)
(ml g 'Fwt. h™) (ml g™ 'Fwt. h™) Anteil am Saftflu
Lichtphase 0,275 + 0,026 0,016 £+ 0,004 6 %
Dunkelphase 0,117 + 0,014 0,014 + 0,003 12 %

Die Ergebnisse zeigen, daf} das Blattfrischgewicht im Licht und im Dunkeln als Bezugs-
groRe fur den Saftflul herangezogen werden kann. Das gleiche gilt auch fur das Sprof3-
frischgewicht und das Gesamtfrischgewicht (Tab.3.4), da die Frischgewichtverteilung
zwischen den verschiedenen Pflanzenorganen bei allen untersuchten Pappeln annéhernd
konstant war. Zur Berechnung der Na&hrstofftranslokationsraten wurden die an unter-
schiedlichen Pflanzen ermittelten Daten zum Xylemsaftzusammensetzung und zum Saft-

flul? daher Uber das Frischgewicht angeglichen (s. 2.14).

4.1.2.3 Analyse der Xylemsaftzusammensetzung durch Verwendung von Wurzel-
druckexsudaten

Das Hauptproblem bei der Gewinnung von Xylemsaft besteht darin, da der Druck im
Xylem intakter transpirierender Pflanzen unterhalb des Atmospharendrucks liegt
(Zimmermann et al. 1994). Um einen Austritt von Xylemsaft (Exsudation) zu erreichen,
mul3 der Druck im Xylemsaft kiinstlich Gber den Atmosphéarendruck angehoben werden.
Dies kann entweder durch Applikation von pneumatischem Druck im Wurzelraum
erfolgen oder, wie in dieser Arbeit, durch Dekapitieren des Sprosses. Durch Abschneiden
des Sprosses, d.h. des transpirierenden Gewebes fallt die negative Druckkomponente im
Xylemsaft weg. Aufgrund des positiven Wurzeldrucks kann unter diesen Bedingungen bei
vielen Pflanzen eine Exsudation von Xylemsaft aus der Schnittstelle beobachtet werden.
Der ,Wurzeldruck®” ist ein Resultat der Xylembeladung mit lonen und anderen osmotisch
wirksamen Substanzen. Dies fuhrt zu einer erhéhten Konzentration im Xylem gegeniber
dem Apoplasten im Zentralzylinder und bewirkt einen osmotisch getriebenen Wasser-
einstrom in die Xylemgefaf3e (Schurr 1998).
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Ob durch Analyse von Wurzeldruckexsudat die tatséchliche Xylemsaftzusammensetzung
intakter Pflanzen erfal3t werden kann, wird von vielen Autoren kritisch diskutiert (Schurr
und Schulze 1995, Schurr 1998, Guzman et al. 1995, Else et al. 1994, Else et al. 1995).
Folgende Faktoren kdnnen dabei zu Fehlern fuhren:

(1) Durch das Abschneiden werden Pflanzenzellen verletzt. Dies 16st Wundreaktionen
der Pflanze aus und kann zu einer Kontamination des Wurzeldruckexsudats fiihren.
Besonders kritisch ist dabei die Verletzung der Rinde bzw. der Phloemgefalie, da die
Stoffkonzentrationen im Phloem sehr viel héher sind als im Cytoplasma und im Xylem
(Marschner 1995). Um die Kontaminationsgefahr so gering wie méglich zu halten, wird
deshalb typischerweise die Schnittstelle gesplilt, getrocknet und/oder das direkt nach
Abschneiden austretende Exsudat verworfen (Ferguson 1980, Anderson und Brodbeck
1989, Wolf et al. 1990a). Else et al. (1994) zeigte, dal’ bei Tomaten die erste Probe nach
Dekapitieren tatséachlich kontaminiert war, die darauffolgenden Proben jedoch nicht mehr.
Beide MalRnahmen zur Minimierung der Kontaminationsgefahr wurden bei der Gewinnung
von Wurzeldruckexsudat an Pappeln durchgefihrt (s. 2.4.1). Eine Kontamination durch
Phloembestandteile kann bei Pappeln vollkommen ausgeschlossen werden, da es auf-
grund der verholzten SprofRbasis mdglich war, die Rinde vollstandig abzuschélen.

(2) Nach Abschneiden des Sprosses ist der Phloemimport in die Wurzel unterbrochen.
Dies kann zu einem Mangel an Kohlehydraten fir Stoffwechselvorgange
(Energiegewinnung, Nahrstoffassimilation, Xylembeladung etc.) fihren. Auch ein direkter
Effekt auf die Nahrstoffkonzentration im Xylemsaft ist denkbar, da z.B. ein hoher Anteil
der AS und von K' im Xylem aus dem Phloemimport in die Wurzel stammt (Jeschke et al.
1985, Cooper und Clarkson 1989). Zuséatzlich kann eine veranderte Nahrstoffaufnahme
die Nahrstoffverfugbarkeit fur die Xylembeladung herabsetzen. Das Dekapitieren kann die
Nahrstoffaufnahme z.B. Uber den Wegfall von Regulationssignalen aus dem Sprof3
(Marschner et al. 1996), einem limitiertem Energieangebot (Bloom und Caldwell 1988)
oder Uber direkte Effekte auf das Membranpotential der Cortexzellen (Graham und
Bowling 1977) beeinflussen. Bloom und Caldwell (1988) beobachteten, dal3 die Netto-
aufnahmeraten fiir NOs, NH," und K*, die Wurzelrespiration sowie die Glucose- und
Saccarosegehalte in Tomatenwurzeln erst 2h nach Dekapitieren vermindert waren. In
dieser Arbeit wurde Wurzeldruckexsudat bis maximal 20 min nach Dekapitieren gesam-
melt. Ein Einflu3 auf die Xylemsaftzusammensetzung durch eine veranderte N&hrstoff-
aufnahme oder Energielimitierung ist daher auszuschlief3en.

(3) Die Hauptfehlerquelle bei der Analyse von Wurzeldruckexsudaten besteht darin,
daRR das Abschneiden des Sprosses die FluR3rate im Xylem stark herabsetzt. Die Stoff-
konzentrationen im Xylem sind jedoch abhangig von der Flu3rate, wobei die

Konzentration mit steigender Flu3rate zunehmend verdinnt wird (Fiscus 1975 und 1977,
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Munns 1985). Entsprechend fiuhrt die verminderte Flu3rate nach Dekapitieren zu einer
Konzentrationszunahme im Wurzeldruckexsudat, so dal3 Wurzeldruckexsudate nicht die
Xylemsaftzusammensetzung intakter Pflanzen reflektieren (Schurr und Schulze 1995,
Schurr 1998). Diese Konzentrationszunahme wurde auch bei den hier untersuchten Pap-
peln beobachtet. Sie trat jedoch erst mit einer Zeitverzégerung von ca. 10 min auf
(Abb. 3.8), was vermutlich auf ein hohes Gesamtvolumen in den XylemgefaRen von Pap-
peln zurickzufuhren ist. Im Vergleich zu jungen krautigen Pflanzen hatten die untersuch-
ten Pappeln ein grofRes Wurzelsystem (ca. 40 g). Daher war das Volumen in den Xylem-
gefalRen vergleichsweise hoch, besonders in den Grobwurzeln mit sekundarem Dicken-
wachstum. Das apoplastische Volumen entspricht etwa 5% des Gesamtvolumens der
Wourzel (Grignon und Sentenac 1991). Unter der Annahme, dal3 das Wurzelgewebe eine
Dichte von 1 hat, wirde das apoplastische Volumen einer 40 g schweren Wurzel 2 mi
betragen. Auch unter Beriicksichtigung, dalR nicht alle XylemgefaRe dem Nahrstoff-
transport dienen und das Volumen in den Zellwanden einen gewissen Anteil am Wurzel-
apoplasten hat, kann das Volumen leitender Xylemgefal3e héher eingeschétzt werden, als
das Uber 10 min gewonnene Volumen an Wurzeldruckexsudat. Dies lag bei einer 409
schweren Wurzel bei ca. 0,2 ml (Abb. 3.4) und entspricht damit nur 10 % des kalkulierten
apoplastischen Gesamtvolumens.

Wourzeldruckexsudat, das innerhalb von 10 min nach Dekapitieren gewonnen wird, ent-
spricht daher dem Xylemsatft in intakten Pflanzen. Bei den Versuchen zum Einflul3 des
Tagesgangs auf die Nahrstoffkonzentration in Xylemsaft wurden alle Proben bis 10 min
nach Dekapitieren gewonnen (Abb. 3.14). Die auf dieser Basis berechneten Na&hrstoff-
translokationsraten entsprechen deshalb denen von intakten Pflanzen (Abb. 3.18). Bei
den Versuchen zum Einflu des N&ahrstoffangebots auf die Xylemsaftzusammensetzung
wurde Wurzeldruckexsudat teilweise zwischen 10-20 min nach Dekapitieren gewonnen
(das Sammelintervall ist bei den einzelnen Experimenten angegeben). Da bei diesen
Proben methodisch bedingte Artefakte nicht vollstéandig ausgeschlossen werden kénnen,

dienten identisch behandelte Kontrollpflanzen als Referenz.

Die in Abb. 3.8 gezeigten Daten zur zeitabhé&ngigen Konzentrationszunahme im Wurzel-
druckexsudat dienten dazu, die Qualitat des Wurzeldruckexsudats zu charakterisieren
(s.0.). Die tageszeitbedingten Variationen geben jedoch auch Aufschlul3 Gber mdgliche
diurnale Anderungen bei der Xylembeladung mit N&hrstoffen.

Um 10.00 Uhr und 18.00 Uhr war die SaftfluBrate und auch die Transpirationsrate intakter
Pappeln gleich (Abb.3.17 und Abb. 3.19). Auch die Exsudationsrate nach Dekapitieren
der Pflanzen blieb annahernd konstant (Abb. 3.6). Das Abschneiden des Sprosses flhrte
daher zu beiden Tageszeiten zu einer identischen Abnahme der FluRrate im Xylem. Bei

gleicher Xylembeladung ware unter diesen Bedingungen zu beiden Tageszeiten eine
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identische Konzentrationszunahme im Wurzeldruckexsudat zu erwarten gewesen. Dies
war aber nicht der Fall. Die Zunahme der NAahrstoffkonzentration bis 30 min nach
Dekapitieren war um 18.00 Uhr deutlich geringer als um 10.00 Uhr (Tab. 3.3). Dieser
Befund deutet darauf hin, daf® die Nahrstoffbeladung des Xylems im Verlauf der Licht-
phase abnimmt. Bei den untersuchten Pappeln wurde der SaftfluR auch in der Nacht zu
einem hohen Anteil Gber die Transpiration angetrieben (Tab.4.1). Entsprechend dazu
ware auch in der Nacht ein Konzentrationsanstieg im Wurzeldruckexsudat nach
Dekapitieren zu erwarten gewesen. Die Nahrstoffkonzentrationen im Wurzeldruckexsudat
blieb jedoch Uber 30 min konstant oder stieg nur geringflgig an (Tab. 3.3: 2.00 Uhr). Auch
dies kdnnte auf eine verminderte Xylembeladung in der Nacht zurtickzufiihren sein.

Die beschriebenen Daten kdnnen als ein Indiz fur eine tageszeitabhangige Regulation der
Xylembeladung mit N&hrstoffen herangezogen werden. Dieser Aspekt wird in Kapitel
4.3.3 ausfihrlich diskutiert.

4.2 Stickstofftransport im Xylem nitraternahrter Pappeln

421 Ortder NO3z-Assimilation

In welcher Form Stickstoff bei nitraternahrten Pflanzen in den Sprof3 transportiert wird
hangt maRgeblich davon ab, in welchem Pflanzenorgan (Wurzel oder Blatt) die NOj-
Reduktion erfolgt. Bei NH," als N-Quelle im Wurzelraum wird Stickstoff dagegen aus-
schlie3lich in der Wurzel assimiliert (Lee und Ratcliff 1991).

Bei der Verteilung der NO3z-Assimilation zwischen Wurzel und Sprof3 bestehen artspezi-
fische Unterschiede (Pate 1973, Smirnoff und Stewart 1985, Andrews 1986, Andrews et
al. 1992). Bei krautigen Pflanzen gemalRigter Klimate kann das Verhaltnis zwischen NO; -
Assimilation sehr unterschiedlich sein. Bei einem NO3-Angebot von 1 mM erfolgt die NO3’
-Assimilation beispielsweise bei Lupinus und Vicia Uberwiegend in der Wurzel, bei
Xanthium und Stellaria dagegen vorwiegend im Sprof3 (Pate 1973, Andrews 1986). Im
Gegensatz dazu ist bei mehrjahrigen holzigen Arten gemafigter Klimate die Wurzel der
bevorzugte Ort der NOs;-Reduktion (Pate 1973, Andrews 1986). Beispiele flir Baumen
geben die Untersuchungen von Scheromm und Plassard (1988) an Pinus und von Gojon
et al. (1991) an Prunus persica. Bei beiden Baumarten wurde NO;3 bei einem externem
Angebot von ca. 1 mM vorwiegend in der Wurzel reduziert. Andererseits fanden Glavac
und Jochheim (1993) hohe NOj;-Konzentrationen im Xylemsaft des unteren Sprof3-
bereichs von Buchen (ca. 35% der Gesamt-N-Konzentration), was auf einen deutlichen
Anteil des Sprosses bei der NOj-Assimilation schliel3en [aRt. Dies zeigt, daf3 auch bei
Baumen der Sprol3 eine wichtige Funktion bei der NOj-Reduktion haben kann. Die

Befunde der vorliegenden Arbeit bestatigen dies. Ahnlich wie bei Buchen (Glavac und
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Jochheim 1993) wurde bei dem hier untersuchtem Pappelklon (Populus tremula x
Populus alba) ein hoher NO3-Anteil im Xylemsaft ermittelt (52 %, s. Tab. 3.11: Kontrolle).
Diese Daten entsprechen den Befunden an ahnlich alten Balsampappeln (Populus
trichocarpa), die unter gleichen Bedingungen angezogen wurden (Langheinrich 1991).
Das Verhdltnis zwischen NOs; und Amino-N im Xylemsaft reflektiert jedoch nicht das
Verhaltnis zwischen N-Assimilation in Wurzel und Sprof3, da Amino-N zwischen Wurzel
und Sprof} zirkuliert (Simpson et al. 1982, Larson et al. 1991, Marschner et al. 1997). Ein
Teil der reduzierten N-Verbindungen im Xylemsaft entspricht daher Amino-N aus dem
Sprol3 (Cooper und Clarkson 1989). Das Verhaltnis von NO3 zu Amino-N im Xylemsaft
fuhrt deshalb zu einer Uberschatzung der tatsdchlichen NOs-Reduktion in der Wurzel
(van Beusichem et al. 1988). Dies wird deutlich, wenn man die Verteilung der NR-Aktivitat
als Mal3 fur die NOz-Assimilation in Wurzel und Sprof3 heranzieht (s.3.5). Berechnet
anhand der NR-Aktivitat, erfolgte die NOs-Assimilation im untersuchten Pappelklon zu
92 % in den Blattern und nur zu 8 % in den Feinwurzeln (Tab. 3.6). Die NR-Aktivitat in den
Blattern wurde dabei ,in vitro* bestimmt, wogegen die NR-Aktivitat in den Feinwurzeln ,in
vivo* ermittelt wurde. Vorversuche zeigten jedoch, dal3 die NR-Aktivitat in Blattern im ,in
vivo“- und im in vitro“-Test identisch war (s. 3.2.5). Die in Tab. 3.6 angegebene NR-
Aktivitat in Blattern und Feinwurzeln sind daher direkt vergleichbar und reflektieren die ,in
vivo“-Situation.

Aber auch mit der NR-Aktivitat als Indikator fir die NOs-Assimilation kann keine exakte
gquantitative Aussage zur Verteilung der NOjs-Assimilation zwischen Sprof3 und Wurzel
getroffen werden. Da die NOz-Assimilation in den jingeren Pappelblattern auf eine konti-
nuierliche NO3-Zufuhr durch das Xylem angewiesen war (s. 3.4.3), mul3te die NR-AKktivitat
mit Zusatz von NOj, d.h. ohne Substratlimitierung, bestimmt werden. Die ermittelten
Daten geben daher die maximal erreichbaren Aktivitaten in der Wurzel und im Sprof3
wieder. Ob die NOs-Anlieferung durch das Xylem unter lebenden Bedingungen (,in situ®)
ausreichend war, maximale NOs-Assimilation im Sprof3 zu ermdglichen, ist jedoch frag-
lich. Aufschluf3 gibt der Vergleich zwischen der NR-Aktivitat und den tatséchlichen NOj™-
Eintransportraten in die Blatter (Abb. 3.29). Die Daten zeigen, dal3 die NOs-Assimilation
der jungsten Blatter durch die NO3-Verfugbarkeit limitiert war, wogegen die NOz-Zufuhr
in alteren Blattern der maximal mdglichen Umsatzrate entsprach. Eine Substratlimitierung
der NR-Aktivitat in der Wurzel ist dagegen unwahrscheinlich, da die NOz-Aufnahmerate
in die Wurzel 12fach hoher war als die maximal mdgliche Umsatzrate in den Feinwurzeln
(NRA: 0,5pmol h™ g™ 'Fwt. Feinwurzeln, Tab. 3.6 - NOz-Aufnahme: 6 pmol h™ g 'Fwt.Fein-
wurzeln bzw. 0,7 pmol h™* g *Fwt.gesamt, Abb. 3.20). Die Verwendung der NR-Aktivitat als
Mal3 fir die Verteilung der NOz-Assimilation zwischen Wurzel und SproR3 kénnte daher zu

einer Uberschatzung der tatsachlichen NO5-Assimilation im SproR gefiihrt haben.



Diskussion 112

Andererseits konnten in der Wurzel maximal 8% vom aufgenommenem NOj; auch
umgesetzt werden (s.0.. NRA im Vergleich zur NOjz-Aufnahmerate). Dies entsprach
genau der durch die NR-Aktivitdt ermittelten Verteilung der NOs-Assimilation zwischen
Wurzel und Sprof3 (Tab. 3.6: 92 % in den Blattern, 8 % in den Feinwurzeln).

Berucksichtigt man alle hier vorgelegten Daten, wird deutlich, da? NOs-Assimilation beim
untersuchten Pappelklon fast ausschlie3lich (vermutlich zu tber 90 %) im Sprof3 erfolgte.
Diese Schluf3folgerung wird dadurch bestatigt, dal3 die Aufnahmerate in die Wurzel der
berechneten Transportrate im Xylem entsprach (s.3.3.5). Der Vergleich der zur Inter-
pretation herangezogenen Befunde ist zuldssig, da alle Daten zu einer ahnlichen Tages-

zeit ermittelt wurden.

Wie ist dieser fir Baume ungewohnlich hohe Anteil des Sprosses bei der NO3-Reduktion
der untersuchten Pappeln zu erklaren?

Bei der Interpretation der Daten missen die Anzuchtbedingungen und das Alter der Pap-
peln bericksichtigt werden, da beide Faktoren einen starken Einflul3 auf die Verteilung
der NOz-Reduktion zwischen Sprol3 und Wurzel austiben (Lexa und Cheeseman 1997).
Beispielsweise steigt der Anteil der NOs-Reduktion in Sojawurzeln mit zunehmendem
Alter an (Hunter et al. 1982). Auch eine geringere Temperatur im Wurzelraum als in der
Luft fuhrt zu einer gesteigerten NOz-Assimilation in der Wurzel (Deane-Drummond et al.
1980). Am besten beschrieben ist der Einflu? des NO3-Angebots. Bei vielen krautigen
Pflanzen (Wallace und Pate 1965, Oscarson und Larson 1986, Andrews et al. 1992,
Peuke et al. 1994, 1996, Agrell et al. 1997) und auch in Baumen (Gojon et al. 1991)
nimmt die Funktion des Sprosses bei der NO3-Reduktion mit steigendem NO;-Angebot

zu. Aber nicht nur das NOjz-Angebot, sondern auch die Verfigbarkeit anderer lonen
beeinflussen das Verhéaltnis der NOj-Reduktion zwischen Wurzel und Sprof3. Das

wichtigste Beispiel hierfiir ist die Verfugbarkeit von K als Gegenkation fiir den NO;-

Transport im Xylemsaft. K’-Mangel fiihrt zu einem verminderten NO3-Transport in den
Sprof3 und bewirkt eine erhdhte NO3z-Assimilation in der Wurzel (Rufty et al. 1981, Forster
und Jeschke 1993). In einem &hnlichen Zusammenhang kann auch der stimulierende
Effekt von SalzstreR auf die NOs-Assimilation in der Wurzel interpretiert werden. Ein ver-
minderter NOz-Transport im Xylem aufgrund erhgéhten Cl'-Transports im Xylem (Peuke et
al. 1996) oder Inhibierung der K*-Aufnahme (Cramer und Lips 1995, Cramer et al. 1995)
durch hohe externe NaCl-Konzentrationen fihrt zu einer verstarkten NOs-Assimilation in
der Wurzel. Hohe externe Salzkonzentrationen haben jedoch aufgrund einer verminder-
ten NOz-Aufnahme und einer reduzierten Transpiration der Blatter auch einen direkten
Effekt auf den NOz-Fluf ins Xylem und den Transport in den Sprof3 wodurch die NOj-

Assimilation in der Wurzel stimuliert wird (Cramer und Lips 1995, Cramer et al. 1995).
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Die hier untersuchten jungen Pappeln (Alter: 3-4 Monate) wurden hydroponisch (N-
Quelle: 1 mM NOg) unter kontrollierten Klimabedingungen (22°C am Tag, 18°C in der
Nacht) angezogen. Das K'-Angebot in der verwendeten Nahrlésung war ausreichend, um
einen maximalen NOz-Transport in den Sprof3 zu ermdglichen. Dies wurde daran deut-
lich, daR die NOs-Konzentration im Xylemsaft trotz erhdhtem K'-Angebot konstant blieb
(Tab. 3.9). Alle diese Faktoren begtinstigen die NOs-Reduktion im Sprol3. Der deutlich
héhere Anteil der NOs-Assimilation im Sprof3 kann daher auf das geringe Alter der unter-
suchten Pappeln (Hunter et al. 1982), die hohe Temperatur im Wurzelraum (Deane-
Drummond et al. 1980), eine hohe NO;s-Verflgbarkeit (Peuke et al. 1994, Gojon et al.
1991) und eine optimale K*-Versorgung (Rufty et al. 1981, Forster und Jeschke 1993)
zuriickzufiihren sein. Die erhaltenen Befunde sind daher nicht mit denen an adulten
Baumen im Freiland zu vergleichen. Unter Freilandbedingungen kann eine geringe NO3-
Verfligbarkeit in Béden und eine geringe Bodentemperatur zu einer verminderten NOs™-
Aufnahme fihren (Geliler et al. 1998a und 1998b) und damit auch die Verteilung der
NOs -Assimilation beeinflussen.

Das Alter und die Anzuchtbedingungen haben zwar einen erheblichen Einflu, sie sind
jedoch nicht allein bestimmend fur die Verteilung der NOs;-Reduktion zwischen Sprof3 und
Wourzel. Dies wird deutlich, wenn man die Befunde der hier untersuchten Pappelart mit
den Ergebnissen von Gojon et al. (1991) an 2 Monate alten Pfirsichbdaumen (Prunus
persica) vergleicht. Die Verteilung der NOjz-Reduktion zwischen Wurzel und Sprof3 in
Prunus wurde durch N-Markierung unter vergleichbaren Bedingungen wie in Pappeln
ermittelt (hohe Temperatur im Wurzelraum, NO3-Angebot in der NL: 0,5, 1,5 oder 10 mM,
hohe K'-Versorgung). Die Funktion des Sprosses bei der NOj-Assimilation stieg mit
zunehmenden NOj;-Angebot zwar an, aber selbst bei 10 mM externem NOj erfolgte
NOs-Reduktion nur zu 42% im Sprof3. Bei 1,5mM NOj3; wurden nur 23% vom
aufgenommenen NOj3; im Sprof3 reduziert (Gojon et al. 1991). Bei Pappeln dagegen
erfolgte NO3-Assimilation schon bei 1 mM externem NOj fast vollstandig im SproR3 (s.0.).
Trotz vergleichbaren Alters und &hnlicher Wachstumsbedingungen unterscheiden sich die
beiden Baumarten daher deutlich bei der Verteilung der NOs-Reduktion zwischen Wurzel
und Sprof3. Der Grund dafur ist vermutlich der unterschiedliche NOj-Bedarf bzw. die
unterschiedliche Wachstumsrate der beiden Arten. Nach Gojon et al. (1991) ist die hohe
NO;-Reduktion in der Wurzel von Prunus nicht auf eine artspezifisch hohere Kapazitat fur
NOs-Reduktion in diesem Pflanzenorgan zurlckzufthren, sondern ist vielmehr ein
Ergebnis der geringen NOjs-Aufnahmerate aufgrund des geringen NOjz-Bedarfs in
Prunus. Eine verminderte NO3-Aufnahme fuhrt zu einem verminderten NO5 -FIuRR in den
Zentralzylinder was wiederum eine verstarkte Kompetition zwischen NOjz-Reduktion im

Wourzelgewebe und NOz-Transport in den Sprofd zur Folge hat. Entsprechend der Hypo-
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these von Gojon et al. (1991) ist daher der NOj-Bedarf bzw. die Wachstumsrate
ausschlaggebend fur die Verteilung der NOz-Reduktion zwischen Wurzel und Sprof3. Im
Vergleich zu anderen Baumen sind Pappeln extrem schnellwlichsig. Entsprechend dazu
wird NO3 mit einer @hnlich hohen Rate wie bei schnellwiichsigen krautigen Arten auf-
genommen. Bei den hier untersuchten Pappeln lag die Aufnahmerate in der Lichtphase
bei ca. 6 umolh™ g 'Fwt.Feinwurzeln. Bei Gerste und Zuckerrilben wurden unter ver-
gleichbaren experimentellen Bedingungen Aufnahmeraten von 8 pumol h™ g Fwt.Wurzel
(Siebrecht et al. 1995) bzw. 5 pmol h™ g*Fwt.Wurzel (Mack und Tischner 1990) ermittelt.
In Prunus lag die maximale NOs-Aufnahmerate dagegen nur bei 1,6 pmol h™ g™'Fwt.Fein-
wurzeln (Gojon et al. 1991).

Dal3 die untersuchten junge Pappeln NOs™ vorwiegend im Sprof3 reduzieren, ist durch den
hohen NOgj-Bedarf fur schnelles Wachstum begriindet, wobei die gewahlten Wachstums-
bedingungen (hohe NOs; und K'-Verfiigbarkeit, hohe Wurzeltemperatur) begiinstigend
auf die NO3 -Reduktion im Sprof3 wirken.

4.2.2 N-Transportformen im Xylem

Da in nitraterndhrten Pappeln der Sprof3 der Hauptort der NOz-Reduktion ist (s. 4.2.1),
wurde Stickstoff Gberwiegend in Form von NOj in den Sprof3 transportiert (Tab. 3.11:
52 % NO; von Gesamt-N).

NH," konnte entweder nicht oder nur in sehr geringen Konzentrationen im Xylemsaft
nachgewiesen werden (0,2% der Gesamt-N-Konzentration, Tab. 3.11). Dies entspricht
den Befunden an fast allen anderen krautigen und holzigen Arten (Geller et al. 1998a,
Peuke und Jeschke 1993). Es wird daher als gesichert angesehen, daR NH," keine
Funktion als N-Transportform fir den Langstreckentransport hat (Sechley et al. 1992,
Oaks 1994, Glass und Siddiqui 1995, Marschner 1995, Lam et al. 1996). Dies gilt sowohl
bei NH,"-Aufnahme aus dem Medium (NH, -Ernéhrung) als auch fiir freigesetztes NH,"
aus der NOz-Assimilation in der Wurzel (NOs-Erndhrung). Bei der NH,"-Assimilation
werden etwa agimolare Mengen an Protonen freigesetzt (Raven 1986). Um den pH-Wert
im Cytosol aufrechtzuerhalten, miissen diese entfernt werden. In der Wurzel kann dies
durch H*-Abgabe ins Medium erfolgen (Raven und Smith 1976, Marschner et al. 1991).
Der Sprof3 dagegen besitzt nur eine eingeschrénkte Kapazitat tiberschissige Protonen zu
neutralisieren (Raven 1986). Fur Pflanzen ist es daher ginstiger NH," in der Wurzel zu
assimilieren und dann in Form reduzierter N-Verbindungen in den Sprof3 zu transpor-
tieren. Eine Ausnahme davon scheint Brassica napus zu sein, wo bei hoher externer
NH, -Konzentrationen (12mM) bis zu 8 mM NH," im Xylemsaft nachgewiesen wurde.
Dies entsprach einem Anteil von 11 % der Gesamt-N-Konzentration (Finnemann und
Schjoerring 1999).
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Reduzierte N-Verbindungen als Transportform im Xylem haben meist ein hohes N:C-
Verhéaltnis (=0,4) um einen effektiven N-Transport bei minimaler Festlegung von C-
Skeletten zu ermdglichen (Pate 1972). Entsprechend der bevorzugt transportierten N-
Verbindung im Xylemsaft werden Baume in drei Typen eingeteilt (Reuter und Wolffgang
1954, Reuter 1957). (1) Citrullin-Typ: Transport von Citrullin, N:C =0,5; (2) Allantoin-Typ:
Transport von Allantoin bzw. Allantoinsédure, N:C = jeweils 1; (3) Amid-Typ: Transport von
Glutamin und Asparagin, N:C =0,4 bzw. 0,5.

In Populus deltoides liegt der Glutaminanteil im Xylemsaft bei 60-70% vom Gesamt-
Amino-N, den zweithdchsten Anteil hat Asparagin (Dickson 1979). Auch in Populus
trichocarpa ist Glutamin die bevorzugte Transportform fur reduzierten Stickstoff (Vogl und
Boritz 1963) und entspricht 80% der Gesamt-Amino-N-Konzentration (Langheinrich
1991). Pappeln sind daher dem Amid-Typ zuzuordnen. Dies wird durch die Befunde der
vorliegenden Arbeit bestatigt. Bei der hier untersuchten Pappelart (Populus tremula x
Populus alba) wurde reduzierter Stickstoff zu 92% in Form von Glutamin (68 %) und
Asparagin (24 %) in den Sprof3 transportiert (Tab. 3.11: Kontrolle).

Die dominante Rolle der Amide, insbesondere Glutamin, beim Langstreckentransport im
Xylem zeigt sich auch bei vielen krautigen Pflanzen (Peuke und Jeschke 1993) und
anderen Baumarten, wie Fagus sylvatica, Picea abies (Schneider et al. 1996, Weber et
al. 1998, Geliler et al. 1998a) und Salix (Sauter 1981). Die Amino-N-Zusammensetzung
im Xylemsaft variiert jedoch im Freiland in Abhangigkeit von der Jahreszeit.
Beispielsweise treten bei Salix jahresperiodische Schwankungen des Glutaminanteils im
Xylemsaft zwischen 1-77 % auf, wobei die hochsten Anteile (>65%) wahrend des
Blattaustriebs ermittelt werden (Sauter 1981). Glutamintransport scheint daher mit

gesteigertem N-Bedarf fir Wachstumsprozesse zu korrelieren.

Insgesamt lag der Anteil reduzierter N-Verbindungen im Xylemsaft nitraternahrter
Pappeln bei 48 % der Gesamt-N-Konzentration. Die restlichen 52 % entsprachen NOj
(Tab. 3.11). Im Gegensatz zu NO3 kénnen reduzierte N-Verbindungen via Phloem und
Xylem zwischen Wurzel und Sprof3 zirkulieren (Simpson et al. 1982, Larson et al. 1991,
Marschner et al. 1997). Ein Teil der reduzierten N-Verbindungen im Xylemsaft entspricht
daher Amino-N aus dem Sprof3. Untersuchungen an Weizen und Reis zeigen, dal} dieser
Anteil Uber 60 % der Amino-N-Konzentration im Xylemsaft ausmachen kénnen (Cooper
und Clarkson 1989). Wie unter 4.2.1 erlautert, erfolgte die NO3-Reduktion und damit die
Synthese von Amino-N-Verbindungen bei den hier untersuchten Pappeln fast ausschliel3-
lich im Sprof3. Es ist daher davon auszugehen, dal® der Hauptanteil der Amino-N-Fraktion
im Xylemsaft der Pappeln im Sprol3 synthetisiert, ber das Phloem in die Wurzel trans-

portiert und dann ins Xylem geladen wurde.
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4.3 Einflul3 des Tagesgangs auf den Nahrstofftransport von der Wurzel in den
Sprof3

Der Einflul? des Tagesgangs auf die Nahrstoffaufnahme und -assimilation ist Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen. Die NOj3- (Pearson und Steer 1977, Clement et al. 1978,
Delhon et al. 1995ab und 1996ab, Ourry et al. 1996) und K*-Aufnahme (Le Bot und Kirkby
1992) zeigen eine deutliche Abhéngigkeit vom Tagesgang. Das gleiche gilt fur die NO3-
Assimilation (Hagemann et al. 1961, Lillo 1994). Auch zum EinfluR der Tageszeit auf den
N-Transport in den Sprof3 liegen Daten vor. Die N-Translokationsrate in den Sprol3 wurde
meist tber die Akkumulation von °N im SproR ermittelt (Rufty et al. 1984, Delhon et al.
1995a). Bei dieser Methode kann allerdings nicht zwischen den beiden bestimmenden
Prozessen (Nahrstoffbeladung und Wasserflu3) fir den Transport in den Sprol3 unter-
schieden werden. Aul3erdem ist die Zeitauflésung relativ gering, so daf3 nur Veréande-
rungen zwischen Tag und Nacht ermittelt werden. In dieser Arbeit wurde die Konzen-
tration aller Makronahrstoffe im Xylemsaft und die SaftfluRrate getrennt untersucht und
daraus die Translokationsrate im Xylem berechnet. Dadurch ist es mdglich, Aussagen zur
diurnalen Regulation der Xylembeladung zu treffen. Beide GréRen wurden mit hoher Zeit-
aufldsung ermittelt, so daf} auch Variationen wéahrend der Licht- und Dunkelphase erfal3t
wurden.

Der EinfluB des Tagesgangs wird im Folgenden zuerst getrennt fur die Xylemsaft-
zusammensetzung und den Saftflu und danach in Relation zueinander, im Hinblick auf

die Regulation der Xylembeladung und die Nahrstofftranslokation in den Sprof3, diskutiert.

4.3.1 Xylemsaftzusammensetzung im Tagesgang

Der EinfluR der Tageszeit auf die Nahrstoffaufnahme, -assimilation und -translokation in
den Sprof3 ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (s.0.). Daten zur Xylemsaft-
zusammensetzung im Tagesgang sind jedoch selten (Mattson et al. 1988, Andersen und
Brodbeck 1989, Masuda und Shimada 1993, Schurr und Schulze 1995) und wurden z.T.
an isolierten Wurzelsystemen ermittelt, was zu methodischen Artefakten fihren kann
(Schurr 1998). Auch in dieser Arbeit wurde der Xylemsaft nach Abschneiden des
Sprosses gewonnen, jedoch nur Uber ein Intervall von 10 min. Die Daten entsprechen
daher der Xylemsaftzusammensetzung intakter Pappeln (s. 4.1.2.3).

Quantitativ gesehen ist Stickstoff der wichtigste bodenbirtige Nahrstoff fur Pflanzen und
wird bei nitraterndhrten Pappeln vorwiegend in Form von NOj in den Sprol3 transportiert
(s.4.2.1). Dem entsprechend war NOs; das dominante Anion im Xylemsaft (Abb. 3.15:
26 % der Gesamtnahrstoffkonzentration), héhere Konzentrationen wurden nur fir K*
gemessen (46 % der Gesamtnahrstoffkonzentration). Anders als NO5 ™ dient K* nicht dem

Aufbau von Zellkomponenten sondern hat eine wichtige Funktion als Osmotikum und
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beim Ladungsausgleich. Die hohe K'-Konzentration im Xylemsaft ist auf dessen Funktion
zum Ausgleich negativer Ladungsaquivalente, insbesondere der hohen NOj;-Konzen-
tration, zurlckzuftuihren (Frost et al. 1978, Rufty et al. 1981, Casadesus et al. 1995).
Entsprechend ihrer quantitativ geringeren Bedeutung, lag der Anteil der anderen Makro-
nahrstoffe im Xylemsaft zwischen 5-8 % (Abb. 3.15).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal} die Konzentration aller Makron&hrstoffe im
Wourzeldruckexsudat  einer  ahnlichen  Tagesperiodik  unterliegen  (Abb. 3.14).
Entsprechend dazu blieb das Verhaltnis zueinander tber die Licht/Dunkelphase konstant
(Abb. 3.15).

Die Konzentration der verschiedenen lonen war Vormittags am hochsten und sank dann
trotz gleichbleibender Klimabedingungen bis zum Ende der Lichtphase ab (Abb. 3.14).
Fir NO; wurde auch im Wurzeldruckexsudat von 2 Jahre alten Weinstbcken eine
ahnliche Abhéangigkeit in der Lichtphase beobachtet (Andersen und Brodbeck 1989).
Auch in intakten Rizinuspflanzen sanken die NO; und K'-Konzentrationen trotz
gleichbleibender Klimabedingungen wahrend der Belichtungsphase ab, bei der
Konzentration anderer Makronahrstoffe ergab sich jedoch kein homogenes Bild (Schurr
und Schulze 1995). Die Konzentration von Ca®* und Mg®* blieb in der Lichtphase
annahernd konstant, die Konzentration von H,PO, und SO, variierte hingegen von Tag
zu Tag.

Bei den hier untersuchten Pappeln stieg mit Beginn der Dunkelphase die Konzentration
aller Nahrstoffe im Wurzeldruckexsudat an und erreichte &hnlich hohe Werte wie im
Tagesmaximum (Abb. 3.14). Dies korreliert mit Untersuchungen an hydroponisch ange-
zogenen Gerstenkeimlingen, wonach die NOj-Konzentration im Wurzeldruckexsudat in
der Mitte der Lichtphase und in der Dunkelphase identisch ist (Mattsson et al. 1988).
Davon abweichende Befunde wurden jedoch von Schurr und Schulze (1995) an Rizinus
ermittelt. Im Xylemsaft intakter Rizinuspflanzen war die H,PO,-, SO,*-, Mg**- und Ca’'-
Konzentration in der Nacht generell hther und die NOs- und K'-Konzentration deutlich
geringer als am Tag. Diese offensichtliche Diskrepanz zwischen den Daten an Rizinus
und den hier untersuchten Pappeln kann neben artspezifischen Unterschieden auch auf
eine unterschiedliche Nahrstoffverfugbarkeit zwischen Hydrokultur (Pappel) und festem

Substrat mit wiederholtem Giel3en mit NL (Rizinus) zurtickzufiihren sein.

4.3.2 Saftflulrate im Tagesgang

Der Saftflul? in Pappeln wird sowohl am Tag aus auch in der Nacht fast ausschlielich
uber die Transpiration der Blatter angetrieben (vergl. Tab. 4.1). Anderungen der SaftfluR3-
rate bei Licht/Dunkelwechsel sollten daher den Einflu3 des Lichtes auf die Transpiration

bzw. die stomatare Leitfahigkeit reflektieren. Dies wurde durch vergleichende Messungen
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zwischen Saftflul? im Xylem und Transpiration der Blatter bestétigt. Der SaftfluR reagierte
ahnlich schnell (Abb.3.17: im Bereich von 20 min) wie die Transpiration der Blatter
(Abb. 3.19: <15 min) auf Anderungen der Beleuchtung. Belichtung fiihrte zwar zu einen
deutlichem Anstieg der FluRrate im Xylem, die SaftfluRBrate in der Nacht war jedoch nur
60 % geringer als am Tag. Dieser relativ geringe Unterschied kann folgendermal3en
erklart werden: Neben der stomatéren Transpiration kann Wasserabgabe auch tber die
Cuticula der Blattepidermis erfolgen. Die Anteil der cuticularen Transpiration ist normaler-
weise gering (5-10%, Nulsch 1986). Die hier untersuchten Pappeln wurden jedoch in
Hydrokultur bei einer hohen Luftfeuchte von 60 - 70 % angezogen. Die Cuticula war daher
vermutlich wenig stark ausgebildet, so dal3 von einer relativ hohen cuticularen Transpi-
ration ausgegangen werden mufd. Anders als die stomatdre Transpiration ist die
cuticulare Transpiration nicht lichtreguliert und erfolgt daher im gleichen MalRe am Tag
und in der Nacht. Die hohen SaftfluRraten in der Nacht sind daher vermutlich auf eine
hohe cuticuldre Transpiration der Pappeln zuriickzufihren. Fir diese Hypothese spricht,
daRR die Unterschiede in der Transpirationsrate zwischen verschieden alten Blattern mit
unterschiedlicher Photosyntheseleistung (Stomatatffnung im Licht) in der Nacht weniger
stark ausgepragt waren als am Tag (Abb. 3.19). Ahnlich hohe SaftfluBraten in der Nacht,
wie bei den hier untersuchten Pappeln, wurden auch bei Soja (Delhon et al. 1995b) und
Lolium perenne (Ourry et al. 1996) unter vergleichbaren Klimabedingungen in Hydrokultur
ermittelt.

Trotz gleichbleibender Klimabedingungen stieg die Saftflul3rate von Pappeln in der Licht-
phase bis ca. 16.00 Uhr um 20 % an und sank dann bis zum Ende der Lichtphase wieder
auf den Ausgangswert ab (Abb. 3.17). Dies entspricht den Befunden an Soja (Delhon et
al. 1995b). Die Transpirationsrate der Pappelblatter blieb jedoch in der Lichtphase
annahernd konstant (Abb. 3.19). Wie ist diese Diskrepanz zu erklaren? Die Transpira-
tionsraten wurden nur fir 2 Blattalterstadien bestimmt. Es ist daher mdglich, daf3 die so
ermittelten Daten nicht die Gesamttranspiration aller Blattalterstadien widerspiegeln.
Mdglich ware auch, dal3 die hohen SaftfluRraten in der zweiten Hélfte der Lichtphase auf
einen verminderten Phloemricktransport in die Wurzel zurtickzufihren sind (bei der Saft-
fluBmessung kann nicht zwischen aufwartsgerichtetem Xylemtransport und abwarts-
gerichtetem Phloemtransport unterschieden werden, s.4.1.2.1). Dies ist jedoch unwahr-
scheinlich, da der Volumenfluf3 im Phloem sehr viel geringer als im Xylem ist. Unter trans-
pirierenden Bedingungen liegt der Anteil des Phloemricktransports in die Wurzel
zwischen 2 -3 % (Munch 1927, Jeschke und Pate 1991a) und 9% (Tanner und Beevers
1990) der Wasseraufnahme der Wurzel. Entsprechend diesen Angaben, kann ver-
minderter PhloemrUckflul nicht zu einer 20 %igen Zunahme des Nettoflusses von Was-

ser in den Sprol3 fuhren. Wasser wird jedoch nicht nur fur die Transpiration bendétigt,
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sondern auch z.B. fir die Photosynthese und das Streckungswachstum der Zellen. Die
Photosyntheserate der Pappelblatter blieb in der Lichtphase konstant (Abb.3.19), ein
veranderter Wasserbedarf flr Photosynthese kann daher ausgeschlossen werden. Ourry
et al. (1996) zeigte, dal® die Streckungsrate der Blatter von Lolium perenne mit Beginn
der Lichtphase anstieg und nachmittags wieder abnahm. Ein ahnlicher Verlauf wurde
auch beim Saftflu® in Lolium beobachtet. Korrespondierend zu den Befunden an Lolium
koénnte der Anstieg der Saftflul3rate bei gleichbleibender Blatttranspiration in Pappeln auf

einen erhéhten Wasserbedarf fur Zellstreckungswachstum zurtickzufiihren sein.

4.3.3 Nahrstofftranslokation und Xylembeladung

Néahrstofftranslokation im Tagesverlauf

Die Untersuchungen an Pappeln zeigten, dal der Transport von allen untersuchten
Nahrstoffen in den Sprof3 in der Nacht stark herabgesetzt war. Die anhand der Saftfluf3-
rate und der Nahrstoffkonzentration im Xylemsaft berechnete mittlere Translokationsrate
in der Nacht war bei NO3; um 65 % und bei den anderen Nahrstoffen zwischen 63 - 69 %
geringer als im Tagesmaximum (Abb. 3.18). Eine stark verminderte NOs- bzw. N-Trans-
lokation in der Nacht wurde auch bei Gerste (Mattsson et al. 1988, Oji et al. 1989), Soja
(Delhon et al. 1995a) bzw. Tabak (Rufty et al. 1989) beobachtet. Korrespondierend zu
den Befunden an Pappeln war die in der Nacht ermittelte NOs-Translokationsrate bei
Gerste um 60 -80% (Mattsson et al. 1988) und bei Soja um 60 % (Delhon et al. 1995a)
geringer als am Tag. Die Translokationsrate wurde dabei entweder tber die Akkumulation
von N im SproR bestimmt (Oji et al. 1989, Delhon et al. 1995a, Rufty et al. 1989) oder,
wie bei den hier untersuchten Pappeln, anhand der Konzentration und der FluRrate im
Xylem berechnet (Mattsson et al. 1988).

Bei den oben zitierten Untersuchungen wurde nur die mittlere NO3-Translokationsrate in
der Licht- bzw. Dunkelphase bestimmt (Mattsson et al. 1988, Qji et al. 1989, Delhon et al.
1995a). Mogliche Anderungen wahrend der Licht bzw. Dunkelphase wurden daher nicht
erfal3t. Die Nahrstofftranslokation in Pappeln wurde dagegen mit einer Zeitaufldsung
zwischen 0,25-3h in der Licht- und Dunkelphase ermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte so gezeigt werden, dafld der Nahrstofftransport in den Pappelsprof3 trotz iden-
tischer Wachstumsbedingungen in der Lichtphase variiert, in der Dunkelphase dagegen
anndhernd konstant bleibt (Abb. 3.18). Die Translokationsrate aller Nahrstoffe stieg mit
einsetzender Belichtung um 100-150% an, erreichte dann nach ca. 4h ein Maximum
und nahm danach bis zum Ende der Lichtphase kontinuierlich ab. Die am Ende der Licht-
phase (21.30 Uhr) erreichte Translokationsrate war bei NO3; um 49% und bei den
anderen Nahrstoffen zwischen 40 - 53 % geringer als im Tagesmaximum und nahmen in

der Dunkelphase um weitere 15-28% ab (Translokationsrate im Tagesmaximum =
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100 %). Dies zeigt, dal3 der Nahrstofftransport in den Pappelspro3 vorwiegend in der
ersten Halfte der Lichtperiode erfolgt und die Xylembeladung mit Nahrstoffen danach

herunterreguliert wird (s. auch Kapitel 4.1.2.3).

Néahrstofftranslokation und Saftflufd

Der Nahrstofftransport in die Xylemgefal3e kann passiv mit dem Wassereinstrom in die
Gefalie oder Uber aktive (hier im Sinne von transpirationsunabhangig) Transportprozesse
erfolgen. Der passive Eintransport geldster Substanzen ist dabei von untergeordneter
Bedeutung (Passioura 1988, 1991). Dies wird deutlich, wenn der Wassertransport in die
XylemgefaRe kunstlich veréndert wird. In Untersuchungen bei denen die Saftflul3rate
durch eine erhohte Luftfeuchte um 50 % reduziert wurde, blieb die NO5 -Translokations-
rate in den Sprof3 konstant (Shaner und Boyer 1976b, Delhon et al. 1995b) indem die
NOs-Konzentration im Xylemsaft anstieg (Shaner und Boyer 1976b). Korrespondierende
Daten liegen auch fir K*, Mg®* und Ca® vor. Unabhangig von der Luftfeuchte wahrend
der Anzucht (50 % bzw. 95 %) blieb der Kationengehalt im Sprof3 konstant (Tanner und
Beevers 1990). Der Nahrstofftransport in den Sprol3 ist daher prinzipiell unabh&ngig von
der SaftfluBrate und kann tber die aktive Nahrstoffbeladung des Xylems reguliert werden
(Smith 1991).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daf? dies auch fur die Regu-
lation des Nahrstofftransports am Tag zutrifft: (1) Die im Xylemsaft eingestellte N&hr-
stoffkonzentration (Abb. 3.14) verénderte sich im Verlauf der Lichtphase unabhéngig von
der SaftflulBrate (Abb.3.17). Die Xylembeladung ist daher in der Lichtphase unabhé&ngig
vom Wassertransport in die GefalRe. (2) Die SaftfluRrate war um 10.00 Uhr und um
20.00 Uhr identisch (0,27 mlh™ g™ 'Fwt. + 11 %, Abb. 3.17). Die Nahrstoffkonzentration und
damit die Nahrstofftranslokation im Xylem nahm zwischen 10.00 und 20.00 Uhr dem-
gegenuber jedoch signifikant ab (Abb. 3.14, Abb. 3.18), fir NO3 beispielsweise um 45 %.

Dies zeigt, dal3 der verminderte N&hrstofftransport in der zweiten Halfte der Lichtphase

ausschlieBlich Uber eine reduzierte aktive Xylembeladung reguliert wird.

In der Nacht nahm der Nahrstofftransport dagegen annéhend proportional zum Saftflu
ab. Die SaftfluBrate in der Nacht war 59 +7 % geringer als um 10.00 Uhr, parallel dazu
nahm die Translokationsrate je nach Nahrstoff zwischen 63-69% ab. Vergleichbare
Ergebnisse wurden auch von Mattson et al. (1988) an Gerste, Delhon et al. (1995a) an
Soja und von Rufty et al. (1989) in Tabak ermittelt. In Gerste und Soja nahm die NO3-
Translokationsrate in der Nacht proportional zur SaftfluBrate um ca. 60-80% ab.
Versuche an Tabak zeigten, daB zwischen der **N-Translokation in den SproR und dem
stomataren Widerstand wéahrend einer normalen 12stindigen Dunkelperiode eine lineare

reziproke Beziehung besteht. Offensichtlich ist der Nahrstofftransport in der Nacht starker
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als am Tag abhangig vom SaftfluR, entweder direkt Gber den passiven Transport geloster
Teilchen in die Xylemgefalie oder indirekt tber Regulationsmechanismen in der Wurzel,
die abhangig vom Wasserflul3 sind und ihrerseits Einflul3 auf die Xylembeladung nehmen
(Rufty et al. 1989). Bei fortgesetzter Dunkelheit fur 24 - 42 h wurde die in den ersten 12 h
der Dunkelphase beobachtete lineare reziproke Korrelation zwischen dem stomatéren
Widerstand und der N-Translokation jedoch aufgehoben (Rufty et al. 1989). Der Nahr-
stofftransport in den Sprof3 ist daher auch in der Nacht nicht zwangslaufig abhéangig von
der SaftfluRrate.

Zusammenfassend laRt sich festhalten, da? der Nahrstofftransport in den Pappelsprof3,
zumindest in der Lichtphase, unabhangig von der FluBrate im Xylem durch tageszeit-
bedingte Anderungen der Xylembeladung reguliert wird. Dies stellt vermutlich eine Anpas-
sung an den verénderten Nahrstoffbedarf des Sprosses im Tagesgang dar, wie es auch
fur wachstumsinduzierte Anderungen im Nahrstoffbedarf postuliert wird (Engels und
Marschner 1992).

Bedarfsregulation?

Dal3 sich der Nahrstoffbedarf abhangig von der Tageszeit andert, wird am Beispiel von
NO, und SO,* deutlich. Im Gegensatz zu den anderen Nahrstoffen missen diese lonen
vor dem Einbau in Proteine reduziert werden, und sowohl die NOs- (Lillo 1994) als auch
die SO,”-Reduktion (Kopriva et al. 1999) im SproR wird diurnal reguliert.

Zahlreiche Untersuchungen zeigen, dal3 die Aktivitdt der NR in Bléattern bei Licht/Dunkel-
Wechsel innerhalb von Minuten um 50 - 85 % vermindert ist (Huber et al. 1992a, Huber et
al. 1992b, Kaiser et al. 1992, MacKintosh 1992, Riens und Heldt 1992, De Cires et al.
1993). Diese schnelle Inaktivierung der NR im Dunkeln erfolgt durch eine reversible post-
translationale Modifikation, wobei das NR-Protein zuerst phosphoryliert wird und dann, in
Anwesenheit von Mg®*, ein Inhibitorprotein bindet (Huber et al. 1996, MacKintosh et al.
1995, Kaiser und Huber 1997). Zusatzlich zur schnellen Inaktivierung wird die NRA im
Dunkeln auch auf Ebene der Transkription und Proteinsynthese herunterreguliert (Deng
et al. 1990, Scheible et al. 1997). Dal3 die Inaktivierung der NRA im Dunkeln tatsachlich
zu einer verminderten NOjz-Reduktion in der Nacht fihrt, zeigen Untersuchungen an
intakten Pflanzen bei denen die NOs-Reduktion direkt, entweder Uber die Akkumulation
von “N-Assimilationsprodukten (Rufty et al. 1984 und 1989, Delhon et al. 1995a) oder
anhand der Differenz zwischen NOs;-Aufnahme und NOjs;-Akkumulation (Scaife und
Schloemer 1994), bestimmt wurde. Auch die so ermittelten Raten fur die tatséchliche
NOs-Reduktion in der gesamten Pflanze sind in der Nacht 54 - 85 % geringer als am Tag.
Dies betrifft vorwiegend die NO3-Reduktion im Sprof3. Die NO3-Reduktion in der Wurzel

ist Nachts nur in einem geringen Umfang reduziert (Rufty et al. 1984, Delhon et al. 1995a)



Diskussion 122

oder steigt sogar an (Mattson et al. 1988). Die NOjs-Speicherrate im Sprof3 bleibt
dagegen konstant (Delhon et al. 1995a) bzw. nimmt in der Nacht leicht zu (Rufty et al.
1984), so dal3 der NOz-Gehalt im Sprof3 bzw. in den Blattern in der Nacht kontinuierlich
ansteigt (Scaife und Schloemer 1994, Riens und Heldt 1992). Die beschriebenen Befunde
zeigen, dal3 der NO3-Bedarf des Sprosses in der Nacht deutlich geringer ist als am Tag
und zwar vermutlich zwischen 50-85% (s.0.). Dies korreliert mit der Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, wonach die NOs-Translokationsrate in den Pappelsprof3 in der Nacht
65 % geringer ist als am Tag.

Der Nahrstoffbedarf des Sprosses sinkt jedoch nicht nur in der Nacht, sondern nimmt
auch innerhalb der Lichtphase ab. Zahlreiche Untersuchungen an unterschiedlichen
Pflanzenarten belegen, dafl3 die Aktivitdt der NR im Blatt am Tagesbeginn bzw. in der
ersten Halfte der Lichtphase am hdchsten ist und danach kontinuierlich abnimmt (Lillo
1984, Galangau et al. 1988, Deng et al. 1990, Huber et al. 1992c, Scheible et al. 1997).
Die NRA wird dabei sowohl auf Ebene der Transkription bzw. Translation als auch durch
posttranslationale Modifikation (s.0.) und Uber Proteindegradation in der Lichtphase her-
unterreguliert (Scheible et al. 1997). In Spinat- (Huber et al. 1992c) und Tabakblattern
(Scheible et al. 1997) stieg die Aktivitdt der in aktiver, d.h. nicht phosphorylierter Form
vorliegenden NR beispielsweise zu Beginn der Lichtphase um 85-95% an, erreichte
nach 2 -4h ein Maximum und sank dann bis zum Ende der Lichtperiode um 60 -70 % ab.
Eine ahnliche Abhéngigkeit von der Tageszeit wird auch fir die Aktivitdt des Schllssel-
enzyms der SO,”-Reduktion beobachtet (Kopriva et al. 1999). Da der NO3-Gehalt im
Sprof3 (Scaife und Schloemer 1994) bzw. im Blatt (Riens und Heldt 1992, Scheible et al.
1997) in der Lichtperiode auch abnimmt, ist davon auszugehen, dal’ der Bedarf fir NO3’
(und vermutlich auch fiir SO,) im SproR in der ersten Halfte der Lichtperiode am gréRten
ist und dann zum Ende der Lichtperiode kontinuierlich abnimmt. Dies entspricht den
Daten zur NO;- bzw. SO,”-Translokation in den SproR der hier untersuchten Pappeln
(Maximum 4 h nach Beginn der Lichtphase, Abnahme zum Ende der Lichtphase um 49
bzw. 40%). Die verminderte Xylembeladung mit Nahrstoffen in der zweiten Halfte der

Lichtperiode stellt daher eine Anpassung an den Nahrstoffbedarf des Sprosses dar.

Requlation der Nahrstofftranslokation tber die Aufnahme?

Es qilt als gesichert, dal3 die NOz-Aufnahme diurnal reguliert wird (Deane-Drummond
1990). Die ermittelten Aufnahmeraten in der Nacht sind meist deutlich geringer als am
Tag (Pearson und Steer 1977, Aslam et al. 1979, Clement et al. 1978, Rufty et al. 1989,
Le Bot und Kirkby 1992, Delhon et al. 1995ab, 1996ab), kénnen jedoch auch genauso
hoch bzw. hoher als am Tag sein (Rufty et al. 1984, Ourry et al. 1996, Peuke und
Jeschke 1998). Die NOs-Aufnahme ist abhangig von N-Bedarf im Sprof3, wobei Signale
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aus dem Sprof3, die Uber das Phloem in die Wurzel transportiert werden, an der
Regulation der Aufnahme beteiligt sind (Marschner et al. 1997). Dies kodnnen
Kohlenhydrate (Rideout et al. 1993, Delhon 1996b), reduzierte N-Verbindungen (Cooper
und Clarkson 1989, Muller und Touraine 1992) und/oder Malat aus der NOz-Assimilation
im Sprofd sein (Touraine et al. 1990, 1992). Die Anpassung der NOs-Translokation im
Xylem an den Nahrstoffbedarf im Tagesgang konnte daher indirekt tber die Aufnahme
reguliert werden.

Die NOj-Aufnahme in Pappeln wurde in dieser Arbeit nur Gber eine relativ kleine Zeit-
spanne in der Lichtphase (zwischen 10.00-16.00 Uhr) ermittelt. In dieser Zeitspanne
blieb die Aufnahmerate im Rahmen der Mel3genauigkeit konstant (Abb.3.20).
Untersuchungen an Spinat (Scaife und Schloemer 1994) und Gerste (Peuke und Jeschke
1998) zeigten, dal? die NOs-Aufnahmerate in der gesamten Lichtphase nur geringfiigig
variiert. Bei Soja stieg die Aufnahmerate innerhalb der ersten 4 h an, blieb dann aber bis
zum Ende der Photoperiode konstant (Delhon et al. 1995a). Es ist daher wahrscheinlich,
daR die NOsz-Aufnahme in Pappeln nicht nur zwischen 10.00- 16.00 Uhr, sondern auch
bis zum Ende der Lichtperiode konstant bleibt. Im Gegensatz zur Aufnahmerate nahm die
NOs-Translokationsrate in Pappeln zwischen 10.00 und 16.00 Uhr tendenziell und bis
zum Ende der Photoperiode deutlich ab (Abb.3.18). Die N-Translokation in der
Lichtphase scheint daher unabhéngig von der Aufnahme reguliert zu werden, wie es auch

von Rufty et al. (1989) und Delhon et al. (1995b) fir die Dunkelphase gezeigt wurde.

4.4 NOj-Bedarf und NOg3-Translokation entlang der Sprof3achse

441 NO;s-Bedarf unterschiedlich alter Blatter

Wachsende, noch nicht vollstandig entfaltete Blatter haben den hochsten N-Bedarf. Die
N-Verteilung entlang der Sprof3achse mul3 daher gerichtet, in den oberen Sprol3bereich
erfolgen. Bei den hier untersuchten Pappeln erfolgt die NOs-Reduktion vorwiegend im
SproB3 (s. 4.2.1). Ein erhOhter N-Transport in den oberen Sprof3bereich kénnte daher auf
zwei Arten erreicht werden. (1) Das aufgenommene NO; wird Uber das Xylem
vorwiegend in die jungen Blatter transportiert, wo es dann reduziert und zum Wachstum
genutzt wird. (2) NOs wird Uber das Xylem vorwiegend in &ltere Blatter transportiert, dort
reduziert und dann in Form von Amino-N in die jingeren Blatter transportiert. Dies kann
entweder direkt durch aufwartsgerichteten Phloemtransport erfolgen, und/oder Amino-N
wird im Phloem in die Wurzel transportiert wo es ins Xylem geladen wird und dann im
Xylem in die jungen Blatter gelangt (Jeschke und Pate 1991a, 1991b). Der NOs-Bedarf
entlang der SproRachse muf? daher nicht direkt mit dem N-Bedarf, d.h. der Wachstums-

rate der Blatter korreliert sein. Der NOs -Bedarf entlang der Sprof3achse hangt davon ab,
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in welchen Blattalterstadien die NOj-Assimilation hauptsachlich erfolgt. NOs™ wird jedoch
auch im Blattgewebe gespeichert und dient dann als Osmotikum (Marschner 1995) und
als N-Reserve bei Mangelsituationen. Um Aufschlu Gber den NOs-Bedarf entlang der
SproBachse der Pappel zu erhalten, wurden die verschiedenen Blattalterstadien
hinsichtlich ihrer Funktion bei der NOs-Reduktion und der NOs-Speicherung charakteri-
siert. Parallel dazu wurde die Nettophotosyntheserate bestimmt, um den Beitrag der

unterschiedlichen Blattalterstadien bei der C-Fixierung zu ermitteln.

Die Kapazitat der NOz-Reduktion in den verschiedenen Pappelblattern wurde anhand der
NR-Aktivitat ermittelt, da die NRA als limitierender Schritt der NO3 -Reduktion angesehen
wird (Campbell und Smarelli 1986). In neueren Untersuchungen wurde die dominante
Rolle der NR bei der NOs-Reduktion in Frage gestellt, da weder bei Uberexpression der
NR (Quillere et al. 1994, Ferrario et al. 1995) noch in Defektmutanten mit einer
verminderten NRA (Warner und Kleinhofs 1981, Vaucheret et al. 1990, Wilkinson und
Crawford 1993) Anderungen im Pflanzenwachstum beobachtet werden. Diese Befunde
suggerieren, daR die NR im Pflanzengewebe im UberschuR vorliegt und daher nicht den
limitierende Schritt der NOjs-Assimilation darstellt. Auch In Tabakmutanten mit 1-2
anstatt 4 funktionellen nia-Genen und einer 60% geringeren NRA im Blatt war die
Wachstumsrate identisch zum Wildtyp (Scheible et al. 1997). Wahrend die NR im Wildtyp
nur fir eine kurze Zeitspanne am Beginn der Lichtphase eine hohe Aktivitat zeigte und
dann vorwiegend durch eine verminderte Expression herunterreguliert wurde, blieb die
NRA in der Tabakmutante Uber der gesamten Lichtphase maximal und war in der Nacht
sogar hoher als beim Wildtyp. Die NOz-Assimilation wird daher zwar nicht Uber eine
genetisch fixierte NRA-Kapazitat limitiert, sie ist jedoch abhangig von der aktuellen NRA,
die entsprechend dem N-Bedarf der Pflanze reguliert wird (Scheible et al. 1997). Es ist
daher zulassig die NRA hier als Mal3 fir die Kapazitdt der NOs-Assimilation
heranzuziehen.

Bei den im Folgenden diskutierten Experimenten wurde die NRA aus methodischen
Grunden in vitro ohne Substratlimitierung ermittelt (s. 3.2.5). Aul3erdem enthielt der
Extraktionspuffer EDTA (Komplexierung von Mg®*), so daf die funktionelle NR zu 100 %
aktiv vorlag (Kaiser und Huber 1997). Die ,in vitro“-Aktivitat entsprach der ,in vivo"-
Aktivitat und kann daher als Maf} fir den maximal erreichbaren NOs;-Umsatz (ohne
Substratlimitierung) herangezogen werden (s. 3.2.5). Die gute Ubereinstimmung
zwischen in vitro* und ,in vivo“-Aktivitat ist vermutlich darauf zurtickzufihren, daf® das
NR-Protein in der Lichtphase fast vollstandig in aktiver Form vorliegt. Bei Tabakblattern
beispielsweise zu 90 % (Scheible et al. 1997), in Spinatblattern zu ca. 75 % (Kaiser et al.
1992).
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Die Photosyntheserate wurde durch Verwendung von Blattkivetten und bei sattigender
Lichtintensitat (600 pmol m?s™) bestimmt, um die maximale Kapazitit der Photosynthese
in den verschiedenen Blattalterstadien zu ermitteln. Die Photosynthesemessung erfolgte
dabei nur tber maximal 10 min um strukturelle Anderungen aufgrund der erhohten Licht-
intensitdt zu vermeiden, so dal’ die erhaltenen Werte der aktuellen maximalen Photo-
synthesekapazitat entsprechen sollten. Unter ungestorten Bedingungen lag die Licht-
intensitat an den jiingsten voll expandierten Blattern bei ca. 170 pmolm®s™ und nahm zur
SproRRbasis ab. AulRerdem wurden die &lteren voll expandierten Blatter durch die dartber-
liegenden Blatter beschattet, wobei sich die aktuelle Lichtintensitat aufgrund der
standigen Blattbewegung (Luftzirkulation) fortwahrend &nderte. Die ermittelten
Photosyntheseraten geben daher relative Unterschieden zwischen den verschiedenen
Blattalterstadien an, entsprechen jedoch nicht den aktuellen Raten fir die C-Fixierung

unter ungestérten Bedingungen.

Die untersuchten Pappeln hatten ca. 37 voll entfaltete Blatter, die anhand der Frisch-
gewichtverteilung und ihrer physiologischen Aktivitdt grob in 3 Entwicklungsstadien
eingeteilt werden konnen. Mit Ausnahme der jungsten 7 Blatter reflektiert das Frisch-
gewicht die Blattflache (s. 3.1):

(&) Zwischen Blatt 1-10 nahm das Frischgewicht kontinuierlich zu (Abb. 3.28). Die
jungsten 10 Blatter befanden sich daher noch im Wachstum, was auch durch den hohen
Gehalt 16slicher Proteine deutlich wurde (Abb. 3.25). Die NRA in Blatt 5-7 war 2 - 3fach
hoher als in den gréfiten vollstandig expandierten Blattern (Abb. 3.25: Blatt 11 - 19).
Selbst wenn man die unterschiedliche Blattgrof3e berticksichtigt, war die NRA-Kapazitat in
den noch wachsenden Blattern 7 - 9 von allen Blattern am hdchsten (Abb. 3.28). Dies laf3t
vermuten, dafd Blatt 7 - 9 den hdchsten Beitrag am NOz-Umsatz entlang der Sprof3achse
leisteten. Korrespondierend zu dieser Hypothese war der Gehalt l6slicher Amino-N-
Verbindungen in diesen Blattern am hochsten (Abb.3.26: BezugsgroRe Fwt. bzw.
Abb. 3.28: BezugsgroRe Blatt). Da der NOs-Gehalt der noch wachsenden Blatter minimal
war (Abb. 3.27), waren sie auf eine kontinuierliche Anlieferung durch das Xylem ange-
wiesen um die maximal mdgliche NOs-Umsatzrate zu erreichen. Eine Limitierung der
NRA in Blatt 7 -9 durch eine ungeniigende Verfugbarkeit von Reduktionsagivalenten und
C-Skeletten ist dagegen unwahrscheinlich, da die Photosyntheserate dieser Blatter relativ
hoch war (Abb. 3.25). Hohere Photosyntheseraten wurden nur bei den jungsten voll
expandierten Blattern beobachtet (s.u.).

(b) Blatt 11 - 15 waren vollstéandig ausgewachsen. Die NR-Aktivitat und der NO3 -Gehalt
in diesen Blattern lag zwischen den Absolutwerten (Bezugsgrof3e: Blatt) der jingeren und
alteren Blatter (Abb. 3.28). In diesem Blattalter wurden die hochsten Nettophotosynthese-

raten gemessen (Abb. 3.25). Die Hauptfunktion dieser Blatter scheint demnach die Bereit-
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stellung von Kohlehydraten zu sein. Die in Abb. 3.25 gezeigten Daten sind zwar auf das
Frischgewicht bezogen, da Blatt 11-15 jedoch zu den grof3ten Blattern gehdren und
unter ungestorten Bedingungen hohen Lichtintensitaten ausgesetzt waren (s.0.) sollten
sie auch absolut betrachtet den hdchsten Beitrag zur C-Fixierung entlang der Sprof3achse
leisten.

(c) Die NOgj-Speicherung im Sprold erfolgte dagegen vorwiegend in Blatt17 - 32.
Obwohl die Blattmasse mit zunehmendem Blattalter sank, war der Beitrag zur NO;-
Speicherung entlang der SprofRRachse in diesen Blattern konstant (Abb. 3.28). Dies war
darauf zurtickzufuhren, daR’ der relative NOs-Gehalt (BezugsgroRe: Fwt.) mit zunehmen-
dem Alter kontinuierlich anstieg (Abb. 3.27). Im Gegensatz dazu nahm die NRA und der
Amino-N-Gehalt stetig ab (Abb. 3.25). Dies zeigt, dal} die Kapazitat fir die NOs-
Reduktion mit zunehmendem Alter sank und erklart den héheren NO;-Gehalt der alteren
Blatter. Mit zunehmendem Blattalter nhahm auch die Kapazitat der C-Fixierung ab
(Abb. 3.25).

Die Aufgabenverteilung zwischen den verschiedenen Blattalterstadien entlang der Sprof3-
achse der Pappel ist naturlich nicht so klar getrennt, wie beschrieben. Zwischen den

verschiedenen Altersstadien gibt es Ubergangstypen.

Die unterschiedliche Photosyntheseleistung der Pappelblatter reflektiert den Ubergang
von ,sink-“ zu ,source-Blattern“, wie er detailliert fur verschiedene Blattalterstadien
entlang der Sprof3achse von Rizinus (Jeschke und Pate 1991a) oder fur verschiedene
Entwicklungsstadien eines Rizinusblattes (Jeschke und Pate 1992) modelliert wurde:

In sehr jungen Rizinusblattern war die C-Fixierung minimal, so daf3 diese Blatter fast voll-
standig auf C-Importe aus é&lteren Blattern angewiesen waren. Dieses Entwicklungs-
stadium entspricht bei den hier untersuchten Pappeln dem Blatt 5, dessen Photo-
syntheseleistung minimal war (Abb. 3.25). In &alteren, aber noch nicht vollstandig aus-
gewachsenen Rizinusblattern stieg die C-Fixierung stark an, wobei der fixierte Kohlenstoff
zum Teil fur das Blattwachstum, zum Teil fir den Export genutzt wurde. Bei Pappeln
entspricht dieses Entwicklungsstadium den noch wachsenden Blattern 7 - 9, deren Photo-
syntheseleistung deutlich anstieg (Abb. 3.25). Den héchsten Anteil an der C-Fixierung im
Spro3 hatten die jungen vollstandig expandierten Rizinusblatter. In diesem Blatt-
entwicklungsstadium wurde der fixierte Kohlenstoff fast vollstéandig in die Wurzel bzw. in
jungere Blatter exportiert. Auch bei den hier untersuchten Pappeln leisteten die jungen
ausgewachsenen Blatter (Blatt 11 - 15, s.0.) den hochsten Beitrag zur C-Fixierung entlang
der Sprof3achse. In Rizinus nahm die C-Fixierung dann mit zunehmendem Blattalter ab.
Die Abnahme des Chlorophyligehaltes und die Remobilisierung von Kohlenstoff aus dem
Gewebe Alterer Rizinusblatter (Jeschke und Pate 1992) laf3t vermuten, daf’ dies auf

beginnende Seneszenz zuriickzuftihren ist. Im Gegensatz dazu nahm die Photo-
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syntheseleistung bei Pappeln trotz konstanter Chlorophyligehalte mit zunehmendem
Blattalter ab (Abb.3.25). Der Grund dafir ist vermutlich die zunehmende Selbst-

beschattung entlang der SprofRachse (s.0.) und nicht beginnende Blattseneszenz.

Im Gegensatz zur C-Fixierung war die Kapazitat fir die NOz-Reduktion (NRA) in den
jungen noch wachsenden Pappelblattern am hdchsten und nahm mit zunehmendem
Blattalter kontinuierlich ab (Abb. 3.28). Identische Befunde zur Verteilung der NRA pro
Fwt. zwischen verschiedenen Blattalterstadien wurden fir Soja (Santoro und Magalhaes
1983) und Spinat (Huber et al. 1992c) ermittelt. Maisblatter erreichen die hdchste NRA
dagegen erst, wenn sie voll expandiert sind (Srivastava 1980).

Die Daten zur Verteilung der NRA zwischen den verschiedenen Blattalterstadien zeigen
deutlich, da3 der NOs-Bedarf fir die NOs-Reduktion in der SproRRspitze der Pappeln am
hochsten war und zur Sprof3basis kontinuierlich abnahm. Besonders die jungen wach-
senden Blatter mit der hochsten NRA waren dabei auf eine kontinuierliche NO3-Zufuhr

durch das Xylem angewiesen, da sie keine Speicherreserven besal3en (s. 3.4.3).

NO;s-Speicherung erfolgte dagegen fast ausschlie3lich in den alteren Pappelblattern in
der unteren Sprof3hélfte. Es ist daher moglich, dal3 die untere Sprof3hélfte einen erhdhten
NOs-Bedarf fur die Speicherung hat. In dieser Arbeit wurde der NOs-Gehalt nur zu einer
Tageszeit ermittelt (nach ca. 7h Belichtung). Da der Gehalt zu Tagesbeginn nicht
bekannt ist, kbnnen anhand dieser Daten keine Aussagen zur aktuellen Speicherrate in
der Lichtphase getroffen werden. Unter der Annahme, dal3 zu Tagesbeginn kein NO3 im
Blattgewebe vorliegt, wirde die Speicherrate der alteren Blatter im Licht nur ca. 3,6 umol
NO; h™ Blatt™ betragen (Abb. 3.28, NO;-Gehalt: 25 pmol Blatt™ / 7 h Belichtung). Der NO5’
-Bedarf an der SproRbasis (3,6 umol h™ Blatt™ in Blatt 29 - 32: ausschlieBlich Speicherung)
ware selbst in diesem extremen Fall deutlich niedriger als in der Sprol3spitze
(5,5 umol h™ Blatt™ in Blatt 7 - 9: ausschlieRlich Reduktion, Abb. 3.28). Untersuchungen an
Soja zeigen, daf3 das in den Sprof3 transportierte NO3” am Tag zu ca. 70 % zur Reduktion
und nur zu 30% zur Speicherung genutzt wird, wobei sich das Verhaltnis in der Nacht
umkehrt (Delhon et al. 1995a). Im Sprofd von Spinatpflanzen nimmt der NO3;-Gehalt
wahrend der Lichtphase kontinuierlich ab, steigt aber in der Nacht stetig an (Scaife und
Schloemer 1994). Dies zeigt, dal3 NOs-Speicherung im Sprof3 vorwiegend in der Nacht
erfolgt und das angelieferte NO; am Tag Uberwiegend (Delhon et al. 1995a) oder aus-
schlieBlich (Scaife und Schloemer 1994) zur Reduktion genutzt wird. Dies laf3t vermuten,
daRR der NOs-Gehalt der élteren Pappelblatter schon zu Tagesbeginn hoch war und sich
die oben berechnete Speicherrate entsprechend vermindern wirde. Denkbar wére sogar,
daRl wahrend der Lichtphase keine NOjs-Speicherung erfolgte. Es ist daher davon aus-

zugehen, daf der NO3-Bedarf fir die Speicherung gegenuber dem Bedarf fur die Reduk-
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tion in der Lichtphase vernachlassigt werden kann. Diese Hypothese kann anhand der im

nachsten Kapitel diskutierten Daten bestatigt werden.

Zusammenfassend laflt sich festhalten, dal der NOs-Bedarf in Pappeln von der Sprof3-
spitze zur SprofRbasis abnimmt. Ob dies dazu fuhrt, da? der NOz-Transport im Xylem

gerichtet in den oberen SproR3bereich erfolgt, wird im nachsten Kapitel diskutiert.

4.4.2 Relation zwischen NO3z-Bedarf und NO3-Zufuhr durch das Xylem

Da NO;3; nahezu phloemimmobil ist (Jeschke und Pate 1991b), kann der NOjs-Transport
in die Blatter nur im Xylem erfolgen. Eine erhdhte NOjs-Zufuhr in den oberen Sprof3-
bereich kann auf zwei Wegen erreicht werden. Entweder durch einen erhéhten Saftfluld in
die jungeren Blatter oder durch eine erhthte NOz-Konzentration im Xylem des oberen
Sprol3bereichs. Eine Konzentrationszunahme von der Spro3basis zur Spro3spitze kdnnte
theoretisch durch eine verstarkten Remobilisierung aus Speichergewebe im oberen
Sprol3bereich resultieren und/oder durch Xylem-Xylem-Transfer in den Nodien alterer
Blatter, wie es fir Amino-N-Verbindungen postuliert wird (Jeschke und Pate 1991a,
Jeschke et al. 1996). Dieser Mechanismus beruht darauf, daR Amino-N aus Xylem-
strdngen, die in altere Blatter fihren, in GefdRe transferiert wird, die den
darliberliegenden SproRRbereich versorgen und deren Konzentration daher zunimmt.

Dal3 die Konzentration von NO3; und anderen Nahrstoffen inklusive Amino-N im Xylem
entlang der SproRRachse variieren kann, zeigen Untersuchungen an Baumen im Freiland
(Stark und Spitzner 1985, Glavac et al. 1989, Glavac und Jochheim 1993, Schill et al.
1996) und krautigen Pflanzen (Jeschke und Pate 1991a,b,c). Bei Buchen nahm die NO;-
Konzentration im Xylem im Friahjahr von der Sprof3basis zur Sprof3spitze ab und im
Winter zu (Glavac und Jochheim 1993), wogegen die Konzentration anderer lonen (Ca*,
Mg®*, SO,%) im Friihjahr in der SproRspitze am héchsten war (Glavac et al. 1989). Eine
erhohte Kationenkonzentration in der SproR3spitze wurde auch fiir K™ bei Acer platanoides
und fir Ca** und Mg® in Rizinus (Jeschke und Pate 1991c) gemessen. Der gleiche
Befund wurde fir Gesamt-N im Xylemsaft von Rizinus erhalten, wobei die Konzentration
von der Basis zur Spitze 4fach anstieg (Jeschke und Pate 1991a). In einer korrespon-
dierenden Veroffentlichung wurde gezeigt, dalR dies ausschlie3lich auf die Zunahme der
Amino-N-Konzentration zurlickzufihren war. Die NOs-Konzentration im Xylemsaft blieb
entlang der SproRachse von Rizinus konstant (Jeschke und Pate 1991b). Identische
Befunde wurden fiir K*, Mg* und Ca®* in Gerstenkeimlingen ermittelt, was die Autoren
auf das geringe Alter der Pflanzen zurtckfihren (Wolf et al. 1990b). Offensichtlich @ndert
sich die entlang der SproRachse im Xylemsaft eingestellte Na&hrstoffkonzentration

dynamisch, abhangig vom Alter und exogenen Faktoren.
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Eigene, in Zusammenarbeit mit der AG Dr. Schurr (Heidelberg) durchgefiihrte Unter-
suchungen an Pappeln zeigten, dal3 die NOj-Konzentration im Xylemsaft entlang der
SproRachse konstant blieb (Abb. 3.22). Das gleiche galt fiir K* und Ca®* und bestatigt
damit die enge Korrelation zwischen NO; und K* beim Langstreckentransport (Rufty et al.
1981). Die Mg®* und SO,”-Konzentration war dagegen an der SproRspitze und die
H,PO,- und Amino-N-Konzentration an der Sprol3basis am héchsten (Abb. 3.22). Die an
Pappeln erhaltenen Daten sind daher am ehesten mit denen von Rizinus (s.0.) zu
vergleichen. Bei beiden Pflanzen blieb die NOz-Konzentration entlang der Sprof3achse
konstant. Allerdings konnte die bei Rizinus beobachtete Konzentrationszunahme der
Amino-N-Verbindungen in der Sprol3spitze fir Pappeln nicht bestétigt werden, was gegen
einen Xylem-Xylem-Transfer in Pappeln spricht.

Durch zwei unabhéngige Mel3methoden (Abb.3.23: SaftfluBbestimmung ,in situ®,
Abb. 3.24: Messung der Blatttranspiration) konnte im Rahmen dieser Arbeit bewiesen
werden, dal3 Xylemsaft verstarkt in die jungen Pappelblatter im oberen Sprof3bereich
transportiert wurde. Die relative Transpirationsrate (Bezugsgrof3e Fwt.) war in den noch
wachsenden (Blatt 7-9) und jungen voll expandierten Blattern 11-13 am hdchsten und
nahm mit zunehmenden Blattalter um ca. 60 % ab (Abb. 3.24). Da Blatt 7 deutlich kleiner
war, lag der Absolutwert in Blatt 9 - 13 jedoch hoher. Dies entspricht Untersuchungen an
Rizinus, wonach die relative Transpirationsrate mit zunehmendem Blattalter abnimmt
(Jeschke und Pate 1991a).

Der erhdhte NOs-Bedarf in der oberen Sprof3halfte der Pappeln ist daher tatsachlich mit
einer erhdhten NOj-Zufuhr durch das Xylem korreliert. Dies wird durch eine gesteigerte
SaftfluBrate erreicht wahrend die NOjz-Konzentration entlang der SprofRachse konstant
bleibt.

Der direkte Vergleich zwischen NOs-Zufuhrrate und maximaler Umsatzrate (NRA) zeigte,
dalR der NOz-Bedarf voll expandierter Pappelblatter vollstdndig gedeckt war. Zwischen
Blatt 11 - 23 entsprach die Zufuhrrate, im Rahmen der Standardabweichung, der maximal
moglichen NRA (Abb. 3.29). Anhand der Daten ist davon auszugehen, daf3 das im Xylem
angelieferte NO3™ vollstandig reduziert wurde. Der NOs-Gehalt dieser Blatter (Abb. 3.29)
reflektiert daher NOj;', was wéhrend der Nacht gespeichert wurde (vergl. 4.4.1: NOs-
Speicherung). Dies gilt in jedem Fall fur die jingeren Blatter dieses SprofRabschnitts
(hohe Lichtintensitat), bei den alteren Blattern kann jedoch eine Energielimitierung der
NRA aufgrund der starken Selbstbeschattung nicht ausgeschlossen werden.

Das 1:1-Verhéltnis zwischen NO3-Influx und NRA in diesem Sprof3abschnitt (Blatt 11 - 23)
wirft die Frage auf, ob die NRA im Blatt tGber die NO3-Zufuhr reguliert wird (Shaner und
Boyer 1976a,b, Sueyoshi et al. 1995). Dies wirde bedeuten, daf? die NRA-Verteilung

entlang der Sprof3achse der Pappel nicht den gewebespezifischen NOs-Bedarf reflektiert,
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sondern eine Folge der unterschiedlichen NOs-Zufuhr durch das Xylem ware. Dal3 dies
nicht der Fall ist, wird daran deutlich, dal3 das 1:1-Verhaltnis in den jiingsten und altesten
Pappelblattern aufgehoben war (Abb. 3.29).

In den altesten untersuchten Blattern (Blatt 26 - 33) war die NOz-Zufuhrrate (0,66 - 0,18
umol Blatt* h™) 2-3fach hoher als die maximale NRA (0,34-0,06 pmol Blatt*h™). In
diesen Blattern erfolgte NOj-Speicherung daher auch wéhrend der Lichtphase. Absolut
betrachtet war die Speicherrate (NOs-Zufuhr - max. NRA = 0,32-0,12 pmol Blatt* h™)
jedoch sehr gering. Der NO3-Bedarf fur Speicherung kann daher gegentiber dem Bedarf
fur die NOz-Reduktion (ca. 4 umol Blatt™ h™ im oberen SproRbereich, Abb. 3.29) in der
Lichtphase vernachlassigt werden (vergl. 4.4.1: NO3-Speicherung).

In den jungen wachsenden Blattern war die NOs-Zufuhrrate dagegen deutlich geringer
als die maximale NRA und zwar um 67 % (Blatt5), 56 % (Blatt 7) oder 33 % (Blatt9). In
den wachsenden Blattern lag die NR daher im UberschuRR vor. Vermutlich stellt dies einen
Mechanismus dar, NOj effektiv zu assimilieren um N-Verbindungen fir das Wachstum
bereitzustellen. Die sehr geringen NOs-Gehalte in den wachsenden Blattern (Abb. 3.29)

unterstitzen diese Hypothese.

Insgesamt betrachtet ist davon auszugehen, dafd die jungen fast (Blatt 9) oder vollstandig
ausgewachsenen Blatter (Blatt 11 - 13) den hochsten Beitrag zur ,in situ“ NOz-Reduktion
entlang der SproRachse der Pappel leisteten (Abb. 3.29: héchste NOs-Zufuhrrate, hohe
NRA, Abb. 3.25: hochste Photosynthesekapazitdt) und der Beitrag mit zunehmendem
Blattalter kontinuierlich abnahm. Vergleichbare Befunde wurden von Jeschke und Pate
(1991b, 1992) fir verschiedene Blattalterstadien von Rizinus ermittelt.

Die sehr jungen stark wachsenden Pappelblatter hatten zwar die hdchste NRA-Kapazitét
entlang der SprofRachse, maximale NOj-Reduktion konnte jedoch aufgrund einer
limitierten NOs-Zufuhr nicht erreicht werden. Die NOj;-Zufuhr nahm mit zunehmender
SproBhohe stark ab (um 73% zwischen Blatt 9-5, Abb. 3.29). Je junger die Blatter sind,
desto starker sollten sie daher von zusétzlichem Amino-N-Import abhangig sein um, ihren
N-Bedarf fir Wachstum zu decken, wie es fur Rizinus gezeigt wurde (Jeschke und Pate
1991a, 1992). In Rizinus stieg die Amino-N-Konzentration im Xylem mit zunehmender
SproBhdhe an (Xylem-Xylem-Transfer im Sprof3), so daf3 der Amino-N-Import in die
wachsenden Blatter vorwiegend im Xylem erfolgte (Jeschke und Pate 1991b). Eine
Zunahme der Amino-N-Konzentration im Xylem konnte fur die hier untersuchten Pappeln
nicht bestatigt werden (Abb. 3.22). Es ist daher davon auszugehen, dal3 der Amino-N-

Import in die wachsenden Pappelblatter vorwiegend im Phloem erfolgte.

Zusammenfassend lafdt sich festhalten, dal? der NOs-Transport im Xylem zwar gerichtet

in den oberen SproRbereich der Pappeln erfolgte, jedoch nicht direkt in die jungen wach-
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senden Blatter. Die anhand der NRA-Verteilung entlang der SproBachse vermutete
dominante Rolle der wachsenden Blatter (Blatt 7 - 9) bei der NOz-Reduktion konnte durch
den Vergleich mit den tatsachlichen NOs-Zufuhrraten nur fur Blatt9 bestatigt werden.
Neben Blatt 9 hatten die jungen voll expandierten Blatter, die auch den hochsten Beitrag
zur C-Fixierung leisteten, den hichsten Anteil an der ,in situ“ NOs-Reduktion entlang der
SproRRachse. Die jungen expandierten Blatter haben daher sowohl fiir den C- als auch fir
den N-Stoffwechsel eine dominante Rolle bei der Bereitstellung von Assimilations-

produkten fur Wachstumsprozesse.

4.5 EinfluR des N- und K'-Angebots auf den Na&hrstofftransport von der
Wourzel in den Sprol3

Bei Pflanzen, die NOs™ bevorzugt im Sprol3 assimilieren, wozu auch die hier untersuchten
Pappeln gehéren (s. 4.2.1) sind NO3 und K* die dominanten Ladungstrager im Xylemsaft
(Ricinus: Kirkby und Armstrong 1980, Zea mays: Engels und Marschner 1993, Beta
vulgaris und Sorghum: Arnozis und Findenegg 1986, Populus: eigene Untersuchungen s.
Abb. 3.15).

N-Transport in den Sprof3 erfolgt in Form von NO3z; und Amino-N-Verbindungen. Das
Verhéltnis zwischen den beiden Transportformen wird durch das externe NOj-Angebot
und die N-Quelle stark beeinflu3t. Generell steigt der Anteil der Wurzel bei der NO;-
Assimilation mit abnehmender externer NOs-Konzentration an (Rufty et al. 1990, Gojon
et al. 1991, Peuke et al. 1994, Agrell et al. 1997), was dazu fuhrt, daf3 die NO3z-Konzen-
tration im Xylem abnimmt und die Konzentration von Amino-N-Verbindungen zunimmt.
Bei reiner NH, -Ernahrung wird Stickstoff fast ausschlieRlich in organischer Form in den
Sprol3 transportiert (Van Beusichem et al. 1988). Bei vielen Arten sind Glutamin und
Asparagin die dominanten Amino-N-Verbindungen im Xylemsaft (Arnozis und Findenegg
1986, Van Beusichem et al. 1988). Dies gilt auch flur die hier untersuchten Pappeln
(s.4.2.2). Da der Xylemsaft typischerweise einen pH-Wert zwischen 5-6 hat (Ricinus:
5,2-6,0, Gerendas und Schurr 1999; Zea mays: 5,0-5,5, Engels und Marschner 1993,
Beta vulgaris: 5,6 - 6,0 und Sorghum: 5,2-5,4, Arnozis und Findenegg 1986; Populus:
5,8, eigene Untersuchungen) und damit nahe dem Isoelektrischen Punkt der Amide liegt
(Glutamin =pH 5,65, Asparagin =5,41, Engels und Marschner 1993), sind sie im Xylem-
saft ungeladen. Eine verminderte NOjs-Konzentration im Xylemsaft fuhrt daher zur
Abnahme der negativen Ladungsaquivalente, was wiederum Konzentrationsverander-
ungen anderer Ladungstrager, d.h. der anderen Nahrstoffe, bewirken kann. Das N-Ange-
bot hat daher einen entscheidenden Einflu? auf den Transport aller N&hrstoffe in den
Sprol3.
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Umgekehrt kann jedoch auch die Verfugbarkeit der anderen Nahrstoffe Uber den
Ladungsausgleich Einflu3 auf den NO; bzw. N-Transport im Xylemsaft nehmen. Von
besonderer Bedeutung ist dabei die K'-Verfiigbarkeit, da K" das dominante Kation im
Xylemsaift ist und eine enge Korrelation zwischen den Langstreckentransport von K und
NOs postuliert wird (Ben-Zioni et al. 1971).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einflul3 (a) des externen NO3-Angebots, (b) der N-
Quelle und (c) von K'-Mangel auf den Nahrstofftransport in Pappeln charakterisiert. Zu
den einzelnen Themenkomplexen liegen bereits Untersuchungen an anderen, jedoch
meist krautigen Pflanzenarten vor (NOs;-Angebot: Triplett et al. 1980, MacKown et al.
1981,1983, Peuke et al. 1994,96; N-Quelle: Van Beusichem et al. 1988, Allen et al. 1988,
Peuke und Jeschke 1993, Engels und Marschner 1993, K'-Limitierung: Kirkby et al. 1981,
Rufty et al. 1981, Forster und Jeschke 1993). Unterschiedliche Pflanzenarten, Entwick-
lungsstadien und Anzuchtbedingungen erschweren die Vergleichbarkeit der vorliegenden
Befunde.

In dieser Arbeit wurden alle oben aufgefiihrten Untersuchungen im gleichen Entwick-
lungsstadium der Pappel unter identischen Klimabedingungen durchgefihrt. Mit
Ausnahme der jeweils veranderten Nahrstoffkomponente und der CI- bzw. Na'-Konzen-
tration war das Nahrstoffangebot bei allen Behandlungen identisch (s. Tab. 2.2), so daf3
unerwinschte EinfluRfaktoren weitgehend ausgeschlossen wurden. Die Daten der ein-
zelnen Experimente sind daher direkt vergleichbar und geben ein umfassendes Bild zum
EinfluR des N- und K*-Angebots auf den Nahrstofftransport in Pappeln.

Neben langfristigen Effekten (mehrwochige Anzucht bei ver&ndertem N-Angebot) und
dem EinfluR lokal begrenzen N- und K'-Angebot (,split-root-Experimente*) wurde die
Xylemsaftzusammensetzung auch in Abh&angigkeit von der Zeit nach Umstellung der N-
und K'-Versorgung (Minuten - Tage) untersucht und durch ,in situ“-SaftfluBmessungen
erganzt. Die so erhaltenen Daten geben dartber Aufschluld wie schnell und in welchem
Umfang ein veréandertes externes Angebot die Nahrstofftranslokation im Xylem beeinfluf3t.
Zur kurzfristigen (Minuten - Stunden) Anpassung der Na&hrstofftranslokation im Xylem

nach Anderungen im Angebot liegen bislang kaum Daten vor.

4.5.1 Einflud des externen NOsz-Angebots auf die Nahrstofftranslokation im
Xylem

Einfluf? von N-Mangel

N-Mangel fuhrte unmittelbar zur Abnahme der NOj-Konzentration im Xylemsaft. Schon
nach 15 min war die NOs-Konzentration 60 % geringer als bei NOs-versorgten Pflanzen
(Abb. 3.30). Die NOs-Beladung des Xylems erfolgt bei Pappeln daher Gberwiegend durch

aktuell aufgenommenes NO3; und nur in einem geringeren Umfang durch gespeicherte
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NOs-Reserven. Vergleichbare Ergebnisse wurden an Mais ermittelt (MacKown et al.
1981). Nach 2stiindiger Inkubation isolierter Maiswurzeln in 0,5mM NO; lag NO5 im
Exsudat zu 62 % in Form von °NOj; (= aufgenommenes NO3) und zu 38 % in Form von
“NO; (= gespeichertes NO3) vor. Die Xylembeladung in Gerstenkeimlingen ist sogar
noch starker von einer kontinuierlichen NOs;-Aufnahme abhéngig, da die NOs-Konzen-
tration im Xylemsaft schon nach 1stindigem N-Mangel um mehr als 90% abnahm
(Sueyoshi et al. 1995).

Trotz N-Mangel wurde die NO3z-Konzentration im Xylemsaft der untersuchten Pappeln in
den ersten 12 h durch Xylembeladung mit gespeicherten NOs-Reserven auf einem gerin-
geren Niveau konstant gehalten (60 % geringer als bei den Kontrollpflanzen, Abb. 3.30).
DalR gespeicherte NOs-Reserven bei kurzfristigem N-Mangel fir die Xylembeladung
zuganglich sind, wurde auch fir Mais bestatigt (MacKown et al. 1983). Dies zeigt, dald
unter kurzfristigen Mangelsituationen die NOs;-Reserven der Wurzel zugunsten der
Versorgung das Sprosses remobilisiert werden. Denkbar ware auch, dal3 eine gewisse
NOs-Konzentration im Xylemsaft aufrechterhalten wird, um den Xylemtransport positiv
geladener Nahrstoffe unter N-Mangel zu erleichtern (Peuke et al. 1994). Bei langfristig N-
limitierten Pflanzen wird der verfigbare Stickstoff jedoch bevorzugt fir ein gesteigertes
Wurzelwachstum genutzt, was einen stark verminderten N-Export im Xylem und einem
erhdhten N-Import aus dem Sprof3 bewirkt (Peuke et al. 1994).

Im Gegensatz zur NO3-Konzentration sank die Amino-N-Konzentration im Xylemsaft erst
nach 24h N-Mangel. Wahrend der ersten 12h blieb die Amino-N-Konzentration im
Vergleich zu den Kontrollen konstant (Abb. 3.32). Dies ist darauf zurlickzufiihren, daf3 die
NOs-Reduktion bei Pappeln fast ausschlie3lich im Sprof3 erfolgt (s. 4.2.1). Deshalb ent-
spricht die Amino-N-Fraktion im Xylemsaft hauptsachlich Phloemimporten aus dem Sprof3
und ist daher nicht unmittelbar von N-Mangel im Wurzelraum betroffen. Aul3erdem wird
bei N-Mangel gespeichertes NO3 in der Wurzel verstarkt reduziert und in Form von
Amino-N ins Xylem geladen (MacKown et al. 1983).

Bertcksichtigt man beide N-Formen (NO3; + Amino-N), dann fuhrte N-Mangel bei Pappeln
sofort zu einer verminderten N-Konzentration im Xylemsaft und dieser Effekt verstarkt
sich mit zunehmender Zeit in N-freier NL (Abb. 3.32). Aussagen zum Einflu3 von N-
Mangel auf die N-Translokation in den Sprof3 sind jedoch nur méglich, wenn auch die
SaftfluBrate berilcksichtigt wird. Generell bewirkt N&ahrstoffmangel eine verminderte
hydraulische Leitfahigkeit der Wurzel und setzt auch die stomatare Leitfahigkeit herab.
Daten hierzu liegen an verschiedenen krautigen Arten fur S- (Karmoker et al. 1991), P-
(Radin und Eidenbock 1984, Radin und Matthews 1989) und auch fur N-Mangel (Radin
und Boyer 1982, Chapin et al. 1988, Radin und Matthews 1989) vor. In Tomaten fiihrte N-

Mangel schon nach 2d zu einer deutlich verminderten hydraulischen und stomataren
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Leitfahigkeit, auch die H,O-Aufnahme in die Wurzel war stark reduziert (um ca. 40 %),
wahrend die stomatéare Leitfahigkeit bei Gerste erst nach 5d abnahm (Chapin et al.
1988). Diese Untersuchungen geben jedoch nur indirekt Aufschlu® auf die Einflul3 von N-
Mangel auf die FluBrate im Xylem. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte durch
direkte SaftfluBmessungen gezeigt werden, dal N-Mangel eine verminderte FluRrate im
Xylem bewirkt (Abb. 3.33). Die SaftfluRrate nahm dabei mit der Zeit in N-freier NL kon-
tinuierlich ab (um 3 % am ersten Tag bis ca. 20 % nach 3 d).

Zusammenfassend |43t sich festhalten, da3 N-Mangel unmittelbar eine verminderte N-
Translokation in den Sprof3 zur Folge hat. Wéahrend der ersten Stunden vorwiegend durch
eine verminderte NOj3-Beladung des Xylems, wahrend der néchsten Tage zusatzlich

auch durch reduzierte Amino-N-Beladung und eine verminderte Flu3rate im Xylem.

Bei nitratversorgten Pappeln (1 mM) wurde die kationische Ladung im Xylemsaft zu 70 -
80 % Uber anorganische Anionen ausgeglichen, wobei NO3;” mit 40 - 50 % den Hauptanteil
hatte. Ahnliche Befunde werden auch fiir andere Arten beschrieben (Triplett et al. 1980,
Arnozis und Findenegg 1986, Van Beusichem et al. 1988, Engels und Marschner 1993).
Der Beitrag organischer N-Verbindungen war bei Pappeln zu vernachlassigen, da negativ
geladene Aminosauren im Xylemsaft (Glutamat und Aspartat) nur in Spuren vorkamen
(zusammen <0,05mM gegenuber >3 mM anorganische Anionen). Die fehlenden
20-30% am Ausgleich der positiven Ladungsaquivalente wurden daher tber organische
Anionen gedeckt.

N-Mangel (verminderte NOjz-Konzentration) flihrte daher zu einer ausgepragten
Ladungsimbalance im Xylemsaft. Im Untersuchungszeitraum von 3 d hatte dies jedoch
keinen signifikanten EinfluB auf die Konzentration der anderen Makronahrstoffe
(Abb. 3.30). Der gleiche Befund wurde auch bei lokal begrenztem N-Mangel (nur 50% der
Wurzel fur 1h in N-freier NL) erhalten (Abb. 3.52a). Die Cl-Konzentration stieg bei N-
Mangel zwar an, trug jedoch nur zu 10 % zum Ausgleich der verminderten NO3-Konzen-
tration bei (s. 3.6.1.1). Auch ein Ausgleich Uber negativ geladene Aminosauren ist auszu-
schlieBen, da die Glutamat- und Aspartat-Konzentration im Xylemsaft konstant blieb
(zusammen 39 + 22 uM gegeniber 33 £ 13 uM in nitratversorgten Kontrollen). Es ist daher
davon auszugehen, dal® bei N-Mangel kurzfristig verstérkt organische Anionen ins Xylem
geladen werden und so die Kationenkonzentration im Xylemsaft konstant gehalten
werden kann. Eine starke Zunahme organischer Anionen in der Wurzel wurde bei N-
Mangel beobachtet (Rideout et al. 1994). Diese Hypothese wird durch Untersuchungen
von Triplett et al. (1980) an Weizen bestatigt, die zeigten, dafd 3tagiger N-Mangel keinen
Einflul auf die Kationenkonzentration im Xylemsaft hatte, da die Konzentration organi-

scher Anionen anstieg. Vergleichbare Befunde liegen an Rizinus vor, bei dem nur eine
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Wourzelhélfte fir 20d N-Mangel ausgesetzt war (Forster und Jeschke 1993). Auch hier
blieb die Kationenkonzentration im Xylemsaft der N-frei angezogenen Wurzelhélfte im
Vergleich zur versorgten Wurzelhélfte konstant und die verminderte NOs-Konzentration
wurde vorwiegend durch Malat ausgeglichen. Eigene Untersuchungen mit lokalem N-
Mangel zeigten jedoch, daf? der Ladungsausgleich im Xylemsaft der Pappeln nur kurz-
fristig Uber eine verstarkte Xylembeladung mit organischen Anionen erfolgte (Abb. 3.52a).
Langfristig (nach 8d) wurde die reduzierte NOs-Konzentration vorwiegend durch eine
verminderte Xylembeladung mit K* ausgeglichen (Abb. 3.52b). Dies war zu erwarten, da
K" das dominante Gegenkation fiir den NOs-Transport im Xylemsaft der Pappeln ist
(s.4.5.3).

N-Mangel hat also kurzfristig keinen direkten Einflu3 auf die Konzentration anderer Nahr-
stoffe im Xylem, fuhrt aber trotzdem, aufgrund der verminderten Saftflu3rate, zu einer
reduzierten Nahrstofftranslokation in den PappelsproR3. Dieser Effekt ist am ersten Tag
sehr gering (Abnahme um 3 %) und nimmt dann kontinuierlich zu. Schon nach 3d in N-

freier NL ist die Nahrstofftranslokation in den Sprof3 um 20 % reduziert.

EinfluR der externen NO5-Konzentration

Wird das NOjz-Angebot erh6ht, wurde in verschiedenen Untersuchungen ein Anstieg der
NOs-Konzentration im Xylemsaft (Kirkby und Armstrong 1980, Schobert und Komor
1992, Selvaraj et al. 1993) und auch der NOj-Translokation in den Sprof3 (Agrell et al.
1997) beobachtet. Bei jungen Pfirsichbdumen, die fir 4d in eine NL mit 0,5, 1,5 oder
10 mM NOj3 uberfihrt wurden, nahmen beide Parameter und die NOs;-Aufnahmerate mit
dem Angebot zu (zwischen 1,5 mM und 10 mM um 170 % bzw. 45%) (Gojon et. al. 1991).
Ein Anstieg dieser drei GroRen mit dem externen Angebot wurde auch bei Rizinus, nach
mehrwodchiger Anzucht bei 0,2, 1,0 oder 4 mM NOs™ in Quarzsand, beobachtet (Peuke et
al. 1994, 1996).

Bei den hier untersuchten Pappeln hatten Anderungen im NOs-Angebot (0,25 -8 mM)
jedoch keinen Einflul3 auf die NOz-Translokation in den Sprof3. Sowohl die NOz-Konzen-
tration im Xylemsaft (Abb. 3.34, Abb. 3.36, Abb. 3.37) als auch die Saftflul3rate (Abb. 3.35,

Abb. 3.38) blieben im Untersuchungszeitraum von 0,25 h - 7 d konstant. Dies galt auch ftr

die Amino-N-Konzentration (Abb. 3.37). Die N-Versorgung des Sprosses ist daher im
gegebenen Konzentrationsbereich unabhangig vom externem Angebot.

Eine Limitierung des NOj-Transports bei erhéhtem NO;s-Angebot durch die K'-Verfiig-
barkeit als Gegenkation (s.4.5.3) kann ausgeschlossen werden, da die NOj-Konzen-
tration im Xylemsaft auch bei gleichzeitig erhéhtem NO3-und K*-Angebot (auf je 8 mM)
konstant blieb, obwohl die K*-Konzentration zunahm (Tab. 3.9). Auch die Méglichkeit, daR

ein erhdhtes Angebot erst langfristig genutzt werden kann, wurde widerlegt, denn auch
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nach 1monatigem Wachstum in 1 mM bzw. 8 MM NO;3; war die NOs-Konzentration im
Xylemsatft gleich (Abb. 3.49).

Erganzende Untersuchungen zeigten, dal3 auch die NOs-Aufnahmerate (Abb. 3.39,
Abb. 3.48), der NO3-Gehalt in Blattern und Feinwurzeln (Abb. 3.40) und die Wachstums-
rate (Abb. 3.47) bei einem externen Angebot zwischen 1 mM und 8 mM konstant blieb.
Der NOgs-Bedarf fur optimales Pflanzenwachstum unter den gegebenen Klimabedin-
gungen ist also bei 1 mM externem NOj vollstandig gedeckt. Korrespondierend zu Unter-
suchungen an gleich alten Balsampappeln, die unter identischen Klimabedingungen
angezogen wurden, ist davon auszugehen, das auch eine externe NOs-Konzentration
von 0,25mM ausreichend war, optimales Wachstum zu gewahrleisten (Langheinrich
1991).

Anders als bei Rizinus (Peuke et al. 1994,1996) und Pfirsichbdumen (Gojon et al. 1991),
war das Wachstum der Pappeln zwischen 0,25 -8 mM NO;3; daher nicht limitiert, so daf3
auch die NOj-Translokation in den Sprof3 konstant blieb. Bei den Untersuchungen an
Pfirsichbdumen wurden N-verarmte Pflanzen fir die Experimente eingesetzt. Bei Rizinus
erfolgte die Nahrstoffapplikation in Quarzsand, so dal3 das Pflanzenwachstum bei 0,2 mM
und 1,0 mM NOj5™ aufgrund der geringen NOs-Verfligbarkeit (geringes Porenvolumen des
Mediums) stark reduziert war (Peuke et al. 1994,1996).

4.5.2 EinfluR der N-Quelle (NOs oder NH4") auf den Transport von
N-Verbindungen und anderen Nahrstoffen im Xylem

Im Vergleich zu nitraternéhrten Pflanzen fiihrt reine NH,"-Erndhrung bei vielen Arten zu
einem verminderten Pflanzenwachstum (Tomate: Kirkby und Mengel 1967, Smart und
Bloom 1993; Weizen: Lips et al. 1987, Cramer und Lewis 1993; Mais: Cramer und Lewis
1993, Rizinus: Van Beusichem et al. 1988, Allen und Raven 1987, Peuke und Jeschke
1993). Fur Rizinus liegen jedoch auch gegensatzliche Befunde vor (Allen und Smith
1986). Bei gemischter N-Ernahrung (NO3; und NH,") ist das Pflanzenwachstum dagegen
gleich (Smart und Bloom 1993, Ali et al. 1998) oder sogar hdher (Zornoza et al. 1996,
Sarro et al. 1998) als bei reiner NO3 -Erndhrung. Die N-Quelle nimmt nicht nur Einfluf3 auf
das absolute Wachstum, sondern kann auch das Wurzel/SproRR-Verhéaltnis veréandern
(Engels und Marschner 1993, Peuke und Jeschke 1993, Cramer und Lewis 1993).

Das verminderte Wachstum bei reiner NH,-Ernéhrung wird nicht direkt durch eine
geringere N-Verfugbarkeit verursacht, was daran deutlich wird, daf3 wachstumslimitierte
NH, -Pflanzen sogar hohere N-Gehalte (pro Frisch- bzw. Trockengewicht) als NO;-
ernaghrte Pflanzen aufweisen (Kirkby und Mengel 1967, Van Beusichem et al. 1988,
Cramer und Lewis 1993). Neben anderen Ursachen (pH-Effekte, Kohlenhydratverfig-
barkeit; Marschner 1995, Cramer und Lewis 1993) kann das verminderte Wachstum bei
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reiner NH,-Ernéhrung auf ein Kationendefizit im SproR zuriickzufiihren sein (Peuke und
Jeschke 1993). Der Grund dafur ist ein verminderter Kationentransport im Xylem, da
negative Ladungsaquivalente (NOj) fehlen und/oder Hemmung der Kationenaufhahme
durch NH," (Scherer et al. 1984). Eine reduzierte Transpirationsrate (Cramer und Lewis
1993, Peuke et al. 1994), eine geringere Kationenkonzentration im Xylemsaft (Arnozis
und Findenegg 1986, Allen und Raven 1987) und/oder ein verminderter Kationengehalt
im Sprol3 (Kirkby und Mengel 1967, Arnozis und Findenegg 1986, Allen und Raven 1987,
Van Beusichem et al. 1988) wurde bei wachstumslimitierten Pflanzen in NH,"-NL beob-

achtet.

Eigene Untersuchungen zeigten, daR Pappel bei reiner NOs- bzw. NH,-Ernédhrung (je
1mM) und bei gemischter N-Versorgung (0,5mM NOs+ 0,5mM NH,") gleich gut
wachsen (Abb. 3.50). Auch das Wurzel/Sprol3-Verhéaltnis war bei allen drei Behandlungen
im Rahmen der MeRgenauigkeit konstant (0,67 + 0,08, 0,64 £0,08, 0,68+ 0,07 bei NOs™,
NH,"- oder gemischter N-Versorgung). Offensichtlich sind Pappeln in der Lage, die
Kationenversorgung des Sprosses bei NH,'-Ernahrung aufrechtzuerhalten. Dies konnte
anhand der Nahrstofftranslokation im Xylem bewiesen werden.

Genauso wie bei N-Mangel, sank die NOs-Konzentration im Xylem unmittelbar nach
Wechsel der N-Quelle von NO3 auf NH," um ca. 60 % und nahm mit der Zeit in NH,"-NL
weiter ab (Abb. 3.41). Kurzfristig erfolgte der Ladungsausgleich tber eine verminderte
Kationenkonzentration, aber schon nach 3d war die Konzentration aller Kationen bei
NOs- und NH,-erndhrten Pappeln identisch. Dies wurde durch eine erhéhte Xylem-
beladung mit CI" und S0,” ermdglicht, so dafl} die verminderte NOs-Konzentration in
Bezug auf die Ladung vollstandig kompensiert wurde (Abb.3.41: Ladungsbilanz).
Quantitativ betrachtet, wurde die Funktion von NO;3; als negativer Ladungstrager
hauptséachlich von SO,” (ibernommen (Tab.3.10). Weitere Experimente bestétigten
diesen Befund. Auch nach (a) 2monatiger Anzucht mit NH," bzw. (b) gemischter N-
Versorgung (Abb.3.51) und in (c) ,split-root-Experimenten mit raumlich getrenntem
gemischten N-Angebot (Abb. 3.54) blieb die Kationenkonzentration im Xylem gegenuber
nitratversorgten Pflanzen konstant und die verminderte NOz-Konzentration wurde tber
S0O,” und zu einem geringeren Anteil tiber CI" kompensiert.

Vergleichbare Ergebnisse wurden von Engels und Marschner (1993) an Mais bei geringer
SproRtemperatur ermittelt, dessen SproRwachstum bei NO; und NH,-Erndhrung
konstant war. Auch hier hatte NH," keinen EinfluR auf die Kationenkonzentration im
Xylem, was durch eine erhohte Xylembeladung mit SO,*, z.T. jedoch auch durch orga-
nische Anionen ermoglicht wurde. Parallel dazu blieb die Akkumulationsrate im Sprof3
konstant (Mg®*, Ca*") oder nahm bei NH,"-Versorgung sogar zu (K*) obwohl die Trans-

lokationsrate im Xylem vermindert war. Die Autoren fihren dies auf einen reduzierten



Diskussion 138

Phloemexport in die Wurzel zuriick (Engels und Marschner 1993). Die Translokations-
raten wurden in der Arbeit von Engels und Marschner 1993 anhand der Xylem-
konzentration und der Exsudationsrate dekapitierter Maispflanzen berechnet und reflek-
tieren daher nicht die N&hrstofftranslokation in intakten Pflanzen.

Eigene Untersuchungen zeigten, dal? der Wechsel der N-Quelle keinen Einflul3 auf die ,in
vivo* Saftflul3rate von Pappeln hatte (Abb. 3.44). Die Kationentranslokation in den Sprof3
war nach Umstellung auf NH,"-Ernahrung daher nur kurzfristig reduziert und entsprach
schon nach 3d der Translokationsrate nitratversorgter Pappeln. Gleichzeitig bewirkte
NH, -Ernghrung eine erhéhte CI', und SO,*-Translokation in den PappelsproR. Obwohl
beide lonen phloemmobil sind und daher zwischen Sprol3 und Wurzel zirkulieren kénnen,
ist davon auszugehen, daR NH,*-Erndhrung langfristig eine gesteigerte ClI-und SO,*-
Aufnahme und einen erhdhten Gehalt im Sprof3 bewirkt. Dies wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht. Eine erhdhte SO,*-Aufnahmerate bei NH,"-Ernahrung wurde jedoch fiir junge
Buchen gezeigt (Kreuzwieser et al. 1996). Auch erhohte CI'-und SO,*-Gehalte im SprofR
NH, -versorgter Pflanzen werden beschrieben (Arnozis und Findenegg 1986, Van
Beusichem et al. 1988).

Dal3 Pappeln mit beiden N-Quellen gleich gut wachsen kénnen ist daher auf ihre Fahig-
keit zuriickzufiihren, die Kationenversorgung des Sprosses bei NH," als N-Quelle inner-
halb kiirzester Zeit wiederherzustellen indem SO,* und CI das NOs; beim Ladungs-
ausgleich ersetzen. Dies ist besonders fiir das nahezu phloemimmobile Ca** von
entscheidender Bedeutung, da die Ca**-Versorgung des Sprosses direkt vom Xylem-
import abhangig ist. Ein verminderter K und Mg*-Import in den SprofR kénnte dagegen
durch einen reduzierten Export in die Wurzel kompensiert werden (Marschner et al.
1997). Der Grund fir die vorubergehend reduzierte Kationentranslokation ist vermutlich
eine direkte Kompetition mit NH," bei der Aufnahme. Dies wird daran deutlich, daR N-
Mangel keinen Effekt auf die Kationenkonzentration im Xylemsatft hatte, obwohl auch hier
die NOs-Konzentration unmittelbar abnahm (Abb. 3.30). Langfristig ist jedoch von einer
Kompetition zwischen NH," und Kationen bei der Aufnahme nicht auszugehen (Engels
und Marschner 1993).

Im Hinblick auf die N-Translokation erfolgte die Anpassung nach Wechsel der N-Quelle
sogar noch schneller. Unmittelbar (nach 15 min) nach Uberfiihren in NH,-NL wurde die
verminderte NOjs-Translokation (Abb.3.41) durch eine erhdhte Translokation wvon
Glutamin (Abb. 3.42) vollstandig kompensiert (Konzentrationsdnderungen im Xylem
entsprechen dabei direkt Translokationsanderungen, da die Saftflul3rate mit beiden N-
Quellen konstant war, Abb. 3.44). Dies bedeutet, daR NH," ohne Zeitverzégerung aufge-
nommen, effektiv assimiliert und dann in Form von Glutamin, als priméres Assimilations-

produkt, ins Xylem geladen wird. Der Vergleich der Aufnahmerate und der NRA in den
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Feinwurzeln nitratversorgter Pflanzen zeigte, dal3 nur ca. 8% des aufgenommenen NOj’
in der Wurzel assimiliert wurden (s. 4.2.1). Die Aktivitat der GS in den Feinwurzeln war
jedoch 24fach hoher als die der NR und nahm auch bei langfristiger NH, -Ernéhrung nicht
zu (eigene, nicht gezeigte Ergebnisse). Eine effektive NH, -Assimilation in den Feinwur-
zeln ist daher unmittelbar, d.h. vermutlich ohne Neusynthese der GS, nach Wechsel der
N-Quelle mdglich. Dieser Mechanismus ermdglicht es der Pflanze, die N-Versorgung des

Sprosses auch kurzfristig nach Umstellung der N-Quelle aufrechtzuerhalten.

Nach 24h stieg neben Glutamin auch die Translokationsrate der anderen Amino-N-
Verbindungen an, so daR die Gesamt-N-Translokation im Xylem bei NH, -ernéhrten Pap-
peln im MefRzeitraum von 7d sogar doppelt so hoch wie bei NOz-Erndhrung war
(Abb. 3.42). Auch die Amino-N-Zusammensetzung im Xylemsaft anderte sich bei NH, -
Ernahrung. Im Vergleich zu NOgs-ernéhrten Pappeln nahm der prozentuale Glutaminanteil
zu und der aller anderen Amino-N-Verbindungen ab (Tab. 3.11). Nach Umstellung der N-
Quelle von NO3 auf NH," erfolgt die Xylembeladung daher (voriibergehend s.u.) verstarkt
mit dem primaren Assimilationsprodukt Glutamin.

Eine Zunahme der Gesamt-N-Konzentrationen im Xylemsaft bei NH,'- im Vergleich zu
NOs-Erndhrung wird fur Beta vulgaris (um 41 %, Arnozis und Findenegg 1986) und
Phaseolus (um 68 %, Allen et al. 1988) beschrieben. Bei Zea mays (Cramer und Lewis
1993) blieb die Gesamt-N-Konzentration hingegen konstant und nahm bei Sorghum
(Arnozis und Findenegg 1986) und Triticum (Cramer und Lewis 1993) sogar ab. Auch fur
die gleiche Art liegen unterschiedliche Befunde vor (Ricinus: Allen und Raven 1987, Allen
und Smith 1986).

Eigene Untersuchungen zeigten, daf3 der verdoppelte N-Transport in den Pappelsprof3
nach Umstellung der N-Quelle nur ein voriibergehender Effekt war. Langfristig, nach
2monatiger Anzucht mit NO3 oder NH,", war die Gesamt-N-Konzentration im Xylemsaft
bei beiden N-Quellen im Rahmen der Mel3genauigkeit gleich (Abb. 3.51). Das gleiche galt
fur die prozentuale Amino-N-Zusammensetzung (Tab. 3.13), wie es auch fir Rizinus
beschrieben wurde (Peuke und Jeschke 1993). Dies zeigt, daf® der N-Transport in den
SproR bei NH,-erndhrten Pappeln langfristig entsprechend des N-Bedarfs im SproR
reguliert wird. Der N-Bedarf des Sprosses war bei beiden N-Quellen gleich, was aus den

identischen Wachstumsraten (Abb. 3.50) gefolgert werden kann.

Bei den meisten krautigen Arten und bei Baumen wird NH," nahezu ausschlieRlich in der
Wurzel assimiliert, was anhand des geringen NH, -Anteils an der Gesamt-N-Konzen-
tration im Xylemsaft deutlich wird. (5% bei Ricinus, Van Beusichem et al. 1988, Allen
und Smith 1986; Triticum und Zea mays, Cramer und Lewis 1993; Phaseolus, Allen et al.

1988; Cucumis sativus, Zornoza et al. 1996; Fagus sylvatica und Picea abies, Gessler et
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al. 1998a). Ausnahmen scheinen Brassica napus (Finnemann und Schoerring 1999) und
Sorghum (Arnozis und Findenegg 1986) zu sein, bei denen NH,"-Konzentrationen von bis
zu 8mM (bzw. 11%) und 5,5mM (bzw. 13 %) im Xylemsaft ermittelt wurden. Dies ist
vermutlich nicht nur auf die hohen externen NH,'-Konzentrationen zuriickzufiihren
(12mM bei Brassica, 3mM bei Sorghum), da die NH,"-Konzentration im Xylemsaft von
Ricinus mit einem vergleichbaren Angebot von 8 mM nur bei 1,3 mM (bzw. 3 %) lag (Allen
und Smith 1986).

Eigene Untersuchungen zeigten, daR die NH, -Assimilation bei Pappeln ausschlieRlich in
der Wurzel erfolgt. NH,"-Ernahrung bewirkte zwar einen Anstieg der NH,"-Konzentration
im Xylemsaft (Abb. 3.43), die Konzentration blieb jedoch <0,2 mM, was einem Anteil von
<1,5% an der Gesamt-N-Konzentration entsprach. Identische Befunde wurden bei lang-
fristiger NH, -Versorgung (2monatige Anzucht mit NH," oder gemischtem N-Angebot,
Tab. 3.13) und auch kurzfristig (15min-7d) nach Wechsel der N-Quelle erhalten
(Tab. 3.11). DaR dieser Effekt schon nach 15 min auftrat, bestétigt, dal NH," ohne Zeit-

verzdgerung effektiv in der Wurzel assimiliert werden kann (s.o0.).

4.5.3 NOs / K'-Interaktion beim Langstreckentransport

Um AufschluB tiber die Interaktion zwischen NO5 und K* beim Langstreckentransport zu
erhalten, wurde das externe NO3;/K"-Angebot variiert und der EinfluR auf die Xylemsaft-
zusammensetzung untersucht. Im Vordergrund stand dabei der EinfluR von K'-Mangel
(fir 1 h-11d), da hier die starksten Effekte zu erwarten waren. Durch SaftfluBmessungen
an intakten Pappeln konnte gezeigt werden, dal K'-Mangel im Untersuchungszeitraum
von 8 d keinerlei EinfluR auf die FluRrate im Xylemsaft hatte (Abb. 3.46). Deutliche Ande-
rungen der FluRrate sind daher auch nach 11 d K*-Mangel nicht zu erwarten. Da die Fluf3-
rate konstant blieb, reflektieren die im Folgenden beschriebenen Konzentrations-

anderungen im Xylemsaft direkt Anderungen der Nahrstofftranslokation in den SproR.

K*-Mangel fuhrte unmittelbar (nach 1h) zu einer verminderten K'-Konzentration im
Xylemsaft der Pappeln (Tab. 3.12: um 31 % im Vergleich zu K*-versorgten Pflanzen). Im
Gegensatz zum N-Mangel, wo NO3 schon nach 24 h nur noch in Spuren im Xylemsaft
vorlag (Abb.3.30), war die K'-Konzentration im Xylemsaft selbst nach 11d ohne K'-
Angebot nur 49 % geringer als bei K'-versorgten Pflanzen (Abb. 3.45). Dies kénnte zwei
Grunde haben. Die Xylembeladung erfolgt entweder durch K*-Reserven der Wurzel (der
K*-Gehalt in den Feinwurzeln war 4fach héher als der NOs-Gehalt, Tab. 3.6) und/oder
durch K'-Importe aus dem SproR. Dies ist bei NO; aufgrund der geringen Phloem-

mobilitat nicht moéglich. AufschluR (iber die relative Bedeutung dieser beiden K™-Quellen
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fur die Xylembeladung gibt der Vergleich zwischen K'-Reserven in der Wurzel und der
K*-Translokationsrate in den SproR:

Bei K'-versorgten Pappeln lag die mittlere K'-Translokationsrate wahrend eines
Tag/Nacht-Zyklus bei 0,87 pmol h™ g™ Fwigesamt (Abb. 3.18). Die Wurzelmasse betrug etwa
40 % des Gesamtfrischgewichts (Abb. 3.4b). Bezogen auf die Wurzelmasse wurden ca.
2,2 umol K h™ g Fwiwuse in den SproR transportiert. Bei K*-Mangel war die K*-Trans-
lokation nach 1h 31% geringer als bei K'-versorgten Pflanzen (s.0.), also wurden nur
1,5 pumol ht g'lethrzd in den SproR transportiert. Der K'-Gehalt der Feinwurzeln betrug
30 umol g'vavtFemwurze. (Tab. 3.6). Geht man davon aus, dal} die Grobwurzeln einen
ahnlichen K'-Gehalt haben, kénnte der K'-Transport bei K'-Mangel nur ca. 20 h allein
durch gespeicherte K*-Reserven aufrechterhalten werden (K*-Gehalt / K*-Translokations-
rate = 30 pmol g™ FWtwurze / 1,5 pmol h™ g™ Fwtwuze = 20 h).

Diese grobe Abschatzung verdeutlicht, daR hohe K*-Konzentrationen im Xylemsaft bei K-
Mangel langfristig nur durch Phloemimporte aus den Sprof3 aufrechterhalten werden
kénnen. Die nach 11d K'-Mangel gemessene K'-Konzentration im Xylemsaft ist daher
ausschlieRlich auf Phloemimport aus dem SproR zuriickzufiilhren. Bei K'-versorgten
Pflanzen entspricht 26 -46 % der K'-Konzentration im Xylemsaft Phloemimporten aus
dem Sprol3 (26 % bei Weizen, 36 % bei Reis, Cooper und Clarkson 1989; 40 % bei
weillen Lupinen, Jeschke et al. 1985; 46 % bei Rizinus, Jeschke und Pate 1991c).
Korrespondierend zu diesen Untersuchungen diirfte der phloemimportierte K*-Anteil bei
K'-versorgten Pappeln maximal bei 46 % liegen. Nach 11d K'-Mangel war die K-
Konzentration im Xylemsaft nur 49 % geringer als bei K'-versorgten Pappeln, was dem
maximalen Anteil phloemimportierten K* bei K'-versorgten Pflanzen entspricht. Dieser
Befund laRt vermuten, daR der K*-Import aus dem SproR bei K'-Limitierung unverandert
bleibt oder mdglicherweise sogar erhdht ist, wie unverédffentlichte Ergebnisse von Wolf
und Jeschke (in Peuke und Jeschke 1993) zeigen. Die Bedeutung dieses Effekts wird
klar, wenn der EinfluR von K*-Mangel auf den Xylemtransport anderer Nahrstoffe beriick-

sichtigt wird.

Nach dem Ben Zioni-Dijkhoorn-Modell (Ben-Zioni et al. 1971) erfolgt der NOz-Transport
in den SproR gekoppelt an K*. Korrespondierend hierzu wurde eine enge Korrelation bei
der Xylembeladung von NO; und K* beobachtet (Touraine et al. 1988, Casadesus et al.
1995). K*-Mangel sollte daher einen direkten Effekt auf den NOs-Transport im Xylem
haben.

Eigene Untersuchungen zeigten, daR K*-Mangel nicht nur die K*-Konzentration im Xylem-
saft verminderte sondern auch die NO; und SO,*-Konzentration reduzierte. Dieser Effekt
trat unmittelbar auf und nahm mit zunehmender Behandlungsdauer nur geringflgig zu.

Nach 1h K'-Mangel war die NOs-Konzentration im Xylemsaft 36 % geringer als bei K-
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versorgten Pflanzen (Tab. 3.12), nach 11d betrug die Abnahme fir NO3 43 % und fir
SO,” 35% (Abb. 3.45). Das unmittelbare Auftreten dieses Effekts schlieRt aus, daB dies
indirekt durch einen verminderten Néhrstoffbedarf durch K'-limitiertes SproRwachstum
(Cakmak et al. 1994) bewirkt wird. Denkbar ware, da K'-Mangel die NO;" und SO,”-
Aufnahme und als Folge davon die Xylembeladung inhibiert. Zahlreiche Untersuchungen
an verschiedenen Pflanzenarten belegen jedoch, daR die K*- und NOs-Aufnahme nicht
direkt gekoppelt sind. Beispielsweise bewirkte eine hohere Lichtintensitat bei Sonnen-
blumen einen Anstieg der NOj-Aufnahmerate ohne EinfluR auf die K'-Aufnahme zu
nehmen (Casadesus et al. 1995). Bei Lolium wurde nach NOz-Zugabe zu N-verarmten
Pflanzen eine Oszillation der NOjz-Aufnahme beobachtet (Jarvis und MacDuff 1989),
ohne daR die K'-Aufnahme dem folgte (Jarvis et al. 1990). Bei Rizinus nahm die NOs~-
Aufnahmerate mit steigendem Angebot zu und auch hier hatte dies keinen Einflu® auf die
K*-Aufnahme (Kirkby uns Armstrong 1980). Eine verminderte NOs; und SO,*-Beladung
aufgrund verminderter Aufnahmeraten bei K'-Mangel ist daher unwahrscheinlich. Der
Grund fur die verminderte NOs und SO,*-Konzentration ist vielmehr der Ladungsaus-
gleich im Xylemsaft. Dies wird daran deutlich, daR die NO; und SO,”-Konzentration &qui-
valent zur K'-Konzentration abnahm, so daR die Ladungsbalance im Vergleich zu K'-
versorgten Pappeln vollstandig ausgeglichen war (Abb. 3.45). Die externe Mg®* und Ca**-
Konzentration bei K'-Mangel entsprach der externen K*-Konzentration bei K*-versorgten
Pflanzen (je 0,3 mM Mg bzw. Ca** gegeniiber 0,45 mM K", Tab. 2.2). Theoretisch ware
der Ladungsausgleich bei K'-Mangel daher durch eine verstarkte Xylembeladung mit
Mg®* und/oder Ca®* méglich um so die NO; und SO,*-Konzentration aufrecht zu erhalten.
DaR dies nicht erfolgte zeigt, dal K* eine dominante Funktion als Gegenkation fir den
NOs- und SO,*-Transport in den PappelsproR hat, die nicht durch andere Kationen
ersetzt werden kann. Vergleichbare Befunde liegen an dekapitierten Maiskeimlingen vor,
die entweder in NaNOj3, Ca(NO3), oder KNO3; angezogen wurden (Rufty et al. 1981). Die
NOj-Translokation im Exsudat war bei K*-behandelten Maiskeimlingen 61 % bzw. 72 %
héher als bei Na* bzw. Ca’*-Behandlung. Die dominante Rolle von K" als Gegenkation fiir
NO;s im Xylem, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch durch den umgekehrten
Versuchsansatz (N-Mangel anstatt K*-Mangel) gezeigt werden. Bei lokalem N-Mangel
sank die NOs-Konzentration im Xylemsaft, was langfristig (nach 8 d) durch eine vermin-
derte Xylembeladung mit K" kompensiert wurde (Abb. 3.52b).

Ein limitiertes K*-Angebot fiihrt daher tiber den Ladungsausgleich im Xylemsaft zu einer
reduzierten Translokation von NO; (und SO4*) in den SproR. Eine direkte Kopplung bei
der Xylembeladung, d.h. NO;/K"-Cotransport ist jedoch unwahrscheinlich (Touraine und
Grignon 1982a,b). Dies wird durch eigene Untersuchungen bestétigt, da (a) N-Mangel

bzw. eine geringere Xylembeladung mit NO3™ kurzfristig (Uber 3 d) keinen Einflul3 auf die
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K'-Beladung hatte (Abb.3.30) und (b) ein erhohtes K'-Angebot bzw. eine verstarkte
Xylembeladung mit K* umgekehrt auch keinen EinfluR auf die NOs-Beladung nahm
(Tab. 3.12).

Wie eingangs erlautert, ist davon auszugehen, daR selbst nach 11 d K*-Mangel der K*-
Import aus dem Sprof3 in die Wurzel genauso hoch oder méglicherweise sogar héher war
als bei K*-versorgten Pflanzen. Dies stellt einen Mechanismus dar, die NOs -Translokation
in den SproR bei limitiertem K*-Angebot zu erleichtern (Kirkby et al. 1981). Diese konnte
durch eigene Experimente bestétigt werden. Bei lokal begrenztem K*-Mangel fiir 3d (nur
50 % des Wurzelsystems in K-freier NL) waren die Pflanzen in der Lage die K'-Konzen-
tration im Xylemsaft, gewonnen an der SproRbasis, auf den Wert von vollstiandig K'-
versorgten Pflanzen aufrechtzuerhalten. Parallel dazu blieb auch die NOs- und S0,%-
Konzentration konstant (Abb. 3.53). Eine konstante NOz-Konzentration im Xylemsaft der
Sprol3basis kann im Untersuchungszeitraum von 3d nur erreicht werden, wenn beide
Wourzelhélften zu etwa gleichen Anteilen an der Xylembeladung beteiligt sind, wie anhand
von split-root-Experimenten, bei denen nur 50 % der Wurzel mit NOs™ versorgt wurde,
deutlich wurde (Abb.3.52). Korrespondierend hierzu ist davon auszugehen, daf} die
Xylembeladung mit NO3 und vermutlich auch mit S0O,% in beiden Wurzelhalften anna-
hernd gleich war und damit keine K'-Limitierung in der K'-Mangelzone vorlag. Die ge-
speicherten K'-Vorrate in der Wurzel waren zu gering, dies iiber einen Zeitraum von 3d
zu erméglichen (s.0.). Eine konstante NO3 und SO,*-Translokation im Xylem kann daher
nur durch einen erhdhten K'-Import aus dem SproR in die K'-Mangelzone erreicht

werden.
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5 Zusammenfassung

A  Methodische Aspekte

1. Die Infiltrations-Zentrifugations-Technik® mit einer Zentrifugalbeschleunigung von
1470 g liefert eine gute Ausbeute an Blatt-Apoplastenflissigkeit bei minimaler Kontami-

nation durch cytoplasmatische Inhaltsstoffe.

2. Die Nahrstofftranslokationsrate im Xylem wurde anhand (a) der Nahrstoffkonzentration
im Wurzeldruckexsudat nach Dekapitieren des Sprosses und (b) der FluB3rate im Xylem
mit einer hohen zeitlichen Auflésung in Abhéngigkeit von der Tageszeit und mit einer
hohen raumlichen Auflésung entlang der Sprol3achse ermittelt. Die berechneten Trans-
lokationsraten entsprechen denen von intakten Pflanzen:

(a) Wahrend der ersten 10 min nach Dekapitieren blieb die Nahrstoffkonzentration im
Wurzeldruckexsudat konstant und reflektiert die Xylemsaftzusammensetzung intakter
Pflanzen.

(b) Mit der ,stem heat balance Methode” war es mdoglich, die ,in situ* Flul3rate im
Xylem mit einer guten Mel3genauigkeit, einer hohen Zeitauflosung (10 min) und fir
verschiedene Sprof3bereiche, jedoch nicht fur einzelne Blatter, zu quantifizieren. Der
Eintransport von Xylemsaft in einzelne Blatter wurde indirekt anhand der
Transpirationsrate durch Verwendung von Blattklivetten ermittelt. Durch den Vergleich mit
den ,in situ* SaftfluBraten verschiedener SproRRbereiche, wurde sichergestellt, daf die
Transpirationsraten mit den tatsachlichen Eintransportraten intakter Pflanzen

Ubereinstimmen.

B  N-Transportformen im Xylemsaft NOz-ernahrter Pappeln

1. Anhand der Verteilung der NR-Aktivitat zwischen Wurzel und Sprof3 und durch den
Vergleich zwischen NOjz;-Aufnahmerate und -Exportrate in den Pappelsprol3 wurde

gezeigt, dal’ die NOs;-Reduktion fast ausschliefZlich im Sprof3 erfolgt.

2. Bei nitraternahrten Pappeln wird Stickstoff zu 50 - 60 % in Form von NOj3 in den Sprof3
transportiert, 40-50% entsprechen organischen N-Verbindungen. Glutamin und
Asparagin haben dabei den Hauptanteil (zusammen ca. 90 % der Gesamt-Amino-N-
Konzentration). Da die NOs-Reduktion vorwiegend im Sprof3 erfolgt, ist davon auszu-
gehen, dal} die Amino-N-Fraktion im Xylemsaft hauptsachlich Phloemimporten aus dem

Sprof3 entspricht.
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C NOgs-Bedarf und NOs-Translokation entlang der Sprof3achse

1. Die NR-Aktivitat ist in den jungen wachsenden Blattern am hdchsten und nimmt mit
zunehmendem Blattalter kontinuierlich ab. NO3-Speicherung erfolgt Uberwiegend in den
alteren Blattern der unterer Sprof3hélfte. In der Lichtphase wird das im Xylem angelieferte
NO; fast ausschlieRlich fiir die NOs-Assimilation genutzt. Anderungen der NR-Aktivitat
reflektieren daher direkt Anderungen im NOs-Bedarf entlang der SproRachse, was

bedeutet, dal3 der NO3-Bedarf von der Sprof3spitze zur Sprof3basis abnimmit.

2. Der erhohte NOs-Bedarf im oberen Sprof3bereich der Pappeln ist mit einer erhdhten
NOs-Zufuhr durch das Xylem korreliert. Dies wird durch einen gesteigerten Volumenfluf3
in die jungen Blatter erreicht, wahrend die NOj-Konzentration entlang der Sprof3achse

konstant bleibt.

3. Der NOgz-Transport im Xylem erfolgt gerichtet in den oberen Sprof3bereich, jedoch
nicht direkt in die wachsenden Blatter. Die wachsenden Blatter haben zwar die hdchste
NRA, maximale NOs-Reduktion kann jedoch aufgrund einer limitierten NOs-Zufuhr nicht
erreicht werden. Den hochsten Beitrag zur ,in situ® NO3-Reduktion entlang der Sprol3-
achse leisten die jungen fast und vollstdndig expandierten Blatter, was der Vergleich

zwischen NOjz-Zufuhrrate und maximaler Umsatzrate zeigte.

D  Nahrstofftranslokation in Abhangigkeit von der Tageszeit

Die Nahrstofftranslokation in den Sprof3 erfolgt vorwiegend in der ersten Halfte der Licht-
periode und nimmt zum Ende der Lichtperiode je nach Nahrstoff um 40-539% ab. Mit
einsetzender Dunkelheit sinkt die Nahrstofftranslokation um weitere 15 - 28 %.

Die Anderungen der Xylembeladung in der Lichtphase sind unabhangig von der FluRrate
im Xylem, was auf eine diurnale Regulation der Xylembeladung hinweist. Vermutlich stellt
dies eine Anpassung an den verminderten Néahrstoffbedarf des Sprosses in der zweiten

Halfte der Lichtphase dar.

E  Nahrstofftranslokation in Abhangigkeit vom N- und K*-Angebot

1. Die NO;z;-Beladung des Xylems erfolgt vorwiegend durch aktuell aufgenommenes
NOs. N-Mangel fuhrt daher unmittelbar zu einer verminderten NOs- und damit N-Trans-
lokation in den Sprof3. Nach 1-3d wird dies zuséatzlich durch eine reduzierte Amino-N-
Beladung und eine verminderte FluRrate im Xylem verstarkt.

N-Mangel hat kurzfristig (Uber 3 d) keinen direkten Einfluf3 auf die Konzentration anderer

Nahrstoffe im Xylem, da der Ladungsausgleich durch eine verstarkte Xylembeladung mit
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organischen Anionen erreicht wird. Langfristig erfolgt der Ladungsausgleich Uber eine

verminderte K*-Beladung des Xylems.

2. Anderungen im externen NO3z-Angebot (0,25 mM - 8 mM) haben keinen EinfluR auf die
Translokation von N-Verbindungen und anderen Makronahrstoffen, da der N-Bedarf fur

das Wachstum schon bei einem externen Angebot von 0,25 mM gedeckt wird.

3. Im Gegensatz zu anderen Arten wachsen Pappeln mit NO; oder NH," als N-Quelle
gleich gut. Die Kationenversorgung des Sprosses nach Umstellung auf NH,"-Ernahrung
wird innerhalb kurzer Zeit (nach 3 d) wiederhergestellt, indem SO,* und CI" das NO; beim
Ladungsausgleich ersetzen. Die N-Versorgung des Sprosses wird unmittelbar nach Um-

stellung (nach 15 min) durch eine erhdhte Xylembeladung mit Glutamin aufrechterhalten.

4. Die NO;- und SO,*-Translokation im Xylem ist abhangig von der K*-Verfiigbarkeit. K*
ist das dominante Gegenkation fir NO3 und S0,% und kann nicht durch andere Kationen
ersetzt werden. Bei limitiertem K'-Angebot wird K* verstarkt iiber das Phloem in die

Wurzel importiert um den NO5 und SO,*-Transport in den SproR zu erleichtern.
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lonengehalte in Abhangigkeit vom Blattalter.

Frischgewicht, NR-Aktivitat, Transpiration, Amino-N- und NOs;-Gehalt unter-
schiedlich alter Blatter.

NR-Aktivitat, NOs-Gehalt und berechneter NOs-Eintransport durch das Xylem
in Abhéngigkeit vom Blattalter.

Einfluld von N-Mangel auf die Konzentration anorganischer lonen und die
Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit von der Zeit.

Einflud eines erhdhten Cl-Angebots auf die Konzentration anorganischer
lonen im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit von der Zeit.

Einflud von N-Mangel auf die Konzentration von Amino-N und Gesamt-
stickstoff im Wurzeldruckexsudat in Abhéngigkeit von der Zeit.

Einflud von N-Mangel auf die SaftfluRrate im Xylem in Abhangigkeit von der
Zeit.

Einflul eines verminderten NOjs-Angebots auf die Konzentration anorga-
nischer lonen und die Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat.

Einflu3 eines verminderten NOz-Angebots auf die SaftflulBrate im Xylem in
Abhangigkeit von der Zeit.

NO;z-Konzentration im Wurzeldruckexsudat nach 8facher Erh6hung des NO; -
Angebots in Abhangigkeit von der Zeit.

Einflul} eines erhéhten NOs-Angebots auf die Konzentration anorganischer
lonen, AS und die Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat.

Einfluf3 eines erhohten NO;-Angebots auf die Saftflul3rate im Xylem in Abh&n-
gigkeit von der Zeit.

NO;-Aufnahme nach Erh6éhung des NOjz-Angebots in Abhéangigkeit von der
Zeit.

Einflu3 des erhdhten NOz-Angebots auf die Nahrstoffgehalte im Blatt und in
den Feinwurzeln.

Konzentration anorganischer lonen und Ladungsbilanz im Wurzeldruck-
exsudat in Abhéangigkeit von der Zeit nach Wechsel der N-Quelle von NOs™ zu
NH,".

Konzentration von N-Verbindungen im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit
von der Zeit nach Wechsel der N-Quelle von NO3 zu NH,".

NH,"-Konzentration im Wurzeldruckexsudat in Abhangigkeit von der Zeit nach
Wechsel der N-Quelle von NO3 zu NH,".

SaftfluRrate im Xylem nach Wechsel der N-Quelle von NO3 zu NH," in Abhé&n-
gigkeit von der Zeit.

EinfluR von K*-Mangel auf die Konzentration anorganischer lonen, AS und die
Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat.

EinfluR von K'-Mangel auf die SaftfluRrate im Xylem in Abhangigkeit von der
Zeit.

Einflul3 eines erhdhten NO3-Angebots auf das Wachstum von Pappeln.
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. 3.13
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Tab.4.1

NO;-Aufnahme nach Erhéhung des NO3-Angebots tber einen Zeitraum von
17 d.

Einflul eines erhdhten NOj-Angebots fur 1 Monat auf die Konzentration
anorganischer lonen und die Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat.

Einflul3 der N-Quelle auf das Wachstum von Pappeln.

Einflu3 der N-Quelle bei der Anzucht auf die Konzentration von anorgani-
schen lonen, N-Verbindungen und die Ladungsbilanz im Wurzeldruckexsudat.

Einflu3 von N-Mangel in einem Wurzelbereich auf die Zusammensetzung des
Wurzeldruckexsudats.

EinfluR von K*-Mangel in einem Wurzelbereich auf die Zusammensetzung des
Wurzeldruckexsudats.

Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei N-Versorgung durch NOj
und NH," in je einer Wurzelhélfte.

Salzkonzentrationen der verschiedenen Nahrlésungen.
lonenkonzentrationen der verschiedenen Nahrlésungen.

Kontamination mit cytoplasmatischen Bestandteilen und Volumen der gewon-
nenen AWF in Abhangigkeit von der Zentrifugalbeschleunigung.

Kontamination der ,Apoplastenflissigkeit durch cytoplasmatische Inhalts-
stoffe in Abhangigkeit von der Zentrifugalbeschleunigung.

Tageszeitabhdngige Zunahme der lonenkonzentration im Wurzeldruck-
exsudat innerhalb von 30 min nach Dekapitieren des Sprosses.

Korrelation zwischen Saftflu3 und verschiedenen Pflanzenparametern.

SaftfluBbestimmung durch Transpirationsmessung an einzelnen Blattern im
Vergleich zur ,in situ* SaftfluBmessung in verschiedenen Sprofl3bereichen
durch die ,stem heat balance-Methode".

Verteilung der NR-Aktivitdt, von Nahrstoffen und von Amino-N zwischen
Blattern und Feinwurzeln.

Amino-N-Zusammensetzung von Blattern und Feinwurzel.

Vorgenommene Anderungen im Nahrstoffangebot und Untersuchungszeit-
raum bei den Experimenten zu ,zeitabhangigen Veranderungen im Nahrstoff-
transport von der Wurzel in den Spro3 nach Wechsel der Nahrstoff-
versorgung“.

NOs- und K'-Konzentration im Wurzeldruckexsudat bei unterschiedlichem
Angebot.

Prozentualer Anteil der anorganischen Anionen am Ausgleich positiver
Ladungsaquivalente im Wurzeldruckexsudat abhangig von der N-Quelle.

Vergleich der N-Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats bei NO3- und
NH, -Ernéhrung.

NO5- und K*-Konzentration im Wurzeldruckexsudat bei K*-Mangel in Abhan-
gigkeit von der Behandlungsdauer.

Vergleich der N-Zusammensetzung des Wurzeldruckexsudats nach Wachs-
tum mit verschiedenen N-Quellen.

Osmotisch angetriebener Anteil des Saftflusses im Xylem in der Licht- und in
der Dunkelphase.
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7 Abkurzungsverzeichnis

% (v/v) Volumenprozent

% (W/V) Gewichtsprozent

€ Extinktionskoeffizient

°C Grad Celsius

m mikro- (1-10°)

Abb. Abbildung

AS Aminosauren

ASN Asparagin

AWF Apoplastenwaschflissigkeit

bar Druckeinheit, 1 bar entspricht 0,1 Pascal
BSA Rinderserumalbumin

Chl. Chlorophyll

DTT Dithiothreitol

EDTA Etylendiamintetraacetat

EGTA Etylenglycol-bis(B-aminoethyether)-N,N,N",N -tetraacetat
Fa. Firma

FAD Flavinadenindinucleotid

Fwt. Frischgewicht

g Erdbeschleunigung (9,81 m s™)

GAP-DH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GLN Glutamin

GLU Glutamat

h Stunde

HEPES N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-[2-ethansulfonsaure]
HPI Hexosephosphat-lsomerase

HPLC »high performance liquid chromatography*
HPLC-H,0O Reinstwasser mit HPLC-Reinheitsgrad
Km Michaelis-Menten Konstante

KPP Kaliumphosphatpuffer

I Liter

M Konzentrationsangabe: Molar (mol-I™)

m Meter, milli- (1-107%)

MDH Malat-Dehydrogenase

min Minute

MOPS 3-[N-Morpholin]propansulfonsaure

M, Molekulargewicht
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n
NAD(P)H
NL

NR

OPA

PEG

pH

PMSF
PVPP

RZ

RH
RP-HPLC
s

SD

2

T

Tab.

Upm

uv

<

nano- (1-10°%)
B-Nicotinamid-adenin-dinucleotid(phosphat)
Nahrlésung

Nitratreduktase

ortho-Phthaldialdehyd

Polyetylenglykol

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Phenylmethansulfonylfluorid
Polyvinylpolypyrrolidon
Korrelationskoeffizient

relative Luftfeuchtigkeit (%)
.reversed-phase high performance liquid chromatography*
Sekunde

Standardabweichung

Summe

Temperatur (°C)

Tabelle

Umdrehungen pro Minute

ultraviolettes Licht

Volt

Watt
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