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Kapitel 1

Einleitung

Der Néhrstofftransport erfolgt bei den Héheren Pflanzen auf dem Weg von
der Wurzel bis ins Blatt meist iiber sehr lange Strecken im Apoplast, das
heifit, in den Gefifibahnen als den spezialisierten Elementen des Wasser-
ferntransportes. Dieser lange Weg bedeutet einerseits einen enormen Zell-
wandraum, der in den GefdBen fiir Speicher- und Austauschvorgédnge von
lonen zur Verfiigung steht, zum anderen wird diese Transportbahn von spe-
ziellen, gefiBbegleitenden Parenchymzellen gesiumt, die einen wesentlichen
Einflufl auf die Art und Zusammensetzung der im Apoplasten geleiteten
Substanzen ausiiben (L&uchli et al. 1971). Ferner sind diese Zellen entschei-
dend an der pH- Regulation im Apoplasten beteiligt (Fromard et al. 1995).
Umfangreiche Speicherungs- und Austauschvorgénge sind somit moglich, die
Gegenstand der hier dargestellten Untersuchungen waren.

Diese Untersuchungen kénnen zum grundlegenden Verstdndnis der Schnitt-
stelle zwischen Symplast und Apoplast beitragen. Sie liefern auch das not-
wendige Basiswissen fiir angewandte Fragestellungen. So zeigt sich etwa bei
der Waldschadensproblematik, bei der insbesondere auch der Frage nach der
Erndhrungssituation geschidigter und nicht geschidigter Bdume grofles In-
teresse entgegengebracht wurde (Schréder et al. 1988, Stienen et al. 1984,
Stienen und Bauch 1988), der dringende Bedarf an Grundlagenforschung auf
diesem Gebiet.

Das Holzstrahlparenchym erfiillt eine wichtige Funktion als Leit- und
Speichergewebe fiir Assimilate und Reservestoffe (Kozlowski und Keller 1966,
Sauter und van Cleve 1994). Im Laufe des Sommers werden in das Holz-
strahlparenchym Photosyntheseprodukte eingeleitet, angereichert und fiir
die nichste Wachstumsperiode gelagert. Das Gewebe zeichnet sich durch
eine hohe Stoffwechselaktivitit aus, die ebenso wie das Speichern der Reser-
vestoffe mit jahreszeitlichen Anderungen vor sich geht (Sagisaka 1982; Sauter
1966a, b, c). Neben Fetten, Proteinen, Aminosduren und Amiden treten vor
allem Stdrke und andere Speicherkohlenhydrate in jahreszeitlich wechseln-
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den Konzentrationen auf (Nelson und Dickson 1981, Sagisaka 1972, Sauter
1966a, Sauter und Ambrosius 1986, Sauter und Witt 1997, Elle und Sauter
2000). Dabei sind die Austauschvorginge zwischen dem Holzstrahlparen-
chym und den vertikal verlaufenden Wasserleitelementen iiber die paratra-
chealen Kontaktzellen von besonderem Interesse. Dabei interessiert z.B. die
Frage, ob und inwieweit parallel zu der Aminosiureabgabe in die Xylembah-
nen im Frithjahr (Sauter und van Cleve 1992) auch eine lonenmobilisation
in den paratrachealen Zellen erfolgt.

Die Holzstrahlzellen im Pappelholz sind Gegenstand vielfiltiger Unter-
suchungen gewesen. Sie dienten als Modellsystem zur Untersuchung physio-
logischer und ultrastruktureller Abliufe (Sauter und Kloth 1986, 1987) in
parenchymatischen Zellen von Biumen wihrend der verschiedenen Stadien
eines Jahres. Jahresperiodische Zyklen im Gehalt einzelner Speicherstoffe
wie Stidrke (Sauter 1988a), Speicherproteine (Sauter und van Cleve 1990),
Fette (Sauter und van Cleve 1994), verschiedene Zucker (Sauter und van
Cleve 1994) wurden schon genau untersucht und Veridnderungen bei Mobili-
sation, Deposition und auch wihrend der Winterruhe verfolgt. Dabei wurde
ein spezifisches HT /Glucose Aufnahmesystem entdeckt (Himpkamp 1988).

Der Jahresgang des pH sowie die Gehalte von Zuckern (Sauter 1988b,
Sauter und van Cleve 1994, Witt und Sauter 1994a, b) und Aminosiur-
en (Sauter und van Cleve 1992) im GefiBwasser waren Gegenstand einer
Reihe von Untersuchungen. Uber anorganische lonen im Gefiwasser liegen
dagegen von Populus noch keine Erkenntnisse vor.

Auch fiir andere Baumarten wurden Jahresginge der Gehalte von Ka-
tionen (Tromp 1979, Glavac et al. 1990a, b), Zuckern (Sauter 1973, 1982)
und Aminosduren (Tromp und Ovaa 1967, Sauter 1976) im Gefafiwasser und
der Speicherstoffe wie Stirke, Proteine und Zucker (Sauter und Wellenkamp
1998) im Holzstrahlparenchym aufgenommen.

Durch methodische Fortschritte bei der Untersuchung von Membranen,
insbesondere der ,,patch clamp“- Technik Anfang der 80er Jahre riickte die
Analyse ionenselektiver Kanalproteine, der lonenkanile, in den Mittelpunkt
des wissenschaftlichen Interesses (Sanders und Tester 1997). Fiir lonenkanile
lassen sich Modelle auf verschiedenen Ebenen erstellen: mathematische Mo-
delle, Zustandsmodelle, physikalische, strukturelle und molekulardynami-
sche Modelle (Hansen et al. 1996).

Fiir Kalium sind verschiedene Tonenkanile bekannt. Nach der Transport-
richtung lassen sich einwértsgerichtete Kaliumkanile (KIRC) (Hedrich und
Becker 1994, Roberts und Tester 1997) und auswértsgerichtete Kaliumkanile
(KORC) (Findlay et al. 1994, Schréder 1988), unterscheiden. Aus der Plas-

mamembran von Xylemparenchymzellen sind KIRC (Wegner und Raschke

Seite: 2



1. Einleitung

1994, Maathuis und Sanders 1997, de Boer und Wegner 1997) und KORC be-
kannt (Giromini et al. 1997, de Boer und Wegner 1997). Zudem sind nicht se-
lektive Kandle (NORC) bekannt (Wegner und Raschke 1994). Kaliumkanile
kénnen durch Depolarisation oder durch Hypopolarisation aktiviert werden
(Hoth et al. 1997, Hedrich und Becker 1994, de Boer und Wegner 1997).
Verschiedene Kaliumkanile werden durch unterschiedliche Gene bestimmt
(Anderson et al. 1992, Sentenac et al. 1992, Bertl et al. 1995, 1997). Mit Hil-
fe klonierter cDNA konnten Membranen mit durch Mutationen verdnderten
lonenkanilen erzeugt werden. Auch fiir weitere Kationen und Anionen sind
lonenkanile bekannt, etwa fiir Nat in Maiswurzeln (Roberts und Tester
1997), Cat* (Geitmann und Cresti 1997), C1~ bei Chara (Mc Culloch et al.
1997, Plieth et al. 1997) und Malat (Cheffings et al. 1997).

Um ein Gleichgewicht der elektrischen Ladungen aufrecht zu erhalten, ist
der Kaliumabnahme jedoch eine Protonenabgabe aus den Xylemparenchym-
zellen entgegengerichtet (de Boer und Wegner 1997, Kelly et al. 1995). Der
lonentransport durch Membranen ist oft ein Cotransport: Sowohl ein Sym-
port von K*/H* (Maathuis und Sanders 1995, 1997) als auch ein Symport
H* /CI~ (Sanders 1984, Mc Culloch et al. 1997) sind bekannt. Eine charakte-
ristische Eigenschaft der Kaliumkanile ist ihre leichte Blockierbarkeit durch
extrazellulire Kationen (Hille 1992). Zum Nachweis von lonenkanilen, ihrer
Identifizierung und dem Nachweis ihrer Selektivitdt wird eine Reihe von Ka-
nalblockern eingesetzt. Wahrend die Kanalproteine KAT1 und KST1 durch
Cs™, TEAT und Bat* blockiert werden (Hedrich et al. 1995, Miiller- Réber
et al. 1995, Anderson et al. 1992), wird KST1 auch durch extrazellulires
Zntt blockiert. Bertl et al. (1997) wiesen fiir TEAT, Ba™t und Cs™ eine
deutliche, fiir NaT und NH] eine schwache Hemmung nach, wobei sich die
Starke der Hemmung zwischen den Kanalproteinen AKT1 und KAT1 unter-
schied. Neben den lonenkanilen sind Protonenpumpen als weitere Klektro-
enzyme von Bedeutung. Fromard et al. (1995) wies in parenchymatischen
Begleitzellen im Holz von Robinia eine plasmamembrangebundene Ht- AT-
Pase nach.

In der vorliegenden Arbeit wurde am Modellsystem der Wasserleitbah-
nen im Holz von Pappelzweigen (Populus balsamifera 1..) eine Quantifi-
zierung und ndhere Untersuchung des hier vorliegenden apoplasmatischen
Speicher- und Transportraumes vorgenommen. In Perkolationsversuchen wur-
den die pH- Regulation in den GefdBibahnen, die vorliegenden freien und
gebundenen lonen im Jahreszyklus, die lonenaustausch- und Bindungskapa-
zitat der GefiBwédnde, deren Austauschverhalten bei unterschiedlichen pH-
Bedingungen sowie der Einfluf von konkurrierenden lonen auf pH und Zu-
sammensetzung des Gefifliwassers untersucht. Weiterhin wurde versucht, mit
Hilfe von Blockern der Kaliumkanéle sowie von Stoffwechselinhibitoren die

Seite: 3



1. Einleitung

Rolle der paratrachealen Kontaktzellen als mogliche Orte der Aufnahme und
Abgabe von lonen zu klaren. Dabei wurde stets mit Sprossachsenabschnitten
und nicht mit isolierten Zellen oder Membranen gearbeitet.

Fiir die Gewinnung des Inhaltes von Wasserleitelementen wurde die eta-
blierte und bis heute vielfach angewandte Methode der Perkolation von
Sprossachsensegmenten (Bollard 1960) insbesondere zur Untersuchung der
Transportvorgdnge im Xylem und der Nihrstoffversorgung von Pflanzentei-
len angewandt.

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft im Schwer-
punktprogramm 717: ,,Der Apoplast der héheren Pflanze: Speicher-, Transport-
und Reaktionsraum“unterstiitzt.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Versuchsmaterial

Die Proben wurden ganzjihrig (1996-1999) von ca. 15-jdhrigen Freilandexem-
plaren von Populus balsamifera I.. aus dem Neuen Botanischen Garten der
Christian- Albrechts- Universitit zu Kiel genommen. Die Pappeln waren Teil
eines grofieren, angepflanzten Stecklingbestandes, der aus genetisch einheit-
lichem Klonmaterial herangezogen worden war und zu Beginn der Unter-
suchungen (1996) 14-15 Jahre alt war. Fiir die Perkolationsversuche wur-
den jeweils vier Sprossachsen von einem Baum fiir insgesamt vier parallele
Ansidtze geerntet, die jeweils etwa in gleicher Héhe ein bis drei Meter iiber
dem Boden vom Stamm abzweigten. Fiir die Analyse des frischen Gefafiwas-
sers wurden jeweils drei Aste geerntet und im Labor davon drei aufeinan-
derfolgende Sprossachsensegmente gewonnen. Lufttemperatur und Wetter-
lage wurden notiert. Die Sprossachsen wurden nach der Ernte sofort in ein
wassergefiilltes Gefafl gestellt und in das Labor gebracht. Um eine Kontami-
nation des Perkolates mit Bestandteilen auflerhalb des Holzes zu vermeiden,
wurden die Sprossachsen ca. 3 cm von den Schnittstellen aus entrindet. Fiir
die Experimente wurden 2-3 jihrige oder 5-7 jahrige Sprossachsensegmente
gewdhlt, die einen Durchmesser ohne Rinde gemessen von etwa 6 bis 10 mm
aufwiesen.

2.2  Versuchsaufbau und Durchfiihrung der
Perkolationsexperimente

Die Gewinnung des Inhaltes von Wasserleitelementen ist eine erprobte Me-
thode (Bollard 1960) zur Untersuchung der Transportvorginge im Xylem.
Die hier angewandte Perfusionstechnik (Abb. 2.1) geht auf van Bel zuriick
(van Bel 1974a, b).



2.2 Versuchsaufbau und Durchfithrung der

Perkolationsexperimente

100 cm
PE Schlauch

3-Wege-Hahn
PE Schlauch
><
SproRprobe
30cm

Vorratsflasche mit
Perkolationsmedium

ionenselektive Elekrode

=
E - Cap
» A\

e D

pH - Elekrode

AN

L ¢

S
.

5
Eé

PC

Abbildung 2.1: Der Versuchsaufbau fiir die Perkolationsexperimente
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2.2 Versuchsaufbau und Durchfithrung der
Perkolationsexperimente

Die Sprossachsensegmente wurden unter Wasser auf 30 cm Lénge ge-
schnitten. Bei einer Lange von 30 cm ist ein ausreichender Kontakt des Me-
diums mit den GefiBwinden wihrend des Perkolationsvorganges gewihrlei-
stet. Da iiber 99% der Gefifle eine Lange unterhalb 30 cm aufweisen (Hacke
1996), passiert die perkolierende Lésung praktisch immer Gefiflenden, was
den FluBwiderstand erhsht. Der Eintritt von Luft in die Gefidfie soll durch
das Schneiden unter Wasser verhindert werden. Das Schlauchstiick wurde
daher auch unter Wasser auf das basale Ende aufgesetzt. Dann wurde das
Schlauchstiick halb mit Wasser gefiillt, etwas zusammengedriickt und mit
dem Daumen abgedichtet. Durch einen erzeugten Unterdruck werden so
eventuell an der Schnittfliche eingedrungene Luftblasen entfernt.

Die Sprossabschnitte wurden dann kopfiiber an einem Gestell befestigt,
d.h. mit dem basalen Ende der Achse nach oben aufgehidngt. Auf die obe-
re Querschnittsfliche wurde das Perkolationsmedium aus einem Vorrats-
behilter (500 ml oder 5 1) iiber 1 m Wassersdule (p = 10KPa) appliziert
(Abb. 2.1). Von unten wurde in den austretenden Tropfen die Elektrode
waagerecht eingefiihrt. Bei den Experimenten, bei denen ionenselektive Elek-
troden eingesetzt wurden, wurden bis zu drei Elekroden in den hingenden
Tropfen positioniert. Das austretende Perkolat wurde in 1,5 ml PE-Caps
aufgefangen. 15 Caps wurden in ein Probenkarusell gesteckt, das manuell
gedreht wurde. Die Perkolation wurde je nach Fragestellung iiber eine Zeit-
dauer von einer Stunde bis zu drei Tagen durchgefiihrt. Die befiillten Caps
wurden zur weiteren Analyse der Kationen bei -20°C eingefroren.

Sollte bei einigen Experimenten spiter am Querschnitt der Anteil der lei-
tenden Gefifie an den Gefidfien insgesamt ermittelt werden, so wurde direkt
nach Abschlufi des Experimentes eine 0,1%- ige Safraninlosung appliziert.
Safranin bindet stirker an die GefiBBwinde, ohne zwischen den Zellen zu
diffundieren, und eignet sich deshalb zur Einfdérbung der Gefiwénde gut.
Auch bei der Gewinnung von Gefdfiwasser wurde Farblsung eingesetzt, um
sicherzustellen, dafl das aufgefangene Perkolat nicht durch appliziertes Was-
ser verdiinnt wird. Sdurefuchsin bindet weniger stark an die GefiBwénde
und passiert diese schneller als Safranin und war daher fiir diesen Zweck
eher geeignet. Bei der Gewinnung des Gefifiwassers wurde daher zu Beginn
der Perkolation 0,1%- ige Sdurefuchsinlésung appliziert. Dabei wurde solan-
ge perkoliert, bis die Siurefuchsinlésung die gesamte Linge des Sprossab-
schnittes passiert hatte.
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2.3 Messung des pH im Gefiaflwasser

2.3.1 pH- Messung

Um die Verhiltnisse im Gefifwasser der Aste maglichst unverfilscht wieder-
zugeben, wurde der pH direkt im austretenden Tropfen mit pH- Elektroden
gemessen. Vorversuche (siehe 2.5.1) ergaben, daf in abgestandenen Proben
durch CO4- Austritt an dem zeitweise COy- reichen Gefiflwasser ein hoherer
pH auftrat, der nicht mehr dem physiologischen Zustand entsprach (Abb.
2.2). Der pH wurde mit Minielektroden (Mettler-Toledo Inlab 423) wie oben
beschrieben kontinuierlich gemessen.

Zunichst wurde das zweikanalige pH- Meter Delta 350 der Fa. Mett-
ler Toledo eingesetzt. Zwei Parallelversuche konnten so aufgezeichnet wer-
den. Die pH- Werte wurden als druckbare Zeichen (ASCII) iiber eine serielle
Schnittstelle auf einen PC iibertragen. Das pH-Meter wurde mit Pufferl&sun-
gen des Herstellers Mettler Toledo (pH 4,01, pH 7,00, pH 9,21) geeicht.
Ein Temperaturfiihler zur Korrektur der Meflwerte wurde in ein Gefafl mit
Wasser gestellt, das Raumtemperatur aufwies. Die Messung war problemlos
moglich, ohne dafl Storpotentiale auftraten. Mit einer weiteren Elektrode
sowie mit pH- Papier konnte die Zuverldssigkeit der Werte gepriift werden.

2.3.2 Meflwerterfassung und -auswertung mit einer
PC-Datenerfassungskarte

Seit April 1998 stand eine Datenerfassungskarte der Fa. National Instru-
ments, Modell ME-10 zur Verfiigung, die gleichzeitig Messungen an bis zu
acht Kanilen ermdglichte. Bei den Parallelversuchen an vier Sprossachsen
konnten so zusitzlich zu den pH- Elekroden noch weitere ionenselektive
Elektroden erfafit werden. Da der Eingangswiderstand der Karte fiir die
speziellen Anforderungen der Elektroden nicht ausreichte, wurde ein hoch-
ohmiger Vorverstdrker notwendig. Die Fa. Wissenschaftliche Apparatebau-
und Entwicklungsgesellschaft in Pansdorf konstruierte nach unseren Vor-
gaben einen MeBverstirker (Innenwiderstand > 10 G2) mit acht analogen
Eingidngen. Mit dem Softwareentwicklungssystem Labview von National In-
struments wurde eine graphische Applikation erstellt, die das gesamte Ex-
periment von der Eichung der Elektroden iiber Datenerfassung und Darstel-
lung der laufenden Messung bis zur Speicherung der Mefiwerte steuert und
protokolliert.
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2.4 Ionenanalytik

Fiir die Analyse der Kationen wurden drei Techniken eingesetzt:

e Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)
e High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

o Messung mit ionenselektiven Elektroden fiir Kalium und Calcium

2.4.1 AAS

Die Messungen wurden an einem Spektrometer der Fa. Phillips vom Typ
SP9 700 durchgefiihrt. Eichlosungen und Proben wurden in einem 0,2%-
igen Cs-La-Puffer gemessen. Fiir den Puffer wurden 24g CsCl, 36g LaCls
und 20ml 65%-ige HNO3 eingesetzt und mit demineralisiertem Wasser auf
11 Gesamtlosung aufgefiillt. Das Perkolat konnte zur Messung im Verhdlt-
nis 1:10 verdiinnt werden. Ein Ansatz fiir fiinf Parallelmessungen fiir jedes
zu messende Element wurde aus 1,0 ml Perkolat, 9,0 ml aqua demin. und
1,11 ml Cs-La-Puffer hergestellt. Fiir die Umrechnung von Extinktionen in
Konzentrationen wurden Eichlésungen bekannter Zusammensetzung (Stan-
dards) gemessen. Als Mischung mit bekannter Zusammensetzung wurde ein
Mineralwasser verwandt.

2.4.2 HPLC

Die Messungen mit dem AAS zeigten einige Nachteile auf. So stand nach der
Gewinnung von frischem Gefafiwasser nicht immer die ben&tigte Menge von
1 ml unverfélschtem Perkolat zur Verfiigung. Zudem machte sich bei geringen
Konzentrationen ein Grundrauschen, hervorgerufen durch Verunreinigungen
im Gerdt, storend bemerkbar. Da die Proben fiir jedes zu messende Element
einzeln und von Hand injiziert werden mufiten, war die Messung zudem
mit einem erheblichen Zeitaufwand verbunden. Diese Nachteile fielen beim
Umstieg auf die Messung per HPLC weg.

Fiir die Messungen wurde eine neu auf dem Markt eingefiihrte Kationen-
trennsidule (Trennsdule Sykam SuperSep LCA SS, S/N 23612/98 bzw. S/N
390599 ) verwandt, die sowohl einwertige wie auch zweiwertige Kationen er-
fassen kann. In den Proben wurden die Signale von Na, NHy4, K, Mg und Ca
erfafit. Die Konzentrationen von Na und NH, waren jedoch vernachldssigbar
gering und wurden daher im allgemeinen nicht weiter ausgewertet. Eine geal-
terte Sdule, die nicht mehr gereinigt werden konnte, wurde zweimal ersetzt.
Die zuletzt gelieferte Sdule war mit einer verdnderten Matrix befiillt und
machte ein anderes Laufmittel notwendig (s.u.). Uber einen Probengeber
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2.4 Ionenanalytik

wurden 10 pl Proben aus einem 150 pl PE-Cap injiziert. Das Laufmittel
wurde bei 40°C mit einer FluBirate von 1 ml/min durch die Trennsiule ge-
schickt, der Druck betrug etwa 6-8 MPa. Als Eluent wurde ein Gemisch aus
0,61 mM Ascorbinsdure und 3,27 mM Oxalsdure eingesetzt. Fiir die zweite
Sdule mit verdnderter Matrix wurden 2 mM Citronensiure und 0,4 mM
Dipicolinsidure eingesetzt. Ein Leitfihigkeitsdetektor der Fa. Sykam S 3110
erzeugte das Signal, das iiber einen Verstirker iiber eine GPIB- Schnittstelle
auf einen PC iibermittelt wurde. Aus der Fliche der Peaks wurden von der
PC- Software die Konzentrationen von Na, NH4, K, Mg und Ca ermittelt.
Als Referenzlosungen dienten Gemische der Chloride der fiinf ermittelbaren
Kationen zur Eichung.

2.4.83 Ionenselektive Elektroden

Durch den Einsatz ionenselektiver Elektroden sollte der zusitzliche Arbeits-
aufwand fiir die Messung der Proben an der HPLC- Anlage entfallen. Zudem
sollten die beiden Methoden verglichen werden. Ks kamen kaliumselektive
und calciumselektive Elektroden (Fa. Microelectrodes Inc., Bedford, NH,
USA) zum Einsatz. Der Einflufl von Stérimpulsen aus der Umgebung und
das Aufteten von Fremdpotentialen ungeklirter Herkunft lieferten jedoch
oft nicht reproduzierbare Mefiwerte und liefen das Verfahren als Standard-
methode fiir die lonenanalytik als ungeeignet erscheinen.

2.4.4 Bilanzierung der Abgabe von Kationen und Bezug der
bilanzierten Gréf3en zur Fliche der am Tonenaustausch
beteiligten Zellwinde

Fiir eine Reihe von Experimenten wurden die ersten 22,5 ml Perkolat in je
15 PE- Caps zu je 1,5 ml aufgefangen. Das erste Cap enthilt nahezu rei-
nes Gefifiwasser. Aus der gemessenen Konzentration im ersten Cap wurde
die Menge an Kationen auf 6 ml Gefifiwasser hochgerechnet. Das ist das
Volumen des GeféBwassers, das fiir die betrachteten Sprossachsenabschnitte
angenommen wurde. Die Menge der aus Zellen und Zellwdnden freigesetzten
lonen berechnet sich aus der Differenz Gesamtmenge gemessener lonen und
der Menge der urspriinglich im Gefédfwasser enthaltenen lonen. Wie Vorver-
suche mit Siurefuchsin zeigten, ist nach 12 ml Perkolation das Gefifiwasser
nahezu vollstindig ausgespiilt. Fiir Bilanzen, die Messungen erst nach 12 ml
Perkolation verwenden, ist das Gefdfiwasser demnach nicht mehr zu beriick-
sichtigen.

Die innere Oberfliche der Gefiwinde 148t sich aus den in dieser Ar-
beit experimentell bestimmten morphometrischen Daten wie der Linge der
Achsenabschnitte (30 em?), dem Holzquerschnitt (ca. 1 cm?), dem Anteil
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leitender GeféBe (ca. 20%) und dem Volumen der Sprossachse (ca. 6 cm?)
sowie der Anzahl der GefiBe pro Fliche (ca. 100/mm?) zu 4700 cm? errech-
nen.

Die Belegung der Gefifie mit lebenden Zellen (Holzstrahlzellen) betrigt
nach mikroskopischer Analyse nur ca. 1/4 der GefiBwandfliche, wovon wie-
derum nur ca. 50% eigentliche Kontaktzellen sind, d.h. Xylem- Parenchym-
zellen, die auf den Kontakt mit den Gefiflen spezialisiert sind (Sauter 1981 a,
b, Sauter und van Cleve 1992). Deren eigentliche Austauschflichen sind die
ca. b um groBen Kontakttiipfel, die wiederum nur ca. 50% der Kontaktfliche
der Kontaktzellen betragen. Etwa 1/16 der Zellwandfliche dient damit als
Austauschfliche.

2.5 Methodische Vorversuche

Die folgenden Vorversuche dienten dazu, im vorliegenden System die Pa-
rameter zu bestimmen, die die Meflergebnisse beeinflussen, aber nicht Ge-
genstand der Untersuchungen sein sollen. Eine gute Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse sollte gewihrleistet sein, wenn die Probenahme und die Labor-
bedingungen in den entscheidenden Parametern standardisiert sind.

2.5.1 Einflufl des Atmungs- CO; auf den gemessenen pH

Das im Perkolat geloste Atmungs- COy der Xylemparenchymzellen (vgl.
Eklund 1990, Sprugel 1990) kann die pH- Messung nachweisbar beeinflussen.
Folgende Versuche zeigten, daBl der pH nach dem Ausgasen von gelostem
COg3 aus dem Perkolat, das durch Unterdruckbedingungen experimentell in
Vakuumflaschen induziert wurde, h6her liegt als im gerade aus den Gefifien
austretenden Tropfen (Abb. 2.2).

Bei Anlegen eines Druckes von 1,0 bar mittels einer Druckpumpe liegt
der pH im austretenden Tropfen bei pH 6,4, nach Auffangen im Gefdf} je-
doch bei pH 7,4. Bei Verwendung einer Saugpumpe ergeben sich unter Un-
terdruckbedingungen von - 7TKPa mit pH 6,7 im héngenden Tropfen und
pH 7,5 im Perkolat nur geringfiigig hthere Werte. Ebenso liegen die Werte
bei Perkolation mit 80 cm Wassersdule mit pH 6,5 im Tropfen und pH 7,2
im gewonnenen Perkolat etwa auf gleichem Niveau. Als Konsequenz daraus
wurden die Messungen stets sofort im hdngenden Tropfen durchgefiihrt.

2.5.2 Einflufl der Tageszeit auf pH und Ionengehalt

Es ist bekannt, dafl die chemische Zusammensetzung im Xylemsaft eine
tageszeitliche Dynamik aufweist (Andersen und Brodbeck 1989). Mit den

Seite: 11



2.5 Methodische Vorversuche

pH

8,0

6,5 6,7 6,4

6,0 } }
= o = L
S =2 8 =
S © = IS
o o 5~ S o
E‘lj =S S
s . S 4+
IS 3 =
5 O %) (=
o g
pH
8.0
7.5
7,5 T 7.4
7,2
7,0 —
6,5
6,0 = 1 \
D
S 2 L 5 ==
=1 e = go
S © S M~ o =
= u oo =
S £ 2 . s +
o o < 5
8 w

Abbildung 2.2: pH- Wert im “hingenden Tropfen” (oben) und im aufgefan-
genen Perkolat (unten).
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Analysen des lonengehaltes im Gefdfwasser frisch geernteter Sprosse zu
drei verschiedenen Tageszeiten (morgens, ca. 9-11h, mittags, ca. 11-13h und
nachmittags, ca. 13-15h) sollte untersucht werden, ob und in welchem Mafe
sich die lonenzusammensetzung im Xylem dndert und wenn ja, ob die Un-
terschiede zu den verschiedenen Tageszeiten gréfier sind als die individuelle
Streuung der einzelnen Proben.

Fiir den Untersuchungszeitraum von Juli 1996 bis Juli 1997 wurden an
jedem Probetag von neun und im Jahre 1999 von vier Achsenabschnitten
der pH- Wert aus dem austretenden frischen Gefifiwasser gemessen und der
Mittelwert berechnet (Abb. 2.3). Vergleicht man hiermit die Mittelwerte
der pH- Werte von je drei zu einer Tageszeit perkolierten Sprossabschnit-
te, so 1d8t sich keine deutliche Abhingigkeit von der Tageszeit der Krnte
erkennen (Abb. 2.4). Ebenso zeigen auch die lonengehalte keine eindeutige
Beziehung zur Tageszeit (Abb. 2.5). Somit konnen bei folgenden Experi-
menten durchaus Achsenabschnitte miteinander verglichen werden, die zu
unterschiedlicher Tageszeit geerntet wurden.

2.5.3 Einflufl der Lage des Sprossegmentes am Astabschnitt

Die folgenden Untersuchungen sollten zeigen, ob ein Gradient innerhalb der
Versuchsdste von der Basis zur Spitze auszumachen ist. Gradienten im lo-
nengehalt von der Stammbasis bis zur Kronenspitze sind fiir die Buche an
gefillten Exemplaren (Glavac et al. 1990) aufgezeigt worden. Bei Ahorn
wurden Gradienten fiir Kalium, pH, Citrat, Malat und Saccharose ermit-
telt (Schill et al. 1996). Fiir die folgenden Untersuchungen wurde das Ast-
material, nicht zuletzt auch aus Griinden der besseren Erreichbarkeit, aus
dem unteren Kronenbereich (2 bis 4 m iiber dem Boden) gewonnen und
an drei Stellen (basal, mitte, distal) untersucht. Stellt man die unter 2.5.2
beschrieben Proben nach den aus einem Astabschnitt gewonnenen Achsen-
segmenten zusammen (Abb. 2.4), so lassen die Mittelwerte der pH- Werte
der drei morphologisch aufeinanderfolgenden Sprossabschnitte keinen kon-
stanten Gradienten von der Basis zur Spitze erkennen. Ebenso zeigen auch
die Kationengehalte keine Beziehung zur Lage an der Sprossachse (Abb.
2.6). Somit kénnen bei folgenden Experimenten auch Achsenabschnitte mit-
einander verglichen werden, die niher oder ferner der nichsten Sprossachse
gelegen haben.

2.5.4 Einflul der Perkolationsgeschwindigkeit auf pH und
Ionengehalt im Perkolat

Ist die Perkolationsgeschwindigkeit gering genug, so ist zu erwarten, daf sich

zum einen ein chemisches Gleichgewicht zwischen zellwandgebundenen und
im GewidfBwasser gelosten Kationen einstellt. Zum anderen kann sich durch
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Abbildung 2.3: pH im Gefifswasser frisch geschnittener Sprosse 1996/97
(oben) und 1999 (unten). Mittelwert (durchgezogene Linie) und Standardab-
weichung (Fehlerbalken) von neun (1996/97) bzw. vier (1999) Finzelproben.
Die Abszisse ist fiir 1999 nicht linear dargestellt.
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Abbildung 2.4: pH im Gefifwasser frisch geschnittener Sprosse 1996/97.
Vergleich zu drei Tageszeiten (oben), wobei die Tageszeitwerte Mittelwer-
te aus je drei Sprossproben sind. Vergleich von drei aufeinanderfolgenden
Sprossabschnitten (unten), wobei die dargestellte Werte wiederum Mittel-

werte aus je drei Sprossproben sind. .
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Abbildung 2.5: Gehalte von Kalium (oben) und Calcium (unten) im
Gefifwasser 1996/97 zu unterschiedlichen Tageszeiten.
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Abbildung 2.6: Gehalte von Kalium (a) und Calcium (b) im Gefifwasser
1996/97 von drei aufeinanderfolgenden Sprossabschnitten. Mittelwerte von

drei Finzelproben.
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Monat | Jul | Aug | Sep | Okt | Nov | Dez | Jan | Feb | Mrz | Apr | Mai | Jun | Jul
1996 | 1996 | 1996 | 1996 | 1996 | 1996 | 1997 | 1997 | 1997 | 1997 | 1997 | 1997 | 1997

K 1-0,49|0,14 |-0,73(-0,34(-0,74|-0,12-0,27| 0,09 | 0,16 |-0,82(-0,17(-0,47|-0,35
Ca |-0,39(-0,09(-0,69{-0,01|-0,62|-0,03|-0,20-0,38 |-0,34|-0,13|-0,44|-0,05|-0,24

Tabelle 2.1: Pearson’scher Korrelationskoeffizient v zwischen Perkolations-
geschwindigkeit und Ionengehalt im Untersuchungszeitraum Juli 1996 bis

Juli 1997.

aktive Transportvorgidnge ein neues Gleichgewicht zwischen intra- und extra-
zelluldrem Raum einstellen. Bei hoherer Perkolationsgeschwindigkeit kénnen
kinetische Effekte eine Rolle spielen, d.h. durch verminderten Austausch an
den Zellwdanden und weniger Eintrigen aus den parenchymatischen Kontakt-
zellen kann die Kationenkonzentration im gewonnen Perkolat verdndert, bei
Perkolation ohne Mineralstoffe herabgesetzt sein.

Fiir verschiedene Zeitpunkte zwischen 1996 und 1997 wurde untersucht,

ob lonengehalt und Perkolationsgeschwindigkeit miteinander korrelieren. Neun

bis elf Achsenabschnitte wurden hierfiir jeweils solange perkoliert, bis erste
Spuren der gefarbten, perkolierten Losung im austretenden Tropfen sichtbar
wurden. Eine Korrelationsanalyse auf lineare Abhingigkeit zeigte mit einem
Pearson’schen Korrelationskoeffizienten bei den vorliegenden Perkolations-
geschwindigkeiten fiir Kalium mit r = 40,16 bis r = -0,82 und fiir Ca mit r
= -0,01 bis r = -0,69 zumeist keine Korrelation (Tab. 2.1).

Exemplarisch sind die Kaliumgehalte fiir zwei Untersuchungstage (12.09.96

und 03.03.97) in Abb. 2.7 dargestellt. Wahrend im September eine schwach
negative Korrelation vorliegt, d.h. eine h6here Perkolationsgeschwindigkeit
mit geringerem Kaliumgehalt korreliert, ist im Mé&rz keine Korrelation mehr
7u erkennen.

2.5.5 Perkolation mit vier Parallelansitzen

Freilandmaterial weist im Vergleich zu Material, das in Klimakammern unter
weitgehend konstanten Bedingungen gewonnen wurde, sicherlich eine hdhere
Streuung der Werte auf. Mittels vier Parallelproben von vier Asten eines
Baumes sollte die Schwankungsbreite abgeschitzt werden.

Die lonengehalte von Kalium und Calcium im Perkolat zeigten nach
Applikation von demineralisiertem Wasser bei pH 7 und jeweils 0,01 MPa
Druck am 21.04.99 in den ersten 22,5 ml Perkolat einen weitgehend iden-
tischen Verlauf (Abb. 2.8). Trotz recht unterschiedlicher Startwerte ndhern
sich die Gehalte im weiteren Verlauf der Perkolation einander an. Damit ist
eine Vergleichbarkeit der Sprossachsen bei mehreren Parallelansdtzen hin-
sichtlich des Gehaltes an Kationen gewdhrleistet.
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Abbildung 2.7: Korrelation zwischen Kationengehalt und Perkolationsge-

schwindigkeit (oben) am 12.09.96 und (unten) am 03.03.97.

Regressionsgerade und Finzelwerte.
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Abbildung 2.8: Verlauf der Kationengehalte bei vier parallelen Perkolations-
experimenten fiir Kalium (oben) und Calcium (unten) am 21.04.99 bei Vor-
lage von pH 7.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Jahresgang von pH und Ionen im Gefafiwasser
frisch geernteter Sprosse

Die Daten iiber den Jahresgang von pH und lonen im Gefifiwasser frisch
geernteter Sprosse liefern wichtige Basisinformationen fiir diejenigen Expe-
rimente, die {iber die Regulationsfdhigkeit des pH und der Tonenzusammen-
setzung entlang der Wasserleitbahnen im Pappelholz Auskunft geben sol-
len. Es ist zu erwarten, daf eine Vielzahl endogener Faktoren wie Knospen-
und Blattaustrieb im Friithjahr, Blattfall im Herbst und exogener Faktoren
wie Trockenstress oder hohe Verdunstung im Sommer und Frost im Winter
eine lebhafte Dynamik der Zusammensetzung des Gefiflwassers bewirken.
Erstmals wurde in einem engen zeitlichen Raster durch wéchentliche Probe-
nahme fiir Populus balsamifera mit der Methode der Perkolation schonend
Gefifwasser gewonnen, das in seiner Zusammensetzung die natiirlichen Be-
dingungen so weit wie méglich wiederspiegelt. In einer ersten Versuchsserie
von Juli 1996 bis Juli 1997 wurden 2-3 jihrige Sprossabschnitte verwendet,
in einer zweiten von Januar bis Dezember 1999 wurden 5-7 jihrige Sprossab-
schnitte zum Vergleich herangezogen. Fiir diese Analysen wurden morgens
(9-11 h), mittags (11-13h) und nachmittags (13-15h) von einem Ast jeweils
drei Sprossabschnitte gewonnen und mit 0,1%-iger Sdurefuchsinlésung per-
koliert. Das austretende Gefifiwasser, dessen pH mit einer Mikroelektro-
de gemessen wurde, wurde aufgefangen, gewogen und spiter auf Kationen
analysiert. Sowie der austretende Tropfen eine Farbspur zeigte, wurde die
Gewinnung abgebrochen.
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3.1 Jahresgang von pH und Ionen im Gefaflwasser

3.1.1 pH im frisch gewonnenen Gefaflwasser

Physiologische Vorgidnge wie Atmung, der Transport organischer Sduren
und Austauschvorginge an den Zellwdnden lassen ein wechselndes Milieu
im Gefiflwasser erwarten. Die folgenden Untersuchungen sollten zeigen, in
welchen Grenzen sich der pH- Wert in den verschiedenen physiologischen
Stadien eines Jahres bewegt. Unterschiede zwischen #lteren und jiingeren
Sprossensegmenten werden in zwei Versuchsreihen herausgestellt.

Untersuchungen an 2-3 jahrigen Sprossen

Der pH im GefdBwasser lag iiber den gesamten Untersuchungszeitraum meist
im leicht sauren Bereich (Abb. 3.1). So lag der pH an 8 von 57 Probetagen
im Bereich von pH 5 bis pH 6, an 33 Tagen im Bereich von pH 6 bis pH 7
und an 16 Probetagen bei pH 7 bis pH 8. Das Jahresmittel lag bei pH 6,6.
Das Minimum der gemittelten Meflwerte von neun Sprossproben wurde am
5. Mai mit pH 5,1 ermittelt. Das Maximum lag am 4. November bei pH 7,8.
Da die pH- Werte nicht erkennbar von der Tageszeit der Probenahme (siehe
2.5.2) oder von der Lage am Spross abhidngen (siche 2.5.3), wurden diese
Parameter im weiteren nicht mehr beriicksichtigt.

Untersuchungen an 5-7 jahrigen Sprossen

Wiederum lag der pH im GefidBwasser iiber das gesamte Jahr hinweg im
leicht sauren Bereich (Abb. 3.1). So lag der pH an 6 von 63 Probetagen im
Bereich von pH 5 bis pH 6, an 49 Tagen im Bereich von pH 6 bis pH 7 und
an 8 Probetagen bei pH 7 bis pH 8. Das Jahresmittel lag bei pH 6,6. Das
Minimum wurde am 30. Mai mit pH 5,6 ermittelt, das Maximum lag am
5. Oktober bei pH 7,1. Im Mai wurden somit in beiden Jahren jeweils die
tiefsten, im Oktober und November die héchsten pH- Werte gemessen.

3.1.2 Kationen im frisch gewonnenen Geféfwasser

Die Zellwdnde der Geféfle bestehen zu einem erheblichen Anteil aus Pektin-
makromolekiilen, wobei zweiwertige Kationen wie Calcium und Magnesium
iiber die freien Carboxylgruppen die kettenf6rmigen Makromolekiile vernet-
zen. Diese Struktur ist jedoch nicht unverdnderlich, vielmehr kdnnen die
Bindungsstellen mit dem umgebenden Medium Kationen austauschen, und
im sauren Milieu auch Kationen gegen Protonen eintauschen. Die Katio-
nenaustauschkapazitit (CEC) von Zellwdnden im Xylem ld8t sich mit Hilfe
radioaktiver Tracer bestimmen, was an Papyrussprossen schon durchgefiihrt
wurde (van de Geijn und Petit 1979). In der vorliegenden Arbeit wurden
mittels HPLC die einzelnen Gehalte an NH, Nat, KT, Mg*+ und Ca®t in
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Abbildung 3.1: Jahresgang des pH im Gefiffwasser frisch geschnittener 2-

3 jihriger Sprosse 1996/97 (oben) und 5-7 jihriger Sprosse 1999 (unten).
Mittelwerte (durchgezogene Linie) und Standardabweichung (Fehlerbalken)

von jeweils neun Proben (1996/97) bzw. vier Proben (1999).
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3.1 Jahresgang von pH und Ionen im Gefaflwasser

den verschiedenen Jahreszeiten bestimmt. Die Konzentrationen von Ammo-
nium und Natrium lagen unterhalb von 100uM und werden hier nicht weiter
betrachtet. Somit kénnen unterschiedliche Trends bei den verschiedenen Ka-
tionen sichtbar werden. Die Untersuchungen ermdglichen auch eine Quanti-
fizierung der lonentransportkapazitit im natiirlichen System. Ein Vergleich
mit Werten, die unter experimentell erzeugten Bedingungen (s.u.) erhalten
wurden, ermdglicht, das potentielle Transport- und Regulationsvermdgen
abzuschitzen. Da die Kationengehalte weder erkennbar von der Tageszeit
der Probenahme (s. 2.5.2) noch von der Lage am Spross abhingen (s. 2.5.3),
wurden diese Einfliisse hier nicht weiter beriicksichtigt.

Untersuchungen an 2-3 jahrigen Sprossen

Von den ermittelten Kationengehalten im Gefiwasser wies stets Kalium
die hochsten Werte auf, gefolgt von Calcium und mit grofem Abstand von
Magnesium (Abb. 3.2). Die Kaliumkonzentrationen lagen im Mittel bei 4775
uM; das Minimum wurde im Dezember mit 2590 gM und das Maximum
wiederum im April zur Zeit des Knospentreibens mit 8880 uM gemessen. Die
Calciumkonzentrationen lagen im Jahresmittel bei 2395 yM, das Minimum
wurde im August mit 836 uM und das Maximum im April zur Zeit des
Knospenaustriebes mit 8086 pM gemessen. Wihrend der Wintermonate lag
Calcium mit 1000 pM bis 1500uM gleichfalls auf einem niedrigen Niveau.

Die Magnesiumkonzentrationen lagen im Jahresmittel bei 166 pM, das
Minimum wurde im November mit 72 M und das Maximum wiederum im
April mit 855 uM ermittelt.

Untersuchungen an 5-7 jahrigen Sprossen

Mit Ausnahme von Mai und Juni wies in diesen dlteren Sprossachsen Cal-
cium von den ermittelten Kationengehalten im Gefdflwasser die héchsten
Werte auf, gefolgt von Kalium und mit groflem Abstand von Magnesium
(Abb. 3.2). Die Calciumkonzentrationen lagen im Jahresmittel bei 1997 uM,
das Minimum wurde im Januar mit 494 yM und das Maximum im April mit
2975 uM gemessen. Die Kaliumkonzentrationen lagen im Jahresmittel bei
1467 puM, das Minimum wurde ebenfalls im Januar mit 363 uM und das
Maximum im Mai mit 3322 uM gemessen. Die Magnesiumkonzentrationen
lagen im Mittel bei 410 pM, das Minimum wurde wiederum im Januar mit
148 uM und das Maximum im Dezember mit 855 M gemessen.

Die Maxima der Kationengehalte liegen somit bei beiden Versuchsreihen
im Zeitraum von April bis Mai, die Minima von November bis Januar: Bei
Calcium treten auch im August Minima auf. Vergleicht man die Gehalte von
Kalium und Calcium, so fillt auf, da Kalium bei den 2-3 jihrigen Achsen-
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mmol /L

Abbildung 3.2: Jahresgang der Kationen K, Ca, Mg im Gefiffwasser frisch
geschnittener 2-3 jihriger Sprosse 1996/97 (oben) und 5-7 jihriger Sprosse

1999 (unten). Die Sdiulen stellen die Mittelwerte aus neun (1996/97) bzw.
vier Proben dar.
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Abbildung 3.3: Jahresgang von pH und Kationen im Gefiffwasser frisch ge-
schnittener 2-3 jihriger Sprosse 1996/97 (oben) und 5-7 jihriger Sprosse
(unten). Der pH ist als durchgezogene Linie, die Kationenkonzentrationen
sind als Sdulen mit Fehlerbalken wiedergegeben.
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abschnitten und Calcium bei den 5-7 jihrigen Achsenabschnitten deutlich
dominieren. Das Verhdltnis von Kalium zu Calcium liegt fiir die 2-3 jahrigen
Abschnitte bei 1,99. Fiir die 5-7 jihrigen Abschnitte liegt es jedoch nur bei
0,73.

Stellt man den Jahresverlauf der pH - Werte und der Kationengehalte ge-
geniiber, so fillt eine Korrelation von sinkenden pH- Werten und steigenden
Kationengehalten im Friithjahr auf, im Sommer zeigt sich ein umgekehrter
Trend (Abb. 3.3). Dieses Verhalten ist bei den 2-3 jéhrigen Sprossachsen
noch ausgepragter als bei den 5-7 jahrigen. Im Vergleich zu den 2-3 jihrigen
Sprossen fallen die Schwankungen des pH bei den 5-7 jihrigen geringer aus.

3.1.3 Menge des gewonnenen Gefifiwassers und
Perkolationsgeschwindigkeit

Die Menge des aus den Achsenabschnitten frisch gewonnenen Gefifiwas-
sers war stets geringer als die aus den morphologischen Daten errechneten
6 ml, da die Gewinnung abgebrochen wurde, sowie Farbstoff im perkolier-
ten Medium aus der Schnittfliche austrat. In diesem Augenblick hat der
Farbstoff in den am schnellsten leitenden Gefdflen das untere Sprossende
erreicht. Die Menge des gewonnenen Gefdfiwassers lag im Untersuchungs-
zeitraum von Juli 1996 bis Juli 1997 im Jahresmittel bei 1,42 (£0,24) ml.
Ein vergleichbarer Jahresgang der Menge an gewonnenem Gefifiwasser zu
dem anderer Parameter wie der Perkolationsgeschwindigkeit, dem pH oder
dem lonengehalt waren nicht zu erkennen. Die Perkolationsgeschwindigkeit
v in m/h 148t sich aus der Perkolationsrate x in ml/h errechnen. Bei einer
Sprosslinge 1 von 30 cm und einem Gefifiwasservolumen V von 6 cm® ergibt

sich v = x-1/V.

Die gemessene Perkolationsgeschwindigkeit unter den gewdhlten Druck-
bedingungen von 0,01 MPa gibt Auskunft {iber das Transportvermdgen der
Gefifle. Eine stark verminderte Perkolationsgeschwindigkeit kann auf Em-
bolien hinweisen. Auch die Beziehung zwischen Perkolationsgeschwindigkeit
und Kationengehalt des Perkolates ist von Interesse. Es konnte ein direk-

ter Zusammenhang zwischen Perkolationsgeschwindigkeit und lonengehalt
bestehen (s. 2.5.4).

Die mittlere Perkolationsgeschwindigkeit im Monatsvergleich im Jahre
1999 lag zwischen 1,4 m/h im M&rz und 3,1 m/h im Mai, der Mittelwert der
Messungen von 66 Probetagen lag bei 2,2 m/h bei einer Standardabweichung
von 1,3 m/h (Abb. 3.4). Im vorangegangenen Jahr waren bei einer gerin-
geren Probenzahl Perkolationsgeschwindigkeiten in der gleichen Gréfenord-
nung von 0,7 m/h bis 3,4 m/h ermittelt worden. Wie Abb. 3.4 zeigt, kann
die Perkolationsgeschwindigkeit auch in den Achsenabschnitten von einem
Baum an manchen Tagen deutliche Unterschiede aufweisen. Obgleich die
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Abbildung 3.4: Perkolationsgeschwindigkeit der untersuchten Sprossachsen
im Jahre 1999. Mittelwert und Standardabweichung bei neun Achsenab-
schnitten fiir jeden Probetag (oben) und gleitender Mittelwert iiber fiinf Pro-
betage im Jahre 1999 (unten).
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Abbildung 3.5: Perkolationsgeschwindigkeit und Kationengehalte (K, Ca,
Myg) im Gefifwasser 1999

Maxima von Perkolationgeschwindigkeit und Kaliumgehalt zusammenfallen
(Abb. 3.5), zeigt die statistische Analyse keine Korrelation bei 21 Werten.
Der Pearson’sche Korrelationskoeffizient liegt fiir Kalium bei r = 0,19 und
fiir Calcium bei r = 0,005. Der in den Geféflen vorliegende Kationengehalt
und die in den Achsen gemessene Perkolationsgeschwindigkeit lassen somit
keinen Zusammenhang erkennen.

3.2 Regulation des pH und Freisetzung von Ka-
tionen im Jahresgang

Mit den folgenden Experimenten sollte unter experimentell vorgegebenen
pH- Bedingungen das Regulationsvermégen von pH und lonengehalt in den
Gefdflen qualitativ und quantitativ ermittelt werden. Zudem sollte gepriift
werden, ob sich ein neues Flieigleichgewicht einstellt und wie lange es auf-
recht erhalten werden kann.

Erstmals wurde der Versuch unternommen, eine Vorstellung von der
Groflenordnung der Kationenfreisetzung an den Gefiflwidnden pro Zeitein-
heit zu erhalten und den Jahresgang dieser Vorginge zu erfassen. Der mor-
phologische Bezug der Kationenfreisetzung zur Zellwandfliche ermdglicht
Abschdtzungen, die das Material der Zellwdnde des Untersuchungsobjek-
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tes charakterisieren. Fiir die Berechnungen der lonenfreisetzung wurde die
urspriinglich im Gefifiwasser enthaltene lonenmenge stets abgezogen.

Eine Vielzahl von physiologischen Mechanismen kénnen zur Regulation
beitragen, die mit diesen Experimenten nur in ihrer Gesamtwirkung erfafit
werden kénnen: Passive lonenaustauschvorginge an den Zellwiinden (Catt
gegen 2HT), Austausch von Tonen iiber Ionenkanile und aktive Protonen-
pumpen.

Bei den folgenden Versuchen wurden zunichst in je zwei parallelen Ver-
suchsansdtzen mit pH 3 und pH 7 im direkten Vergleich Perkolationen der
Sprossabschnitte von einem Baum durchgefiihrt. Ab Mirz 1998 wurden dann
vier parallele Perkolationen bei pH 2, pH 3, pH 5 und pH 7 durchgefiihrt. Die
Experimente liefen iber 15 Stunden. Mit wenigen Ausnahmen war die Perko-
lation dabei auch wihrend dieser Zeit nicht verlangsamt, sodaf} verfilschende
Mefiwerte durch aufgetretene Embolien weitgehend ausgeschlossen werden
kénnen. pH und Kationengehalte werden im Verlauf des Kxperimentes ent-
weder iiber die Zeitachse oder das perkolierte Volumen dargestellt.

3.2.1 Regulation des pH im Gefiafiwasser bei Vorlage von
saurem Medium

Bei Vorlage von Ldsungen mit pH 2, pH 3 und pH 5 erfolgte die Regu-
lation des pH in den Bereich von pH 6 bis pH 7 auflergewdhnlich rasch.
Die Regulation dauerte aufler bei Angebot einer Perfusionslésung mit einem
unphysiologisch niedrigem pH von 2 fast stets iiber 12 Stunden an. Dabei
wurden iiber 100 ml Ldsung perkoliert. Lediglich im April trat bei einer
Vorlage von pH 3 bereits nach 90 ml Perkolation ein pH von weniger als
pH 5 auf. Bei Vorlage von pH 5 wurden etwa 1 pmol Protonen pro 100
ml Perkolat und bei Vorlage von pH 3 100 ymol Protonen neutralisiert. Bei
einer Flufirate von 40(£30) ml/h entspricht das 0,4(40,3)umol bei pH 5 und
40(£30)umol Protonen / h. Bei Vorlage von Lésungen mit pH 7 wird der
pH iiber die beobachtete Zeit in etwa auf dem Ausgangsniveau gehalten.

3.2.2 Regulation des pH im Gefiflwasser bei Vorlage von
alkalischem Medium

Im natiirlichen System ist eher ein saures Milieu durch Atmungsprozesse
oder durch organischer Sduren zu erwarten. Fiir das Auftreten eines deutlich
alkalischen Milieus finden sich jedoch keine Anhaltspunkte, wenngleich wie
in diesem Versuch im Winter Werte bis pH 8 auftreten kénnen. Dennoch
wurde hier untersucht, ob das System potentiell eine pH- Regulation unter
alkalischen Bedingungen leisten kann.

Ein Experiment bei Vorlage von pH 11 und einem parallelen Ansatz von
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Abbildung 3.6: Verlauf des pH bei der Perkolation mit Medien von pH 7 und

pH 11 am 23.01.97 zu Versuchsbeginn (oben) und nach 1 h Unterbrechung
der Perkolation (unten).
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pH 7 vom 23.01.97 (Abb. 3.6) zeigen sofort eine Regulation auf ein neutrales
Milieu. Von einem Startwert des frischen Gefifiwassers bei pH 7,9 bzw. pH
7,8 fillt dieser bei dem Ansatz mit pH 11 nach 90 min sogar leicht in den
schwach sauren Bereich von pH 6,3, wihrend der Ansatz bei pH 7 einen
neutralen Wert von pH 7,1 annimmt. Nach Unterbrechung der Perkolation
iiber eine Stunde steigt der pH in den beiden Ansitzen auf pH 7,9 bzw. 8,0,
um innerhalb weiterer 90 min auf jeweils pH 7,2 zu fallen. Somit konnte eine
pH- Regulation auch bei Vorlage von alkalischem Medium gezeigt werden.

3.2.3 Regulation der Ionen im Geféflwasser bei unterschied-
lichen pH- Bedingungen

Um die Féahigkeit der Sprossachsen zur Regulation des Kationengehaltes im
GefiBlwasser zu iiberpriifen, wurden jeweils 22,5 ml Lésung von unterschied-
lichem pH durch die Achsen perkoliert. Dabei wurden die Verdnderungen
der Tonengehalte analysiert. Fiir den Vergleich der Ionengehalte bei Perko-
lation mit saurem Medium wurden 32 Experimente bei pH 3 ausgewertet,
davon wurden zum Vergleich 12 Experimente zusdtzlich bei pH 2, pH 5
und pH 7 durchgefiihrt. Die Versuche sollten Auskunft iiber den Verlauf der
lonenregulation und iiber das Verhidltnis von Protonenaufnahme aus der
sauren Perkolationslésung zur Kationenfreisetzung in das Perkolat geben.
Dabei wurde auch auf mégliche Unterschiede des Regulationsvermégens im
Jahresgang geachtet.

Kationengehalte im Verlauf der Perkolation bei Vorlage von Me-
dium mit pH 3 und pH 7

Wie fiir den Jahresgang der Kationengehalte im Gefdfiwasser frisch geschnit-
tener Sprossachsen schon dargestellt (Abb. 3.2), weisen entweder Kalium
oder Calcium die héchsten Gehalte auf, mit deutlichem Abstand folgt Ma-
gnesium. Natrium und Ammonium wurden nur in Spuren nachgewiesen und
sind daher hier nicht weiter dargestellt. Der pH wird iiber die hier darge-
stellte Perkolationsdauer bis zum Erreichen von 22,5 ml Perkolat fast stets
auf einen pH- Wert von ca. pH 6,5 einreguliert (Abb. 3.7), und zwar sowohl
bei Vorlage der Lésung mit pH 3, als auch bei dem Medium mit pH 7. Bei
einem Experiment im April ist jedoch ein kurzfristiger, leichter Einbruch des

pH zu beobachten (Abb. 3.8).

Im Verlauf der Perkolation zeigen K und Ca fast stets einen Anstieg
vom Startwert auf ein Maximum. Danach fallen die Calciumgehalte wieder
und erreichen nach 22,5 ml Perkolation Werte deutlich unterhalb des Start-
wertes. Diese Ergebnisse sind exemplarisch in Abb. 3.7 dargestellt. Bei den
Ansitzen im Februar bleibt der Kaliumgehalt jedoch konstant auf einem
Niveau (Abb. 3.7). Zu Versuchsbeginn, d.h. nach 1,5 ml Perkolation bei pH
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Abbildung 3.7: pH und Kationengehalte im Perkolat bei Perkolation am
25.02.99 bei pH 3 (oben) und bei pH 7 (unten).
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Abbildung 3.8: pH und Kationengehalte im Perkolat bei Perkolation am
27.04.99 bei pH 3 (oben) und bei pH 7 (unten).
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3 weist Calcium an 15 von 23 Versuchstagen hohere Werte auf als Kalium.
Bei Versuchsende dagegen dominiert Kalium in 19 von 23 Fillen. Die Per-
kolation sowohl bei pH 3 als auch bei pH 7 a8t dagegen bei Versuchsende
ein deutliches Uberwiegen des Kaliumgehaltes erkennen (Abb. 3.8).

Betrachtet man diese Ergebnisse im Jahresgang, so zeigt Kalium an sechs
Probetagen in Folge im Friithjahr von April bis Juni sowie an zwei aufein-
ander folgenden Probetagen im August bei Perkolation mit pH 3 jedoch
die hohere Startkonzentration auf (Tab. 3.1). Gegen Ende der Perkolation
iiberwiegt dagegen - mit Ausnahme der Periode von November bis Februar
- stets das KT im Perkolat. Die Ergebnisse, bei denen nach 22,5 ml Perkola-
tion die Konzentration von Calcium h&her lag als die von Kalium, wurden
nur im Zeitraum auflerhalb der Vegetationsperiode von November bis Fe-
bruar erhalten. Der Kaliumgehalt bei vier Analysen im Mai und Juni und
bei je einer Analyse im September und Oktober betrug sogar mehr als das
Zehnfache des Calciumgehaltes (Tab. 3.1).

Freisetzung von Kalium und Calcium bei Perkolation mit Medien
von verschiedenem pH

Um festzustellen, inwieweit der pH- Wert des perkolierten Mediums einen
Einflul auf die Freisetzung von Kalium und Calcium hat, wurden an neun
Probetagen Perkolationen mit vier Medien von unterschiedlichem pH (pH 2,
pH 3, pH 5, pH 7) durchgefiihrt (Tab. 3.2). Vergleicht man die Ansitze mit
unterschiedlichem pH anhand der Menge an abgegebenem Kalium sowie
Calcium in den ersten 18 ml Perkolat (siehe auch Abb. 3.9 und 3.10), so
ergibt sich weder fiir Kalium noch fiir Calcium eine feste Rangfolge der vier
Ansitze beziiglich der lonengehalte (Tab. 3.2).

Auf den ersten Blick zeigt sich keine einfach ersichtliche pH- Abhingig-
keit der Freisetzung von Kalium und Calcium. Jedoch sind Irends erkenn-
bar: Bei Vergleich der Ansdtze mit unterschiedlichem pH finden sich bei
Vorlage von pH 2 an 8 von 9 Versuchstagen die héchsten Gehalte an Kalium
im Vergleich zu den Ansédtzen mit den hoheren pH- Werten. Bei Calcium
finden sich entsprechend an 6 von 9 Probetagen die héchsten Gehalte. Ver-
gleicht man die Rangfolge der Ansdtze fiir Kalium und Calcium, so ist sie
in 3 von 9 Ansidtzen gleich, in 4 Ansdtzen unterscheiden sich die Rangfolgen
in nur einer Position. Dabei liegen die Ansitze bei pH 7 fiir Calcium in der
Rangfolge jeweils um eine Position héher. Nur in den beiden Ansdtzen Mitte
November und Dezember zeigen sich grofiere Unterschiede. In der Rangfolge
der lonengehalte fiihren die Ansdtze mit pH 2, gefolgt von denen mit pH 7,
pH 3 und pH 5 (Tab. 3.2).
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pH 3 K/Ca K/Ca
1999 | Perkolation | Perkolation
0-1,5 ml 21-22,5 ml
22.01. 0,67 2,08
10.02. 0,50 0,995
22.02. 0,35 0,84
25.02. 0,67 1,07
02.03. 0,39 2,09
03.03. 0,66 1,52
07.04. 0,51 2,88
27.04. 1,31 7,67
18.05. 1,82 17,11
31.05. 1,77 5,88
16.06. 1,12 13,17
17.06. 1,82 12,30
25.06. 0,53 13,20
14.07. 0,47 3,64
18.08. 1,90 9,46
25.08. 1,58 6,08
26.08. 0,67 7,40
02.09. 0,92 4,99
17.09. 0,67 2,47
23.09. 0,53 16,51
15.10. 0,64 13,93
18.11. 0,25 0,95
16.12. 0,21 0,20

Tabelle 3.1: Verhdlinis von Kalium zu Calcium bei Perkolation mit Medium
von pH 3 nach Beginn (0-1,5ml) und im Verlauf der Perkolation (21-22,5ml)
im Jahre 1999.

Seite: 36



m mol Kalium /L

m mol Calcium /L

3.2 Regulation des pH und Freisetzung von Kationen im Jahresgang

25+
——pH 2
—=—pH 3

1 —+—pH5 —

2 pH 7 2
3
1,5+
1 .
0,5+
0 | | | |
0 5 10 15 20
ml Perkolat
7 _
H2
=P 40

6 4

5 1

4 1

3 .

2 .

1 .

0 1 1 1 1
0 5 10 15 20
ml Perkolat

Abbildung 3.9: Gehalte an Kalium (oben) und Calcium (unten) bei Perkolati-
on mit verschiedenem pH am 25.02.99. Die Sdulen zeigen die Gesamtmenge
an Kalium bzw. Calcium in den ersten 18 ml Perkolat.
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Abbildung 3.10: Gehalte an Kalium (oben) und Calcium (unten) bei Perko-
lation mit verschiedenem pH am 27.04.99. Die Sdiulen zeigen die Gesamt-
menge an Kalium bzw. Calcium in den ersten 18 ml Perkolat.
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Tag Kalium | Calcium
25.02. | 7-5-2-3 | 7-5-2-3
27.04. | 2-3-7-5 | 2-7-3-5
18.05. | 2-7-3-5 | 7-2-3-5
17.06. | 2-5-3-7 | 2-5-7-3
02.09. | 2-7-3-5 | 2-7-3-5
17.09. | 2-3-5-7 | 2-3-7-5
15.10. | 2-7-3-5 | 2-7-3-5
18.11. | 2-7-5-3 | 2-5-3-7
16.12. | 2-7-3-5 | 3-2-5-7

Tabelle 3.2: Rangfolge der Versuchsansdtze bei unterschiedlichem pH anhand
der ITonengehalte von Kalium bzw. Calcium im Jahre 1999. Die Folge 7-5-2-
3 bedeutet z.B. fir Kalium: Die Menge der abgegebenen Kaliumionen in das
Perkolat war bei Perkolation mit pH 7 am héchsten, gefolgt von pH 5, pH 2
und zuletzt pH 3.

Bilanzen von Tonenabgabe und Protonenaufnahme bei Vorlage von
Medium mit pH 3

Um die Rolle der Kationenfreisetzung aus Zellen und Zellwdnden fiir die pH-
Regulation bewerten zu kdnnen, ist eine Bilanzierung von Protonenaufnah-
me und lonenabgabe in das Perkolat von Interesse. Wenn die Protonenauf-
nahme durch die Freisetzung von Kationen vollstindig kompensiert wird, so
ist eine ausgeglichene Bilanz zwischen Protonenaufnahme und Kationenab-
gabe in das Perkolat zu erwarten. Zu beriicksichtigen ist jedoch auch die im
Gefdfwasser des geschnittenen Sprossachsenabschnittes gespeicherte Menge
an Kationen, die von der aus dem Perkolat gewonnenen Menge abzuziehen
ist (s. 2.4.4). Hilt sich der pH fiir die betrachtete Perkolationsdauer iiber
einem Wert von pH 6, so sind iiber 99,9 % der bei pH 3 angebotenen Proto-
nen neutralisiert worden, das sind etwa 1 mmol Protonen pro ml perkoliertes
Medium. Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch eine ausgeglichene
Ladungsbilanz (Abb. 3.11, oben), eine deutlich positive Bilanz an Kationen
(Abb. 3.11, unten), eine negative Bilanz (Abb. 3.12, oben) und eine leicht
negative (Abb. 3.12, unten). Bei einer Auswertung von 23 Versuchstagen im
Verlauf des Jahres 1999 ergibt sich bei 18 Tagen fiir die ersten 18 ml der
Perkolation eine positive Ladungsbilanz, d.h. es werden mehr Kationen in
das Perkolat abgegeben als Protonen aufgenommen. Bei zwei Analysen im
Mirz und September ist die Bilanz in etwa ausgeglichen. Bei drei Analysen
im Zeitraum von Juli bis September liegt eine negative Ladungsbilanz vor.
Betrachtet man nur die letzte Analyse nach 22,5 ml Perkolation, so ist die
Ladungsbilanz fiir die letzten 1,5 ml noch in 15 von 23 Fillen positiv (oh-
ne Abbildung). Die Ergebnisse zeigen das Potential der Sprossachsen auf,
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Abbildung 3.11:

Verlauf der Ionenkonzentrationen (bei Ca und Mg z 2) im Perkolat und Bi-
lanzen von lonenabgabe und Protonenaufnahme bei Perkolation von Medium
mit pH 3 am 03.03.99 (oben) und 07.04.99 (unten). Die Menge an Ladungen
der Kationen ist gegen das bisher perkolierte Volumen aufgetragen. Im Inset
ist die Menge der Kationen im Perkolat der berechneten Protonenaufnahme
gegentibergestellt.
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Abbildung 3.12: Verlauf der Ionenkonzentrationen (bei Ca und Mg z 2) im
Perkolat und Bilanzen von Ionenabgabe und Protonenaufnahme bei Perko-

lation von Medium mit pH 3 am 14.07.99 (oben) und am 18.08.99 (unten).
Details siehe Abb. 3.11.
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Abbildung 3.13: Kationengehalte in 12 ml Perkolat in den verschiedenen
Jahreszeiten bei Perkolation mit Medium von pH 3. Das Perkolat wurde erst
nach vorangegangenem Ausspiilen des Gefiffwassers mit 10,5 ml Medium
aufgefangen.

die Protonenaufnahme durch Freisetzung von Kationen zu kompensieren.
Gleichzeitig werfen sie die Frage auf, ob und wie der Uberschuf an positiven
Ladungen kompensiert werden kann.

Kationenabgabe in das Perkolat nach Auswaschen des Gefafiwas-
sers

Nach den ersten 10,5 ml Perkolat ist das GefdBwasser nahezu vollstindig
ausgespiilt (siehe 2.4.4). Der in etwa lineare Verlauf der Kationengehalte
im folgenden Perkolat spricht dabei fiir eine mehr oder weniger konstante
Abgabe in das Perkolat. Die Abgabe von Kalium und Calcium in das Per-
kolat bei den darauf folgenden 12 ml Perkolat zeigt deutliche Unterschiede
im Jahresgang (Abb. 3.13). Fiir Kalium steigen die Werte von Jahresbeginn
bis zum Mai an, fallen dann im Juli auf ein Minimum, steigen wiederum bis
September und fallen dann bis zum Jahresende ab. Fiir Calcium liegen sie
im Winter auffallend hoch und fallen dann von Februar bis auf ein Minimum
im Juli. Sie steigen dann im Herbst wieder an und bleiben in den Wintermo-
naten trotz Schwankungen auf einem recht hohen Niveau. Magnesium zeigt
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3.2 Regulation des pH und Freisetzung von Kationen im Jahresgang

Vorlage | K | Ca | Mg Vorlage K| Ca | Mg

pH 3 pH 7

nach nach
19,5 ml | 668 | 662 | 74 19,5 ml | 117 | 132 | 18
21,0 ml | 502 | 513 | 56 21,0 ml | 132 | 125 | 15
22,5 ml | 412 | 351 | 43 22,5ml | 118 | 109 | 14

30,0 ml | 497 | 489 | 56 30,0 ml | 121 | 117 | 15
60,0 ml | 340 | 450 | 45 60,0 ml | 141 | 139 | 19
300,0 ml | 274 | 477 | 70 30000ml | 72| 112 | 9

Tabelle 3.3: Gehalt an K, Ca, Mg im Perkolat in pM in Abhdngigkeit des
perkolierten Volumens bei Vorlage von pH 3 bzw. pH 7 am 15.07.97

die héchsten Werte von Februar bis April und im Spitsommer, weist aber
insgesamt im Vergleich zu Kalium und Calcium sehr geringe Werte auf.

3.2.4 Langzeitexperimente

Bei vielen Experimenten dauert die pH- Regulation iiber den beobachteten
Zeitraum von meist 15 Stunden hinaus an. Deshalb sollte in Langzeitexpe-
rimenten gekldrt werden, wie lange die Regulation aufrecht erhalten werden
kann. Nach Erschépfung der Speicherkapazitit der Zellwinde oder der Frei-
setzung von Kalium aus lebenden Zellen in das Gefiflwasser ist keine Regu-
lation mehr zu erwarten. Auch bei Langzeitexperimenten konnte das Ende
der Regulation nicht immer bestimmt werden. So konnte im Oktober 1998
iiber mehr als drei Tage hinweg der pH bei einer Vorlage von pH 3 reguliert
werden, er lag nach drei Tagen noch bei pH 5,9. Bei einer Perkolationsrate
von 25 ml pro Stunde entspricht dies einer Menge von 1,8 1 Perkolat. So-
lange die Regulationsfihigkeit des Sprossachsenabschnittes erhalten bleibt,
werden Kationen in einer mehr oder weniger konstanten Rate in das Perko-
lat abgegeben (Tab. 3.3). Erst nach 300 ml tritt Kalium gegeniiber Calcium
deutlich zuriick.

Bricht die Regulation jedoch zusammen, so sind im Perkolat vor allem
héhere Mengen an Ca nachzuweisen. Ein Experiment vom 04.07.1996 bei
bei Vorlage von pH 3 zeigt die deutlich erhdhte Ca- Abgabe nach einem
Einbruch des pH auf etwa pH 3,5 im Vergleich zum Ansatz mit pH 7 (Abb.
3.14).
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Abbildung 3.14: pH und Kationengehalt (K, Ca, Mg) im Perkolat am
04.07.1996 bei linger anhaltender Perkolation iber 3 h mit pH 3 (oben)
sowie mit pH 7 (unten). Die Kationengehalte wurden mit einem Atomab-

sorptionsspekirometer bestimmit.
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3.2 Regulation des pH und Freisetzung von Kationen im Jahresgang

3.2.5 Jahreszeitliche Veranderung des Regulationsvermogens
des pH bei Vorlage von Medium mit pH 3

Bei den Experimenten zur pH- Regulation, die unter 3.2.3 schon vorgestellt
wurden, wurden die Achsenabschnitte im Jahre 1999 mindestens iiber 15
Stunden und in der Regel iiber 500 ml mit der angebotenen L&sung per-
koliert. Eine Betrachtung der Ergebnisse im Jahresvergleich zeigt, ob die
Fihigkeit zur pH- Regulation sowie die sich einstellenden pH- Werte im
Jahresverlauf Unterschiede aufweisen.

Unterschreiten einer pH- Schwelle von pH 5

Bei einer Betrachtung iiber das Jahr hinweg (Abb. 3.15) zeigt sich von kurzen
Phasen im Februar, April, Juli und Oktober abgesehen eine langanhaltende
Regulation des pH in einen physiologischen Bereich oberhalb von pH 5. In 17
von 39 Experimenten wurden mehr als 500 ml Lésung von pH 3 neutralisiert,
in neun Ansdtzen waren es 300 bis 500ml, in weiteren neun 100 bis 300
ml und nur in vier weniger als 100 ml. Betrachtet man die Zeitdauer der
Regulation (Abb. 3.15), so liegt bei 16 von 38 Experimenten bei Vorlage
mit Medium von pH 3 der pH nach 15 Stunden noch iiber der Marke von
pH 5. Bei 9 Ansitzen wurde diese Marke nach mehr als 8 Stunden, bei 11
Ansédtzen nach mehr als 2 Stunden und bei 2 Ansitzen nach weniger als
zwei Stunden unterschritten. Dies belegt die langanhaltende Fdhigkeit zur
Regulation des pH in den Gefifien.

Einstellung des pH nach mehreren Stunden Perkolation

Die nichste Darstellung (Abb. 3.16) zeigt, welcher pH sich nach einer be-
stimmtem Zeitdauer der Perkolation einstellt. Vergleicht man den pH nach
zwei Stunden sowie nach zehn Stunden, so wird ein dhnlicher Verlauf deut-
lich. Im Juli und Oktober sind nach zehn Stunden Perkolationsdauer deut-
liche Einbriiche sogar unterhalb der Marke von pH 3,5 erkennbar. Wihrend
nach zwei Stunden Perkolation der pH regelmifig von pH 3 auf einen pH
zwischen pH 6 und pH 7 einreguliert wird und nur an einem Tag der pH
unterhalb von pH 5 liegt, wird nach zehn Stunden an 15 von 38 Tagen die
Marke von pH 5 unterschritten.

3.2.6 Unterbrechung der Zufuhr von saurem Medium

Bei einigen Experimenten wurde die Zufuhr von saurem Medium fiir einige
Stunden unterbrochen. Damit wurde der Frage nachgegangen, ob die Regu-
lation in der eingelegten Regenerationsphase vervollstindigt wird oder gar
eine Uberkompensation der Regulation stattfindet, d.h. ob héhere pH-Werte
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Abbildung 3.15: Perkolationsdauer (oben) und Perkolationsvolumen (unten)
bis zur Unterschreitung von pH 5 bei Perkolation mit pH 3 im Jahre 1999

bei einer Versuchsdauer von 15 Stunden.
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3.2 Regulation des pH und Freisetzung von Kationen im Jahresgang

——2h

Abbildung 3.16: pH im Perkolat nach 2 h und nach 10 h Perkolationsdauer
bei Perkolation mit pH 3 im Jahr 1999.

als zu Beginn des Experimentes auftreten kénnen. Letzteres wire ein guter
Hinweis auf eine aktiv unterstiitzte Regulation.

Im folgendem Experiment im August 1996 wurde ein Astabschnitt bei pH
3 und ein Astabschnitt bei pH 7 zunéchst fiir zwei Stunden perkoliert (Abb.
3.17), nach einer Unterbrechung fiir vier Stunden wurde die Perkolation noch
anderthalb Stunden fortgesetzt. Der pH lag zu Beginn des Experimentes bei
dem Ansatz mit pH 3 bei pH 5,5 und stieg wihrend der Perkolation leicht auf
pH 5,8. Nach Wiederaufnahme der Perkolation nach vier Stunden war der pH
auf pH 8,0 angestiegen. Er fiel im Verlauf der folgenden anderthalb Stunden
auf einen Wert von pH 6,1. Der Ansatz mit pH 7 zeigte zunichst einen
dhnlichen Verlauf: Der pH stieg von einem Startwert von pH 5,2 zunichst
auf pH 5,6 an. Nach Fortsetzung der Perkolation blieb der pH bei einem Wert
von pH 5,4 jedoch etwa gleich. Bei Versuchsende lag er nur noch bei pH 4,2.
Der Achsenabschnitt, der vorher dem sauren Milieu ausgesetzt war, hat also
wihrend der Perkolationspause den pH nicht nur neutralisiert, sondern eine
deutliche Uberkompensation geleistet.
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Abbildung 3.17: Verlauf des pH im Perkolat bei der Perkolation mit pH 3
und pH 7 am 16.08.96 zu Versuchsbeginn (oben) und nach 4 h Unterbrechung
der Perkolation (unten).
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Abbildung 3.18: pH und Kationengehalte nach Perkolation mit pH 3 mit dem
frischen Sprossabschnitt (oben) am 25.08.99 und dem gelagerten Sprossab-
schnitt am 26.08.99 nach 24 h Lagerung (unten).
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3.2.7 Lagerung des geernteten Sprosses bei Zimmertemperatur

Um insbesondere den Einflul der Atmungsaktivitdt auf pH und Kationen-
gehalt im Perkolat und deren Regulationsfihigkeit untersuchen zu kdnnen,
wurde mit einem Sprossachsenabschnitt sofort eine Perkolation bei Vorlage
von pH 3 durchgefiihrt, eine Parallelprobe wurde hingegen zunéchst fiir 24
Stunden bei Zimmertemperatur gelagert. Die Kationengehalte der Experi-
mente vom 25.08. und 26.08.99 zeigen deutliche Unterschiede (Abb. 3.18).
Die Gehalte an Kalium und Calcium der gelagerten Probe liegen iiber den
Verlauf der Perkolation hinweg stets deutlich unter den Gehalten der fri-
schen Probe. Nach 18 ml Perkolation wurden von der frischen Probe eine
Kaliumabgabe von 45,8 pmol und eine Calciumabgabe von 17,3 pmol er-
mittelt. Im Vergleich dazu lagen die Werte fiir die gelagerte Probe bei 9,8
pmol fiir Kalium und 6,7 pmol fiir Calcium. Beide Achsenabschnitte zeigen
eine deutliche und langanhaltende pH- Regulation. Die frische Probe zeigt
zu Versuchsbeginn einen pH von 7,0, nach 22,5 ml Perkolation liegt er bei
pH 6,4 und nach 15 h Perkolation bei pH 5,0. Die Vergleichswerte fiir die
gelagerte Probe liegen bei pH 3,0, pH 5,0 und pH 5,1. Auffillig ist die starke
Absenkung des pH nach 24 h Lagerung. Nach Perkolation mit pH 3 ist sie
sogar teilweise reversibel, d.h. der pH steigt wihrend der Perkolation wieder
deutlich an.

3.2.8 EinfluB von Komplexbildnern (EDTA) auf die Freiset-

zung von Kationen und auf die pH- Regulation

Im folgenden wurde untersucht, ob und in welchem Umfang durch einen
Komplexbildner wie EDTA zusitzliche Kationen etwa aus den Zellwdnden
mobilisiert werden kénnen und ob die pH- Regulation dadurch schneller zum
Erliegen kommt. Die dargestellten Versuche wurden mit Medium von pH 3
durchgefiihrt.

Bei einem Experiment im Mérz 1999 mit 100 uM NagEDTA (Abb. 3.19)
zeigt sich eine deutlich erhdhte Freisetzung von Calcium und Kalium im
Vergleich zum Ansatz ohne EDTA. Nach 18 ml Perkolation ergibt sich fiir
die Abgabe von Calcium eine Gesamtbilanz von 5,1 gmol ohne und 23,3
pmol mit EDTA und fiir Kalium von 17,9 umol ohne und 24,4 pmol mit
EDTA. Die Freisetzung an Kalium und Calcium ist damit h&her als die
Bindungskapazitit der perkolierten EDTA, die bei 2:0,1 mmol/I. und damit
fiir 18 ml bei 3,6 ymol liegt. Die Freisetzung von Calcium ist somit deutlich
héher, als bei einer stochiometrischen Reaktion zu erwarten wire. Der pH
wird in beiden Ansdtzen wihrend der Versuchsdauer vollstindig reguliert,
er bleibt beim Ansatz ohne EDTA bei pH 6,3 und beim Ansatz mit EDTA
fallt er nicht signifikant von pH 6,6 auf pH 6,5.

Ein Experiment mit héherer Konzentration an EDTA (5 mmol/L) am
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Abbildung 3.19: Gehalte von Kalium (oben) und Calcium (unten) bei Perko-
lation mit und ohne 100uM FED'TA bei pH 3 am 24.03.99. Die Sdiulen zeigen
die Gesamtmenge an Kalium bzw. Calcium in den ersten 18 ml Perkolat.
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Abbildung 3.20: Verlauf des pH im Perkolat bei Perkolation mit und ohne 5
mM EDTA bei pH 3 am 06.02.97.

06.02.97 (Abb. 3.20) zeigt eine schnellere Absenkung des pH bei Vorlage
mit EDTA als ohne: Im Ansatz mit EDTA fillt der pH von einem Startwert
von pH 7,2 nach 10 ml Perkolation unter die Marke von pH 5 und liegt
nach 60 ml Perkolat noch bei pH 4,4. Im Ansatz ohne EDTA kann der
Achsenabschnitt die Vorlage von pH 3 wesentlich besser auf ein neutrales
Milieu einregulieren: Nach einem Startwert von pH 6,4 wird nach 60 ml
Perkolation immerhin noch ein Wert von pH 5,7 erreicht.

3.2.9 Quantifizierung der Kationenabgabe am Gefédflwand-
apoplasten

Im folgenden sollen die oben dargestellten Kationenfreisetzungen aus den
Sprossproben (Abb. 3.13) in Bezug zum biologischen Material, d.h. den
Gefifwinden, dargestellt werden. Dabei interessiert die Kationenfreisetzung
an den Gefifwianden pro Zeiteinheit bei weitgehend natiirlichen Flufiraten
in den Gefifien. Aus der inneren Oberfliche der Gefifie (4712 cm?, siehe
2.4.4) und der ermittelten Perkolationsdauer fiir das hier betrachtete Perko-
lationsvolumen von 22,5 ml 18t sich die Kationenabgabe in Bezug auf die
Gefifwandfliche errechnen (Tab. 3.4).

Individuelle Unterschiede der perkolierten Achsenabschnitte machen es
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a.) Kalium b.)  Calcium
Probetag | pH2 | pH3 | pH5 | pH 7 pH2 | pH3 | pH5 | pH 7
25.02. | 3,74 | 3,13 | 3,88 | 4,40 6,51 | 6,08] 6,90 | 7,64
24.03. 3,80 3,66 1,08 1,06

27.04. | 18,26 | 11,85 | 5,72 | 10,41 | 10,63 | 5,09 | 2,15 | 6,50
18.05. | 15,99 | 10,74 | 7,37 | 12,36 4,32 | 2,97 | 1,74 | 4,48
17.06. | 14,84 | 6,85 | 7,48 | 5,38 9,98 | 2,16 | 3,94 | 3,38
02.09. | 2,87 | 2,18 | 1,75 | 2,64 1,94 | 1,03] 081 | 1,24
17.09. | 5,89 | 4,06 | 3,55 | 3,35 372 | 2,51 1,34 | 2,13
15.10. | 6,75 | 4,28 | 2,78 | 5,20 924 | 4,67 | 3,24 | 5,14
18.11. | 3,89 | 1,97 | 2,16 | 2,50 6,99 | 3,17 | 6,17 | 2,50
16.12. | 1,26 | 1,14 | 1,06 | 1,19 4,48 | 5,07 | 3,42 | 3,37

Tabelle 3.4: Kationenfreisetzung pro Gefifwandfliche in pmol/cm? bei un-
terschiedlichem pH des Perkolationsmediums im Jahre 1999 fir a.) Kalium
und b.) Calcium.

notwendig, fiir jede Sprossprobe die Perkolationsdauer einzeln anzugeben

(Tab. 3.5).

Aus den Tabellen 3.4 und 3.5 ergibt sich die Kationenfreisetzung pro
GefiBwandfliche und Zeit (Tab. 3.6).

Betrachtet man fiir Kalium nur die anatomisch pridestinierten Uber-
gangsstellen an den Kontakttiipfeln der Kontaktzellen, bzw. deren Plasma-
lemma, die nur etwa 1/16 der GefiBwandfliche betragen (siehe 2.4.4), so
1Bt sich die Gréflenordnung der Effluxrate von Kalium abschédtzen und mit
Literaturangaben (Sauter und van Cleve 1992) fiir andere Untersuchungs-
objekte vergleichen (Tab. 3.7).

Bei einem Langzeitexperiment am 04.07.96 wurden je ein Achsenab-
schnitt bei Vorlage von pH 3 und einer bei pH 7 perkoliert. Dabei war
der pH nach 163 min im Ansatz mit pH 3 auf etwa pH 3,5 gefallen. Im
Ansatz mit pH 7 waren nach 167 min und einem Perkolationsvolumen von
105 ml nach Abzug urspriinglich im Gefafiwasser vorliegender Kationen 30
pmol K und 4,6 pmol Ca im Perkolat zusdtzlich aufgetreten. Dies ergibt
eine Kationenfreisetzung fiir K von 6,4 nmol/cm? Gefiiwandfliche und fiir
Ca von 0,97 nmol/cm? GeféiBwandfliche oder bei Bezug auf die Zeiteinheit
38,2 pmol K/cm?/min und 5,5 pmol Ca/cm?/min. Im Ansatz mit pH 3
liegen die entsprechenden Werte fiir zusdtzlich auftretendes K bei 86 pmol
und fiir Ca bei 67 pmol. Dies ergibt eine Kationenfreisetzung fiir K von 18
nmol/cm? Gefiiwandfliche und fiir Ca von 14 nmol/cm? Gefifiwandfliche
oder 88 pmol K/cm?/min und 111 pmol Ca/cm?/min.
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Probetag | pH2 | pH3 | pH5 | pH 7
25.02. 18 21 13 24
24.03. 26 34 24 33
27.04. 53 103 73 73
18.05. 130 84 54 127
17.06. 47 66 28 68
02.09. 46 29 53 19
17.09. 33 46 116 | 130
15.10. 19 36 58 32
18.11. 26 47 21 24
16.12. 23 97 136 95

Tabelle 3.5: Perkolationsdauer in Minuten bei unterschiedlichen pH- Werten
des Perkolationsmediums im Jahre 1999.

Kalium Calcium

Probetag | pH2 | pH3 | pH 5 | pH 7 pH2 |pH3 |pH5 | pH 7
25.02. 208 | 149 | 298 | 183 361 | 289 | 531 | 318
24.03. 112 111 32 32

27.04. 344 | 115 78 142 200 49 29 89

18.05. 123 | 128 | 137 97 33 35 32 35

17.06. 316 104 | 267 79 212 33 141 50

02.09. 62 75 33 139 42 36 15 65

17.09. 178 88 31 26 113 55 12 16

15.10. 355 | 119 48 162 486 | 130 56 161
18.11. 150 42 103 | 104 269 67 294 | 104
16.12. 55 12 8 13 195 52 25 35

Tabelle 3.6: Kationenfreisetzung pro Gefiffwandfliche wund Zeit in
pmol/cm? /min bei unterschiedlichen pH- Werten des Perkolationsmediums
im Jahre 1999.
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3.3 Aufnahme und Freisetzung von Kationen und Regulation des pH bei
Uberangebot einer Tonensorte

Probetag | pH2 | pH3 | pH5 | pH 7
25.02. 3327 | 2388 | 4770 | 2935
24.03. 1790 1775
27.04. 5511 | 1840 | 1254 | 2282
18.05. 1967 | 2045 | 2184 | 1557
17.06. 5053 | 1660 | 4274 | 1266
02.09. 999 | 1205 | 528 | 2224
17.09. 2855 | 1414 | 489 | 413
15.10. 5681 | 1900 | 768 | 2599
18.11. 2392 | 671 | 1648 | 1667
16.12. 874 188 124 200

Tabelle 3.7: Kalium- Efflur aus Kontakttiipfeln in pmol/cm? /min.

3.3 Aufnahme und Freisetzung von Kationen und
Regulation des pH bei Uberangebot einer Ionen-
sorte

Wiéhrend im vorangegangenen Abschnitt die Freisetzung von Kationen in
das Gefifiwasser dargestellt wurde, zeigen die folgenden Ergebnisse nun die
Aufnahme von Kationen aus dem perkolierenden Medium. Diese Experimen-
te sollen zeigen, ob und in welchem Umfang ein Uberangebot von Kationen
im Gefawasser reguliert wird, sei es durch Adsorption an den Winden, sei
es durch Aufnahme in den Symplasten. Eine solche Situation kann unter
natiirlichen Bedingungen durch Mobilisierung im Friihjahr mit einem An-
stieg der Tonenkonzentrationen in den Gefafen eintreten. Die Untersuchun-
gen geben auch Hinweise iiber die Selektivitdt der Aufnahme oder das Aus-
tauschverhalten bei Konkurrenz um Bindungsplitze an der Zellwand. Das
Aufnahmevermdgen pro Zeit wurde gepriift und quantifiziert. Der Einfluf}
der beschriebenen Aufnahmevorgidnge auf den pH wurde ebenfalls erfafit.

3.3.1 pH- Regulation bei Angebot der Kationen Na, K, Mg
und Ca als Chloride und Gluconate

Bei den folgenden Experimenten wurden einwertige (Na, K) und zweiwertige
Kationen (Ca, Mg) in hohen, aber durchaus noch physiologischen Konzen-
trationen angeboten (10 mM). Die lonen wurden einerseits als leicht 15sli-
che Chloride angeboten, wie sie auch im Gefaiwasser natiirlich vorkommen
kénnen. Andererseits wurden diese lonen auch als Gluconate angeboten, um
einen Einflul der Chloridionen auszuschalten. Um von pH- abhdngigen Ef-
fekten zu trennen (siehe 3.2), wurde ein neutraler pH fiir die perkolierenden
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Abbildung 3.21: Verlauf des pH bei Perkolation mit Kationen bei pH 7 bei
Angebot der Kationen als Gluconat (10 mM) am 09.07.98 (oben) und am
30.06.98 (unten).
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Abbildung 3.22: Verlauf des pH bei Perkolation mit Kationen bei pH 7 bei
Angebot der Kationen als Chlorid (10 mM) am 18.08.98 (oben) und Angebot
von Kalium als Gluconat (10 mM) am 10.11.97 (unten).
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Losungen gewdhlt. Der pH des Perkolates wurde aufgezeichnet, um einen
Hinweis auf Austauschvorginge mit Protonen an den Zellwinden sowie iiber
einen moglichen Austausch iiber Kaliumkan#le zu erhalten.

Bei einem Experiment mit Zusatz von Na, K, Mg und Ca als Gluconat
vom 09.07.98 wurde nach 50 min der hdchste pH bei einem Ansatz mit
Kalium mit pH 7,2 ermittelt, gefolgt von Natrium mit pH 6,8 und etwas
Abstand von Magnesium und Calcium mit pH 5,9 (Abb. 3.21). Bei einem
vergleichbaren Experiment vom 30.06.98 konnte nahezu das gleiche Resultat
erreicht werden. Nach 22,5 ml Perkolation hielt der Ansatz mit K- Gluconat
den wiederum héchsten pH mit einem Wert von pH 7,0. Na folgte mit pH 6,6
und Mg und Ca mit pH 5,7 (Abb. 3.21). In beiden Fillen haben somit Mg
und Ca im Gegensatz zu K und Na zu einem deutlichen pH- Abfall gefiihrt.

Bei einem Experiment vom 18.08.98 mit Na, K, Mg und Ca als Chlorid
(Abb. 3.22) wurde wiederum nach einem Start von etwa pH 7 nach 50 min
im Ansatz mit Kalium der héchste pH mit pH 7,1 gemessen, gefolgt von
Magnesium mit pH 6,6 sowie Calcium und Natrium mit pH 5,8 bzw. pH
5,7. Im Vergleich zum Experiment mit den Kationen in Gluconatform fillt
der niedrige pH- Wert fiir Natrium auf, hingegen ist der pH fiir Mg kaum
abgesenkt. Beim Vergleich von K- Gluconat mit entionisiertem Wasser zeig-
ten sich fiir den pH bei einem Experiment am 10.11.97 keine Unterschiede.
Beide Ansitze starteten bei etwa pH 7,6 und wiesen nach 36 ml Perkolation
noch einen pH von 6,5 auf (Abb. 3.22). Die Untersuchungen haben gezeigt,
dafl mit Kalium die geringste Wirkung beziiglich der Freisetzung von Pro-
tonen durch Austausch an den Zellwdnden zu erreichen ist. Es wurde ferner
gezeigt, dafl Chlorid einen Einflu} auf die pH- Regulation hat.

3.3.2 Regulation der Kationen bei Perkolation mit KCI und
K-Gluconat im Vergleich

Um zu iiberpriifen, ob das perkolierende Anion einen Einfluf} auf die Aufnah-
me von Kalium hat, wurden in einem Experiment am 27.01.98 Sprossproben
mit 10 mM KCI bzw. 10 mM K- Gluconat perkoliert (Abb. 3.23). Im Ansatz
mit KCl wurde stets geringfiigig weniger Kalium im Perkolat gefunden als
im Ansatz mit K- Gluconat. Der Anstieg der Kaliumgehalte erfolgte zudem
mit K- Gluconat auch schneller als mit KCI. Nach 63 ml Perkolation lag die
Kaliumkonzentration im Ansatz mit KCI bei ca. 7000 uM und im Ansatz
mit K-Gluconat bei ca. 7400 uM, wenn man die Mittelwerte der letzten fiinf
Messungen zugrunde legt. Insgesamt wurden in den ersten 63 ml Perkolation
im Ansatz mit Chlorid 137 pmol und im Ansatz mit Gluconat 164 umol Ka-
lium freigesetzt. Die Kaliumaufnahme ist somit bei Angebot von KCI hdher
als bei Angebot von K- Gluconat.
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Abbildung 3.23: Kaliumgehalte im Perkolat bei Vorlage von 10 mM KCl und
10 mM K- Gluconat bei pH 3 am 27.01.98. Die Sdulen zeigen die Gesami-
menge an Kalium in den ersten 63 ml Perkolat.

3.3.3 Regulation der Kationen bei Angebot der Kationen
Na, K, Mg und Ca als Gluconate

Um den EinfluB von Chlorid auf die lonenkanéle auszuschlieflen, wurden
bei dem oben genannten Experiment (Abb. 3.24 und 3.25) vom 30.06.98
die Kationen als Gluconate angeboten. Im folgenden sollte gepriift werden,
inwieweit durch die Perkolation mit Na, K, Ca und Mg als Gluconate die
Kationengehalte im Perkolat reguliert werden. Es zeigte sich, dafl bei einer
Vorlage von jeweils 10 mM Kationen bei Natrium nach 18 ml Perkolation et-
wa 5 mM Na im Perkolat nachgewiesen wurden. Somit wird etwa 50 % des in
der Vorlage angebotenen Natriums widhrend der Perkolation aufgenommen
(Abb 3.24). Bei Kalium stieg die Konzentration im Perkolat zunichst auf ein
Maximum von 8 mM, geht dann aber wieder auf 5 mM zuriick (Abb. 3.24).
Auch Kalium wird somit in grofiem Umfang aufgenommen. Dagegen bleibt
bei Calcium (Abb. 3.25) die Konzentration mit anndhernd 10 mM auf dem
Niveau der Vorlage. Calcium wird demnach unter diesen Versuchsbedingun-
gen weder aufgenommen noch nennenswert an die Gefilwinde gebunden.
Bei Magnesium wird mit 3 mM nur ca. 30% der Vorlagenkonzentration im
Perkolat gefunden. Magnesium wird somit in grolem Umfang aufgenommen
bzw. gebunden (Abb. 3.25). Die Aufnahmeraten nach 22,5 ml Perkolation
wurden fiir Mg zu 6 mmol/L, fiir Na zu 5 mmol/L, fiir K zu 4 mmol/L und
fiir Ca zu weniger als 1 mmol/L. bestimmt. Die Kontrolle des pH wihrend
der Perkolationen ist unter 3.3.1 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.24: Kationengehalte im Perkolat, Angebot von 10 mM Nat
(oben) und K* (unten) als Gluconat bei pH 7 am 30.06.98.
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Abbildung 3.25: Kationengehalte im Perkolat, Angebot von 10 mM Cat™
(oben) und Mg*tt (unten) als Gluconat bei pH 7 am 30.06.98.
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3.3.4 Angebot von weiteren mehrwertigen Kationen wie

Ca, La, Mn und Mg in Chloridform

In den folgenden Experimenten wurden im Vergleich zu Calcium und Ma-
gnesium zwei weitere mehrwertigen Kationen, Lanthan und Magnesium, ein-
gesetzt, die natiirlich nur in Spuren vorkommen. Sie wirken in Konkurrenz
zu den in den Zellwdnden natiirlich vorkommenden Kationen Calcium und
Magnesium um die Bindungsplitze an den Zellwdnden.

Es wurde untersucht, ob und in welchem Umfang die Freisetzung von
Ca und Mg in das Perkolat erreicht werden kann. Bei einem Experiment am
28.02.99 wurden je 10 mM Mg, Ca, Mn und La als Chloride angeboten (Abb.
3.26 und 3.27). Vergleicht man den Verlauf der Gehalte des angebotenen
Kations, so zeigen sich erkennbare Unterschiede im Aufnahmeverhalten.

Bei Perkolation mit MgCl, startet Mg mit einem Gehalt von 300 uM,
steigt dann kurzfristig auf 9000 pM und fillt nach 22,5 ml Perkolation auf
7120 pM (Abb. 3.26). Kalium und Calcium bleiben bei Perkolation mit
MgCl, gleichzeitig weitgehend konstant. Ob der Gehalt an Mg weiter fillt,
konnte im untersuchten Zeitraum nicht gezeigt werden. Die Aufnahmerate
diirfte somit hdher als 2,9 gmol/ml liegen.

Bei Perkolation mit CaCly liegen die Ca- Gehalte zu Versuchsbeginn bei
2100 M und steigen kontinuierlich auf etwa 10000 uM (Abb. 3.26). Diese
Ergebnisse lassen eine weitere Aufnahme von Ca nach 22,5 ml Perkolation
als unwahrscheinlich erscheinen.

Bei Perkolation mit MnCly wurde Mangan nach 4,5 ml Perkolation nach-
gewiesen: Es steigt rasch auf ein Maximum von 9000 gM, und fillt dann
leicht auf 6400 uM zu Versuchsende (Abb. 3.27). Der Verlauf 148t auf eine
weitere Abnahme schliefen, wobei die Aufnahmerate dann bei mindestens
3,6 umol/ml liegt.

Bei Perkolation mit LaCls war Lanthan erst nach 7,5 ml im Perkolat
nachweisbar. Es erreicht ein Maximum bei 9000 gM und fillt dann ab auf
zuletzt 5800 pM nach 22,5 ml Perkolation (Abb. 3.27). Zuletzt liegt die
Aufnahmerate bei ca. 4,2 pmol/ml.

Vergleicht man die vier Einzelexperimente, so steht die geringe Auf-
nahme von Calcium im Gegensatz zur deutlichen Aufnahme der anderen
Kationen. Eine zusidtzliche Freisetzung von Calcium bei Angebot der kon-
kurrierenden Kationen war nicht zu beobachten.

Die pH- Werte fallen vom Start aus dem neutralen Bereich mehr oder
weniger deutlich ab (Abb. 3.28). Nach 200 ml Perkolation liegen die Werte
fiir Mg bei pH 6,2, fiir Mn bei pH 6,1, fiir Ca bei pH 6,0 und schlieflich fiir
La bei pH 5,3. Die verstirkte pH- Abnahme bei Angebot der dreiwertigen
La3*- lonen fillt auf.
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Abbildung 3.26: Kationengehalte im Perkolat, Angebot von 10 mM Mg*™™
(oben) und Cat* (unten) als Chlorid bei pH 7 am 28.02.99.
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Abbildung 3.27: Kationengehalte im Perkolat, Angebot von 10 mM Mn*+
(oben) und La*t (unten) als Chlorid bei pH 7 am 28.02.99.
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Abbildung 3.28: Verlauf des pH im Perkolat bei Perkolation mit 10 mM
Kationen in Chloridform bei pH 7 am 28.02.99.

3.3.5 Angebot von Barium

Das Angebot von Barium kann zwei unterschiedliche Effekte auslésen. Zum
einen kann es wie die anderen zweiwertigen Kationen (siche 3.3.4) an den
Zellwinden lonen austauschen. Zum anderen kann Barium als Blocker von
Kaliumkanidlen wirken (siche 3.4). Barium kommt im natiirlichen System
nur in Spuren vor, es ist also nur nachzuweisen, wenn es iiber die Vorlage
angeboten wurde.

In einem Experiment am 29.01.99 wurden in insgesamt vier parallelen
Ansétzen je zwei mit und zwei ohne 10 mM BaCl, durchgefiihrt (Abb. 3.29
und 3.30). Jeweils ein Ansatz wurde dabei bei pH 3 und einer bei pH 7 durch-
gefiihrt. Im Ansatz bei pH 3 mit BaCl; stieg die Konzentration von Barium
von null kontinuierlich auf einen Wert von etwa 7500 uM, der nach etwa 15
ml Perkolation beibehalten wurde. Etwa 25% des angebotenen Bariums ist
somit in der Sprossprobe verblieben (Abb. 3.29).

Um einen Hinweis auf Austauschvorgdnge zu erhalten, wurden auch die
Gehalte von Calcium und Kalium bestimmt. Die Calciumgehalte stiegen
gleichzeitig von einem Ausgangswert von etwa 1500 M auf ein kurzfristiges
Maximum von 3000 M und fielen nach 22,5 ml Perkolation auf 1300 uM ab
(Abb. 3.29). Bei der Kontrolle ohne BaCl, fiel der Calciumgehalt kontinu-
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Abbildung 3.29: Gehalte an Barium und Calcium bei Perkolation mit und
ohne 10 mM BaCly bei pH 3 (oben) und pH 7 (unten) am 29.01.99. Die
Sdulen geben die Gesamtmenge an Calcium (links) und Barium (rechts) in
den ersten 18 ml Perkolat wieder.
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Abbildung 3.30: Kaliumgehalte (oben) und pH (unten) bei Perkolation mit
und ohne 10 mM BaCly bei pH 3 und pH 7 am 29.01.99. Die Séulen (oben)
geben die Gesamtmenge an Kalium in den ersten 18 ml Perkolat wieder.
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ierlich auf etwa 400 uM ab. Vergleicht man die Calciumabgabe nach 18 ml
Perkolation in den Ansitzen mit und ohne BaCly, so liegt diese ohne BaCl,
bei 13 pmol und mit BaCl, bei 38 pmol. Unter dem Einflu von Barium
wurde also die dreifache Menge von Calcium in das Perkolat abgeben als
ohne diesen.

Bei den beiden Ansdtzen mit pH 7 wurden deutlich niedrigere lonen-
gehalte gemessen im Vergleich zu den Ansitzen bei pH 3 (Abb. 3.29). Mit
Barium in der Vorlage ergibt sich nach 22,5 ml Perkolation ein Gehalt von
1500 M fiir Ba und 120 pM fiir Ca. Ohne Barium in der Vorlage erreicht Ca
einen Wert von nur noch 70 gM. Damit wurde gezeigt, dal bei Perkolation
mit pH 7 angebotenes Barium (10 mM) zu etwa 85% in der Sprossprobe
verbleibt. Dabei werden aber keine nachweisbaren Mengen an Calcium frei-
gesetzt.

Vergleicht man die K- Gehalte nach 22,5 ml Perkolation (Abb. 3.30), so
liegen sie im Ansatz mit pH 3 und BaCl, mit 780 uM am hdchsten, gefolgt
vom Ansatz mit pH 3 ohne BaCly, mit 350 uM. In den Ansdtzen bei pH
7 lassen sich nur noch 20 M ohne und 90 uM mit BaCls; nachweisen. Die
Ergebnisse weisen also auf eine hthere Kaliumabgabe unter dem Kinflufl
von Barium bei pH 3 hin. Vergleicht man die pH- Werte der vier Ansétze
(Abb. 3.30), so fillt der pH- Wert bei den Ansédtzen mit BaCl, um ApH 0,7
niedriger aus als in den Ansdtzen ohne BaCl,. Die Ergebnisse zeigen somit
eine Absenkung des pH unter dem Einflufl von Barium.

3.4 Einfluf3 von Kaliumkanalblockern auf K- Kanile
und pH- Regulation

Eine Vielzahl von Kaliumkanilen (KORC, NORC, Na* /K*- Symporter) ist
aus pflanzlichen Zellen bekannt (de Boer und Wegner 1997). Ebenso wurde
eine Vielzahl an Kanalblockern (Cs*, Nat, Batt TEAT) nachgewiesen,
mit deren Hilfe sich die Kanile untersuchen lassen. So passieren Cst, Na¥,
Batt und TEA™T nicht die Kanile, sondern blockieren sie (Bertl et al. 1997).
Zunidchst ist die Existenz der Kanile iberhaupt in dem betrachteten System
zu iiberpriifen. In weiteren Experimenten wird Hinweisen auf den Typ der
Kanile nachgegangen. Dabei interessieren die Fragen, ob die Kanile selektiv
Kalium transportieren, ob der Transport in die Zelle hinein oder aus der Zelle
heraus stattfindet und ob die Regulation nur passiv oder auch aktiv verlauft.
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3.4.1 Blockierung der K- Abgabe aus dem Symplasten in die
Gefafle

Bei Vorlage von saurem Medium (s.0.) kénnen Protonen aus dem GefiBwas-
ser gegen Kalium aus den lebenden Zellen getauscht werden. Geht dieser
Austausch iiber spezifische lonenkanile, so kénnen Kanalblocker den K-
Ausstrom unterdriicken und die Aufnahme von Protonen im Gegenzug fin-
det nicht statt. Da bei pH 3, aber nicht bei pH 7 ein mehr oder weniger
starker Austausch von Kalium aus dem Gefifiwandapoplasten gegen Proto-
nen stattfindet, kann die Gré8enordnung dieses Vorgangs unter Umstidnden
durch den Kinsatz der Kanalblocker abgeschwicht werden.

Casium als K- Kanalblocker

Ciasium wird als Blocker der Kaliumkandle hdufig eingesetzt, auch eine Kon-
zentrationsabhingigkeit der Wirkung wurde fiir Arabidopsis (Bertl et al.
1997) gezeigt. Cs™ ist mit 169 nm Tonendurchmesser gréfier als Kt mit 133
nm und blockiert den lonenkanal rdumlich. In unserem System wurde un-
tersucht, ab welcher Konzentration Cst die Kaliumabgabe in das Gefifiwas-
ser blockiert. Dabei ist zu beachten, daf CsT in hsheren Konzentrationen
quantitativ auch als Tauschpartner gegen Kt an den Gefifiwinden auftreten
kann. Dieser Effekt ist bei der Interpretation der Kaliumgehalte zu beriick-
sichtigen.

In einem Versuch vom Dezember 1998 (Abb. 3.31) bei Vorlage von pH 3
zeigten die Ansdtze mit 100 uM CsCl und ohne CsCl deutliche Unterschiede:
Obgleich bei dem Ansatz ohne CsCl zu Versuchsbeginn im Gefifiwasser eine
niedrigere Kaliumkonzentration (3100 M) als bei dem Ansatz mit 100 uM
CsCl (4400 pM) ermittelt wurde, lag schon nach 4,5 ml Perkolation der
Kaliumgehalt ohne CsCl hoher als mit CsCl. Nach ca. 20 ml Perkolation lag
die Kaliumkonzentration bei dem Ansatz ohne CsCl mit 1400 uM deutlich
hoher als beim Ansatz mit 100 puM CsCl wo der Wert nur bei 800 M lag.
Fiir die Menge an freigesetztem Kalium in den ersten 18 ml Perkolat ergeben
sich 32 umol fiir den Ansatz ohne bzw. 26 umol fiir den Ansatz mit 100 uM
CsCl.

Ein entsprechendes Experiment im Februar 1999 mit steigender CsCl-
Konzentration in Parallelansdtzen ohne, mit 10 xM, 100 M und 1000 pgM
CsCl - die Vorlage wurde wiederum mit HCI auf pH 3 eingestellt - zeigt
die Abhingigkeit der Kaliumfreisetzung von der eingesetzten Konzentration
an CsCl (Abb. 3.31). Ohne Zusatz von CsCl wird eine hshere Kaliumkon-
zentration als mit 10 gM erhalten, mit 10 uM eine hdhere als mit 100 M
CsCl. Bei 100 uM CsCl erscheint die K- Abgabe am stdrksten gehemmt.
Gegeniiber der Kontrolle liegt die Hemmung bei mehr als 50%. Die Kali-
umgehalte bei 1000 uM liegen interessanterweise noch etwas héher als bei
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Abbildung 3.31: Kaliumgehalte bei Perkolation bei pH 3 ohne und mit 100
pM CsClam 02.12.98 (oben), ohne und mit CsCl in versch. Konzentratio-
nen am 22.02.99 (mitte) und am 22.07.99 (unten). Die Sdiulen geben die
Kaliummengen in den ersten 18 ml Perkolat wieder.
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der Kontrolle, was auf mogliche Austauschvorginge - Césium gegen Kalium
- an den Gefifiwinden hinweisen kénnte (vgl. Diskussion). Zu Beginn des
Experimentes (nach 4 ml Perkolat) treten beim Ansatz mit 1000 gM CsCl
Maxima an Kalium von etwa 2300 M auf. Eine Schwelle, ab der Cs wirkt,
zeigt das Ergebnis nicht.

Im Vergleich zum Experiment im Februar, wo die Startkonzentration von
Kalium im Gefafiwasser mit 1100 bis 1400 M sehr niedrig lag, wurden bei
einem vergleichbaren Ansatz im Sommerstadium (Juli 1999) mit 5 bis 10 mM
sehr hohe Startkonzentrationen von Kalium gemessen (Abb. 3.31). In diesem
Stadium verlaufen die Kaliumwerte wiahrend der Perkolation weitgehend
parallel und lassen keinen deutlichen Einflufl der CsCl- Zugabe erkennen.

Die Tatsache, dafl mit Ausnahme des Ansatzes mit 1000 pM CsCl die
umgekehrte Reihenfolge der K- Konzentrationen im Vergleich zum Win-
ter vorliegt, konnte allerdings auf eine Hemmung der K- Aufnahme in den
Symplasten hinweisen. Das heifit, die héhere CsCl- Konzentration (100 uM)
hat gegeniiber der niedrigeren (10 pM) und der Kontrolle, die héchsten K-
Gehalte im Perkolat, und somit die geringste K- Aufnahme.

Der Ansatz mit 1000 pM CsCl zeigt nach 22,5 ml Perkolation den héchsten
Kaliumwert, was auf einen Austausch mit Kaliumionen der Gefiwand hin-
weist. Eine Hemmung der Kaliumabgabe durch CsCl kénnen die Ergebnisse
im Juli im Gegensatz zu denen vom Februar nicht aufzeigen.

Versuche bei pH 7 sollen zeigen, ob eine Kaliumabgabe in die Gefdfie auch
im neutralen Milieu stattfindet, obgleich keine pH- Regulation bei neutra-
lem pH notwendig ist und wenn, ob sie dann durch CsCl hemmbar ist. Im
September 1999 wurde das folgende Experiment (Abb. 3.32) ohne, mit 10
uM, 100 pM bzw. 1000 pM CsCl durchgefiihrt. Wédhrend die Startwerte fiir
Kalium relativ tief liegen und noch erkennbar streuen, verlaufen die Kalium-
gehalte nach etwa 10 ml Perkolation anndhernd parallel. Eine Hemmung der
K- Kanile erscheint nur bei 100 uM deutlich gegeben. Im weiteren Verlauf
ist eine Abhéngigkeit von Cs nicht mehr erkennbar. Die Kaliumkonzentra-
tion liegt nach 22,5ml noch bei iiber 500 uM, das entspricht der Hilfte bis
einem Drittel des Startwertes, was auf eine anhaltende K- Abgabe in das
Gefdfwasser hinweist.

Wie der Vergleich von Ca und K nach 22,5 ml Perkolation bei pH 7
zeigt, stabilisiert sich die Kaliumabgabe auf hohem Niveau (Abb. 3.32),
wihrend die Abgabe von Calcium unter denselben Bedingungen fast zum
Erliegen kommt (Abb. 3.32). Dies deutet darauf hin, dafi dann, wenn kei-
ne umfangreiche pH- Regulation notwendig ist, auch kein Anstieg der Ca-
lonen im Gefdfwasser auftritt (vgl. Diskussion). Die Kaliumkonzentration
erreicht nach 22,5 ml Perkolation immer noch 32 % bis 62 % des Startwertes,
wihrend die Calciumkonzentration danach nur noch zwischen 3,6 % und 6,1
% des Startwertes liegt.
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Abbildung 3.32: Gehalte an Kalium (oben) und Calcium (unten) bei Perko-
lation ohne und mit CsCl in verschiedenen Konzentrationen bei pH 7 am
23.09.99. Die Sdulen geben die Gesamimengen an Kalium bzw. Calcium
nach 18 ml Perkolation wieder.
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Vanadat als K- Kanalblocker

Auch Vanadat wird wie CsT als Kaliumkanalblocker eingesetzt. In Wurzeln
von Atriplex nummularia Lindl. blockiert Vanadat schon in Konzentrationen
von 150uM die Nat* Pumpe (Braun et al. 1988).

Bei den folgenden Experimenten im Jahre 1999 (siche Abb. 3.33) wurde
die Wirkung von Cs und Vanadat in Ansdtzen mit 100 uM CsCl und 100
uM Na- Vanadat bei pH 3 miteinander verglichen. Die Kaliumgehalte nach
18 ml Perkolation sind in Tab. 3.8 dargestellt.

Datum | Kontrolle Cs Vanadat Cs | Vanadat
uM yM K| pMK | %K % K
10.02. 13,36 11,27 12,60 84,3 94,3
07.04. 63,76 26,63 31,30 41,8 49,1
31.05. 30,08 22,58 24,66 75,1 82,0
14.07. 4,20 2,71 359 | 644 | 854
18.08. 13,90 14,07 17,68 101,2 127,4

Tabelle 3.8: Kaliumabgabe in den ersten 18 ml Perkolat bei Perkolation bei
pH 3 mit 100uM Cs und 100uM Vanadat sowie ohne Blocker zur Kontrolle
bei pH 3 zu verschiedenen Jahreszeiten im Jahre 1999. Angaben in pM und
in % der Kontrolle.

Trotz der erheblichen Schwankungsbreite beim jeweiligen Versuchsstart von
1000 M bis 4300 M am 07.04. (Abb. 3.33) und 100 gM bis 400 uM
am 14.07. (ohne Abbildung) und dem unterschiedlichen zeitlichen Verlauf
wurde aufler im August stets ohne Hemmstoffe am meisten Kalium in das
Gefifwasser abgegeben, gefolgt vom Ansatz mit Vanadat. Mit Cs war die
Kaliumabgabe am geringsten (Tab. 3.8).

Auffallend ist der unterschiedliche Verlauf der Kaliumwerte im Perkolat
(Abb. 3.33): Wihrend meist (wie am 10.02.99) die Konzentrationen gegen
Ende des Versuches nach 22,5 ml Perkolation tiefer lagen als zu Beginnn,
lagen sie am 07.04 etwa gleich - mit Ausnahme des Ansatzes ohne Hemmstoff
- und am 31.05. sogar hoher als die Startwerte. Im April und Mai lagen
die Kaliumgehalte im Gefiflwasser im Jahresgang betrachtet stets héher
und der pH niedriger als im Jahresdurchschnitt (Abb. 3.3). Vanadat hat
sich somit als wirksamer Blocker der Kaliumkanile erwiesen, wenn auch die
beobachtete Hemmwirkung geringer ausfiel als bei Casium.

TEA und Na als weitere K- Kanalblocker

TEA wirkt in Konzentrationen von 10 mM (Bertl et al. 1997) oder 90 mM
(Tyerman 1997) als Kaliumkanalblocker. Auch Nat wirkt in héheren Kon-
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Abbildung 3.33: ml Perkolat
K-Gehalte bei Perkolation mit pH 3 mit K-Kanalblockern am 10.02.99
(oben), 07.04.99(mitte) und 31.05.99(unten). Die Séulen zeigen die Kalium-

mengen der ersten 18 ml Perkolat.
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zentration von etwa 125 mM als Blocker der Kaliumkanidle (Hansen et al.

1996).

In unserem Versuch am 10.02.99 konnte durch Zugabe von 100 mM TEA
keine Hemmung der K- Abgabe ins GefaBBwasser festgestellt werden, wihrend
CsCl und Vanadat zur gleichen Zeit eine deutliche Hemmung zeigten. Der
Einsatz von 100 uM TEA brachte sogar leicht hhere Werte als ohne Blocker
(ohne Abbildung). Dieser Blocker wurde daher nicht weiter untersucht.

3.4.2 Blockierung der Aufnahme von Kalium in den Sym-
plasten

Bei einem Uberangebot von Kalium im Gefifiwasser wire eine Kalium-
aufnahme in die lebenden Zellen zu erwarten. Bei Zugabe von Cs* sollte
der einwirtsgerichtete Kaliumstrom an den Kaliumkanilen méglicherweise
blockiert werden kénnen und das eingesetzte Kalium wire dann vollstindig
im Perkolat wiederzufinden. Nicht kaliumselektive Kanile wiirden dagegen
keinen Unterschied zeigen. Wenn man fiir das Cytoplasma eine Kaliumkon-
zentration von etwa 100 mM annimmt (siehe 4.5.3), erfolgt die Aufnahme
von Kalium in die Zelle bei einer Konzentration iiber 100 mM entlang des
Konzentrationsgradienten, sonst gegen diesen. Bei Vorlage von 5 bis 10 mM
KCI kénnten zusitzlich passive Austauschvorginge an den Zellwdnden er-
folgen, die in einem Absinken des pH resultieren.

Perkolation bei pH 3

Einige Versuche wurden im sauren Milieu durchgefiihrt. Ein Antiport K*/H*
zur Kompensation der Kaliumaufnahme wiirde gegen einen Protonengradi-
enten erfolgen. kalls ferner in den Ansdtzen mit Gluconat statt Chlorid
weniger Kalium im Perkolat nachzuweisen ist, wire dies ein Hinweis auf
einen Symport von H* und Cl~ lonen in die lebenden Zellen. Da durch
den Symport der Protonengradient zwischen den lebenden Zellen und dem
Apoplasten herabgesetzt wird, findet der Austausch von KT aus den Gefifien
gegen HT aus den Zellen gegen einen geringeren Gradienten statt. Eine
geringere pH- Regulation mit CsCl wire ein weiterer Hinweis auf aktive
Kaliumkanile.

Bei dem folgenden Experiment vom Januar 1998 wurden als Medium 10
mM KCI vorgelegt, wobei ein Ansatz mit und einer ohne 100 uM CsCl (Abb.
3.34) ablief. Die Kaliumkonzentration im Perkolat stieg bei dem Ansatz mit
CsCl rasch auf den Wert der Vorlage an. Nach 21 ml Perkolat waren mit
CsCl- Zusatz schon 78% der vorgelegten Konzentration erreicht gegeniiber
34% ohne CsCl. Nach 60 ml Perkolation erreicht der Kaliumgehalt im Ansatz
mit CsCl schon 93% und ohne 76% der eingesetzten Ausgangskonzentration.
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Abbildung 3.34: Kaliumgehalte bei Perkolation bei pH 3 mit 10 mM KCl und
100 pM CsCl am 21.01.98 (oben) und mit und ohne 5 mM KCI bzw. 100
uM CsClam 22.01.99 (unten). Die Séiulen geben die Kaliummengen in den
ersten 60 ml (oben) bzw. 18 ml (unten) Perkolat wieder.
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Dieses Ergebnis zeigt erstens, dafl eine deutliche und kontinuierliche Kali-
umaufnahme erfolgt, und zweitens, daf} diese durch Cs deutlich hemmbar
ist.

Bei Experimenten mit nur 5 mM KCI im perkolierten Medium im Januar
des Folgejahres (Abb. 3.34) war der Unterschied zwischen den Ansdtzen mit
bzw. ohne CsClI nicht mehr so deutlich. Jedoch zeigt die Bilanz der Kalium-
abgabe nach 18 ml mit 42 pmol K (ohne CsCl) wiederum niedrigere Werte
als mit 52 pmol K (100 pM CsCl). CsCl hemmt also die Kaliumaufnahme,
jedoch in geringerem Umfang als bei Vorlage von 10 mM Kalium.

Im Experiment vom 25.06.1999 liegen die Konzentrationen von Kalium
im GefdBwasser mit 1,7 mM bis 2,7 mM wesentlich héher (Abb. 3.36) als
im Januar mit 0,4 mM bis 1,4 mM (Abb. 3.34). Die Wirkung von CsCl ist
hier nicht mehr eindeutig auszumachen. Die Kaliumbilanzen nach 22,5 ml
liegen mit 87,8 pmol bei KCIl im Ansatz bzw. 84,4 pmol bei KCl und CsCl
etwa gleichauf. Jedoch deutet der Mittelwert der letzten drei Meflwerte bei
fortgeschrittener Perkolation in der Sprossachse mit 4,6 mM (ohne CsCl)
bzw. 4,7 mM (mit CsCl) auf eine hshere Kaliumaufnahme als ohne CsCl hin,
was als Hinweis auf eine Hemmwirkung von CsCl auch in diesem Stadium
gelten kann.

Perkolation bei pH 7

Die Perkolation mit neutralem Medium kommt den natiirlichen Bedingun-
gen im Spross niher. Ein Antiport KT /HT miifite nicht gegen einen Proto-
nengradienten erfolgen.

Im Vergleich zum oben beschriebenen Versuch (Abb. 3.36) wurden am
Vortag Versuche im neutralen Milieu (pH 7) durchgefiihrt (Abb. 3.35). Die
Konzentrationen von Kalium im Gefafiwasser liegen zu Beginn in vivo schon
zwischen 2,8 mM (mit KCI, mit CsCl) und 3,7 mM (mit KCI, ohne CsCl).
Die Kaliumbilanzen nach 22,5 ml liegen bei 86,5 mmol (ohne CsCl) bzw. bei
86,4 mmol (mit CsCl), wodurch erneut eine Hemmung der K- Aufnahme
durch Cs bei hohen Ausgangsgehalten von Kalium nicht nachweisbar ist.
Der Mittelwert der letzten drei Mefiwerte mit 4,3 mM (ohne CsCl) bzw. 4,6
mM (mit CsCl) deutet andererseits wieder auf eine héhere Kaliumaufnahme
ohne CsCl hin, und damit auf eine Hemmwirkung von CsCI.

3.4.3 Hemmung der pH- Regulation durch CsCl im neutra-
len und sauren Medium

Zuletzt wird hier die Frage aufgegriffen, ob die Hemmung der K-Kanile
Einflufl auf die pH- Regulation hat, d.h. ob die K- Kanile fiir die beobachtete
pH- Regulation wirklich von Bedeutung sind. Es wurde ferner untersucht,
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Abbildung 3.35: Kaliumgehalte (oben) und Calciumgehalte (unten) bei Per-
kolation mit CsCl bei pH 7 am 24.06.99. Die Sdulen geben die Kationen-
mengen in den ersten 18 ml Perkolat wieder.
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Abbildung 3.36: Kaliumgehalte (oben) und Calciumgehalte (unten) bei Per-
kolation mit CsCl bei pH 3 am 25.06.99. Die Sdulen geben die Kationen-
mengen in den ersten 18 ml Perkolat wieder.
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Abbildung 3.37: pH bei Perkolation mit 1 mM CsCl bei pH 3 am 23.01.97 zu
Versuchsbeginn (oben) sowie nach einer Perkolationspause von 3 Stunden
(unten).
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ob die pH- Regulation von der Konzentration des Kanalblockers abhdngt,
ob Vanadat und Cisium vergleichbare Effekte zeigen und ob auch bei einem
Uberangebot an Kalium der pH noch einreguliert wird.

Im folgendem Experiment im Januar 1997 wurde ein Ansatz bei pH 3
ohne CsCl und ein Ansatz mit 1 mM CsCl zundchst fiir 60 min perkoliert
(Abb. 3.37). In beiden Fillen wurde der pH sofort von pH 3 auf pH 6 bis
pH 7 reguliert. Wihrend der pH mit CsCl in 60 min von pH 6,9 auf pH
6,2 fiel, nahm er ohne CsCl dagegen nur von pH 6,6 auf pH 6,4 ab. Damit
erscheint CsCl eine Hemmung der pH- Regulation zu bewirken. Dann wurde
die Zufuhr von Medium fiir drei Stunden unterbrochen. Bei Zimmertempe-
raturbedingungen hatte sich in dieser Zeit der pH im Gefifiwasser ohne CsCl
von pH 6,4 auf pH 5,9 erniedrigt, mit CsCl von pH 6,2 auf pH 6,5 erh6ht.
In den folgenden 90 min erneuter Perkolation fiel der pH ohne CsCl von pH
5,9 auf pH 5,6 und mit CsCl deutlich stirker von pH 6,5 auf 5,0 ab (Abb.
3.37). Die Regulation des pH wurde durch CsCl somit deutlich gehemmt.

Im April 1999 fillt bei Perkolation mit pH 3 der pH im Ansatz mit CsCl
von pH 5,3 nach gut zwei Stunden auf pH 4 und liegt nach 12 Stunden
nur noch bei pH 3,4, wihrend die Parallele ohne CsCl zunichst von pH
6,0 auf pH 6,3 ansteigt und nach 12 Stunden noch bei pH 5,8 liegt (Abb.
3.38). Wiederum wurde die Regulation des pH durch CsCl somit deutlich
gehemmt. Hier zeigt CsCl jedoch schon bei einer niedrigeren Konzentration
von 10 pgM Wirkung.

Wihrend im Juli 1998 die Ansdtze mit 100 uM und 1000 uM CsCl nach
140 min einen deutlichen Abfall des pH von pH 7,2 auf pH 5,9 im Vergleich
zu einem Abfall von pH 7,2 auf pH 6,8 im Ansatz ohne CsCl zeigen (Abb.
3.38), unterscheiden sich im November 1998 die Ansitze ohne, mit 10 pM,
100 pM, und 1000 M CsCI nicht mehr sichtbar. Der pH fillt innerhalb von
16 Stunden von pH 6,7 bis pH 6,8 auf pH 5,6 bis pH 6,0 (Abb. 3.39). Die pH-
Regulation iiber den Austausch von Kalium gegen Protonen ist also nicht
zu allen Jahreszeiten zu beobachten.

Mit Vanadat zeigt sich im Januar 1999 (Abb. 3.40) bei pH 3 nach etwa
200 ml Perkolation ein Abfall des pH von pH 7,0 auf pH 5,4, wihrend die
Ansitze ohne Vanadat (pH 3, pH 7) bzw. Vanadat bei pH 7 den pH etwa
im neutralen Bereich halten. Im sauren Bereich bewirkt Vanadat also eine
Hemmung der Regulation. Beim Vergleich von CsCl mit Vanadat fillt der pH
in den Ansidtzen mit Vanadat bei pH 3 mal stirker (Abb. 3.41), mal weniger
stark (Abb. 3.40) ab. Die Versuche lassen keinen Schlufi darauf zu, welcher
der effektivere Hemmstoff ist. Die Perkolation mit 100 uM TEA brachte
keine pH- Absenkung (16.09.98) im Gegensatz zum Ansatz mit CsCl (ohne
Abbildung).

Die Hemmung der Aufnahme von Kalium wurde in Experimenten mit

bzw. ohne 5 mM KCI und 100 M CsCl untersucht (Abb. 3.35 und 3.36), der
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Abbildung 3.38: Verlauf des pH bei Perkolation mit CsCl bei pH 3 am
09.07.98 ohne, mit 100 pM und mit 1 mM CsCl (oben) sowie am 22.04.99
ohne und mit 10 pM CsCl (unten).
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Abbildung 3.39: Verlauf des pH bei Perkolation mit CsCl bei pH 3 am
23.11.98 ohne, mit 10 pM, mit 100 pM und mit 1000 uM am 23.11.98.
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Abbildung 3.40: Verlauf des pH bei Perkolation mit Kaliumkanalblockern mit
10 uM Vanadat bei Vorlage von pH 3 und pH 7 am 21.01.99 (oben) sowie
mit 100 uM Cs und 100 pM Vanadat bei pH 3 am 07.04.99 (unten).
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Abbildung 3.41: Verlauf des pH bei Perkolation mit Kaliumkanalblockern mit
100 uM Cs und Vanadat bei pH 3 am 14.07.99 (oben) sowie mit und ohne
100 uM Cs und 5 mM K bei pH 3 am 22.01.99.
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Abbildung 3.42: Verlauf des pH bei Perkolation mit und ohne CsCl, mit und
ohne 5 mM KCI bei Vorlage von pH 7 am 24.06.99 (oben) sowie bei Vorlage
von pH 3 am 25.06.99 (unten).
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3.5 Einflufl von Stoffwechselinhibitoren auf pH
und Kationenfreisetzung

Einfluf auf den pH wird im folgenden dargestellt. Im Januar 1999 regulieren
die Achsenabschnitte iiber 6 Stunden den pH von pH 3 der Vorlage in den
neutralen Bereich (Abb. 3.41). Bei dem Ansatz mit KCI und Cs fillt dabei
der pH nach 7 Stunden auf pH 6 und nach 10 Stunden auf pH 4,6 . In einem
weiteren Experiment vom 24.06.99 mit pH 7 regulieren die Ansitze mit KCl
auf pH 6,4 und ohne KCI auf pH 7,2, unabhingig von CsCl (Abb. 3.42).
Im Vergleich dazu zeigen die Ansdtze bei pH 3 einen deutlichen Einflufi von
CsCl. Mit CsCl und KCI fillt der pH nach 12 Stunden auf pH 4,5, nur mit
Cs auf pH 4,9, nur mit KCI auf pH 5,4 und ohne KCI und CsCl wird der
pH auf pH 5,7 gehalten (Abb. 3.42). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine pH-
Regulation bei pH 3, aber nicht bei pH 7, die im Winter wie im Sommer
stattfinden kann.

3.5 Einflufl von Stoffwechselinhibitoren auf pH und
Kationenfreisetzung

Mit dem Einsatz von Stoffwechselinhibitoren wurde ein weiterer experimen-
teller Weg beschritten, die aktive Regulation von pH und Kationengehalt
in den Gefilen nachzuweisen und zu quantifizieren. Mit den verwende-
ten Hemmstoffen 148t sich zum einen ein aktiver, energieabhdngiger Pro-
tonentransport unterdriicken, zum anderen kann die Permeabilitat der Zell-
membran herabgesetzt werden, wodurch lonengradienten abgebaut werden
kénnen. Die Hemmwirkung etwa auf den Protonentransport kann sich jedoch
oft erst dann auswirken, wenn in der Zelle gespeichertes ATP aufgebraucht
ist. Unterschiede bei den Kationengehalten in den Ansdtzen mit und ohne
Hemmstoffe liefern jedoch Hinweise auf eine Wirkung der Hemmstoffe schon
wihrend der ersten 22,5 ml Perkolation.

3.5.1 2,4-D

2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D) ist ein in den Wasserleitbahnen (Bol-
lard 1960) transportierbares Herbizid. Ein Einflu auf die pH- oder Tonen-
regulation sollte in den im folgenden dargestellten Experimenten gepriift
werden. Bei einem Experiment vom 06.05.98 (Abb. 3.43) bei pH 3 mit 10 uM
2,4-D und einer Parallelen ohne 2,4-D wurde der pH wihrend der folgenden
120 ml Perkolation in beiden Ansédtzen vollstdndig auf Werte zwischen pH
6,5 und pH 7,0 einreguliert. Dagegen fiel bei einem Experiment am gleichen
Tag mit héherer Konzentration (100uM) der pH im Ansatz mit 2,4-D im
Vergleich zur Kontrolle deutlich zuriick (Abb. 3.43). So lag der pH mit und
ohne 2,4-D zu Versuchsbeginn etwa bei pH 6. mit 2,4-D fiel er dann deutlich
auf einen pH von 4,3 nach 180 ml Perkolation im Vergleich zu pH 5,2 im
Ansatz ohne 2,4-D.
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3.5 Einflufl von Stoffwechselinhibitoren auf pH
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—pH 3,10 uM 2,4-D
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—pH 3, 100 pM 2,4-D
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Abbildung 3.43: pH bei Perkolation mit 2,4-D bei pH 3 am 06.05.98 ohne
und mit 10 pM 2,4-D (oben) sowie ohne und mit 100 uM 2,4-D (unten).
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Abbildung 3.44: Kaliumgehalte (oben) und Calciumgehalte (unten) bei Per-
kolation ohne Hemmstoffe und mit je 100 uM 2,4-D, 2,4-DNP und NEM
bei pH 3 am 02.03.99. Die Séiulen geben die Kationenmengen in den ersten
18 ml Perkolat wieder.
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——ohne 2,4-DNP
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Abbildung 3.45: pH im Verlauf der Perkolation mit und ohne 10 uM 2,/-
DNP bei pH 2 am 22.09.97.

Bei der Uberpriifung der lonengehalte bei einem Experiment am 02.03.99
(Abb. 3.44) mit 100 pM 2,4-D zeigte sich nach dem ersten Maximum nach
9 ml Perkolation ein erneutes Ansteigen der Ca- und in geringerem Umfang
auch der K- Konzentration, die nach weiteren 9 ml Perkolation wieder stark
zuriickging. Der Ansatz ohne Hemmstoff (Abb. 3.44) zeigt im Vergleich dazu
lediglich bei Versuchsbeginn fiir Calcium ein deutliches Maximum.

Der pH- Wert, der sowohl im Ansatz mit wie auch ohne 2,4-) mit pH 5.5
zu Versuchsbeginn sehr niedrig lag (ohne Abb.), stieg nach 22,5 ml Perkola-
tion auf pH 5,9 mit und pH 6,2 ohne 2,4-1) und fiel nach 250 ml Perkolation
auf pH 4,8 bzw. pH 4,5 zuriick. Ein Einflu} von 2,4-D auf den pH war in
diesem Versuch am Ende der Winterruhe, im Gegensatz zum Mai (Abb.
3.43) somit nicht zu erkennen.

3.5.2 2,4-DNP

2,4-Dinitrophenol (2,4-DNP) ist ein protonophorer Entkoppler von Oxida-
tion und Phosphorylierung (Aloni et al. 1985). Es unterbindet die ATP-
Synthese (Balke und Hodges 1979) und damit die Option einer aktiven Re-
gulation. Die Wirkung setzt relativ schnell ein.

Bei einem Versuch am 22.09.97 (Abb. 3.45) mit und ohne 10 uM 2,4-
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3.5 Einflufl von Stoffwechselinhibitoren auf pH
und Kationenfreisetzung

DNP und 10 mM HCI (pH 2) fiel der pH in beiden Ansédtzen wihrend der
ersten 50 ml Perkolation von pH 7,5 auf pH 3,5. Danach zeigt sich im Ansatz
ohne 2,4-DNP ein leichter Anstieg auf pH 4,0. Dieser pH wurde nach 250
ml Perkolation noch gehalten, wihrend mit 2,4-1) nach 150 ml Perkolation
der pH schon auf etwa pH 2 gefallen war.

Von sieben Experimenten im Jahr 1999 zeigte die lonenbilanz nach 18
ml Perkolation im Ansatz mit 100 gM 2,4-DNP bei vier Versuchen im Mérz
(Abb. 3.44) und April fiir Kalium hohere Werte als im Vergleich mit dem
Ansatz ohne 2,4-DNP, in den folgenden drei Versuchen bis zum August lagen
die Gehalte niedriger. Der pH- Wert des Gefafiwassers konnte auch iiber
250 ml Perkolation auch mit 2,4-DNP stets im neutralen Bereich gehalten,
einmal im August gar in den alkalischen Bereich verschoben werden. Im
Ansatz mit 2,4-DNP konnte der pH bisweilen (wie am 07.04.99) linger im
neutralen Bereich als ohne Hemmstoffe gehalten werden.

3.5.3 PCMB

Parachlormercuribenzoesdure (PCMB) ist ein Thiolhemmstoft, der mit -SH
Gruppen Mercaptidbindungen eingeht und dadurch Proteine wie die ATPase
blockiert. Das schwer wasserlgsliche PCMB zeigt eine langsamere Wirkung
als die iibrigen Hemmstoffe. Bei einem Perkolationsexperiment bei pH 3
am 03.03.99 (Abb. 3.46) zeigte die lonenbilanz nach 18 ml Perkolation fiir
Kalium im Ansatz mit 100 uM PCMB etwa die gleichen Werte wie im Ansatz
ohne PCMB, fiir Calcium lagen sie mit PCMB etwas héher. Bei diesem
Versuch lag der pH mit PCMB zu Versuchsbeginn bei pH 6,2 im Vergleich
zu pH 6,0 bei der Kontrolle, nach 22,5 ml Perkolation bei pH 6,2 bzw. pH 6,3
und nach 250 ml bei pH 6,4 bzw. pH 6,1 (ohne Abb.). Ein Einfluf von PCMB
auf die pH- Regulation war in diesem Versuch somit nicht zu erkennen.

3.5.4 CCCP

Carbonylcyanid-m-cyclophenylhydrazon (CCCP) ist ein protonophorer Ent-
koppler, der wie 2,4-DNP die Permeabilitit von Membranen erhéht. Durch
diesen Effekt kann die Atmung von der Phosphatkettenphosphorylierung
entkoppelt werden (Aloni et al. 1986).

Ein Perkolationsexperiment bei pH 3 am 18.07.97 zeigt fiir den Ansatz
mit 10 uM CCCP durchweg niedrigere pH- Werte im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 3.48). So liegt nach 60 ml Perkolation der pH fiir den Ansatz mit CC-
CP bei pH 6,5 und fiir den Ansatz ohne CCCP bei pH 7,5. Bei einem Versuch
mit pH 3 vom 15.09.97 (Abb. 3.47) fallen die Ergebnisse noch deutlicher aus.
Mit CCCP fillt der pH nach ca. 30 ml Perkolation pl&tzlich von pH 6,0 auf
pH 3,5. Ohne CCCP liegt der pH- Wert nach 30 ml Perkolation noch bei
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Abbildung 3.46: Kaliumgehalte (oben) und Calciumgehalte (unten) bei Per-
kolation ohne Hemmstoffe und mit 20 puM CCCP, 100 uM KCN und 100
uM PCMB bei pH 3 am 03.03.99. Die Siulen geben die Kationenmengen in
den ersten 18 ml Perkolat wieder.
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Abbildung 3.47: Perkolation mit und ohne 10 uM CCCP am 22.09.97 bei
Vorlage von pH 2 (oben) und am 15.09.97 bei Vorlage von pH 38 (unten).
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Abbildung 3.48: Verlauf des pH bei Perkolation mit und ohne 10 uM CCCP
bei pH 3 am 18.07.97.

pH 6,2. Auch ein Experiment vom 22.09.97 (Abb. 3.47) zeigt eine deutliche
Abnahme des pH unter dem Einflul von CCCP. Nach 500 ml Perkolation
fiel der pH von etwa pH 7,7 auf pH 2,0 mit CCCP und auf pH 4,0 ohne
CCCP.

Die lonenbilanz zeigte bei einem Experiment am 03.03.99 (Abb. 3.46) bei
pH 3 nach 18 ml Perkolation fiir Kalium und Calcium im Ansatz mit 100
uM CCCP hshere Werte als im Ansatz ohne CCCP. Die pH- Werte beider
Ansétze waren dabei mit pH 6,0£0.2 nahezu gleich. In diesem Versuch war
ein Einflufl von CCCP auf den pH nach 18 ml Perkolation nicht zu erkennen.
Die Vermutung liegt nahe, dafl CCCP oft nur bei lingerer Perkolation zu
einer Verminderung der Fahigkeit der pH- Regulation fiihrt.

3.5.5 NEM

N-Ethyl-Maleinimid (NEM) ist ein Thiolhemmstoff, der an -SH Gruppen
von Proteinen bindet. NEM kann im Gegensatz zu PCMB schnell das Plas-
malemma permeieren (Bisson 1986). Konzentrationen von 0,1 bis 1 mM
NEM bei einem pH von 6 bis 7 bewirken die Modifikation der plasmamem-
brangebundenen ATPase (Locoro et al. 1998).

Im Versuch vom 01.10.97 wurde eine Perkolation bei pH 2 mit 10 uM
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Abbildung 3.49: Verlauf des pH bei Perkolation mit und ohne 10 uM NEM
bei Vorlage von pH 2 zu Versuchsbeginn am 01.10.97 (oben) und nach Wie-
deraufnahme der Perkolation am 02.10.97 (unten).
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Abbildung 3.50: Verlauf der Kationengehalte bei Perkolation ohne (oben)
und mit (unten) 100 pM NEM bei Vorlage von pH 7 am 12.04.99.
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NEM und bei einer Parallelen ohne NEM iiber 60 min durchgefiihrt (Abb.
3.49). Dabei fiel der pH bei der Kontrolle ohne NEM von pH 6,0 bei Ver-
suchsbeginn auf pH 3,0 nach 60 ml Perkolation: Mit NEM fiel er jedoch
deutlich rascher, ein pH von 3,0 wurde schon nach 30 ml erreicht.

Am néchsten Tag wurde nach 14 Stunden Unterbrechung die Perkolation
fiir weitere 30 min fortgesetzt (Abb. 3.49). Nach dieser Unterbrechung lag
der pH im Ansatz mit NEM nur bei pH 2,9, ohne NEM war er wieder auf
einen pH von 4,4 angestiegen. Nach 30 ml Perkolation lag nun der Ansatz
mit NEM bei pH 2,0 und ohne NEM bei pH 2,3.

Bei der Analyse der lonengehalte von Perkolationsexperimenten im Jahre
1999 bei pH 7 ergaben sich fiir die ersten 18 ml Perkolat am 12.04 und am
21.04 hohere Werte fiir Kalium und Calcium im Vergleich zur Kontrolle, am
02.03 waren sie nahezu gleich. Exemplarisch ist der Versuch vom 12.04.99 in
Abb. 3.50 dargestellt, der die anhaltend héheren Kationengehalte mit NEM
im Perkolat erkennen 148t.

Der pH wies bei den Ansidtzen mit NEM zu Versuchsbeginn sowohl bei
niedrigen als auch bei hohen Startwerten keine Unterschiede zu den Ansdtzen
ohne NEM auf. So wurden am 02.03.99 bei Versuchsbeginn, nach 22,5 ml
und nach 250 ml ohne NEM jeweils Werte von pH 5,5, pH 6,2 und pH 4,5
gemessen und entsprechend mit NEM Werte von jeweils pH 6,2, pH 6,4 und
pH 4,8. Am 21.04.99 wurden bei Versuchsbeginn, nach 22,5 ml und nach
250 ml ohne NEM Werte von jeweils pH 6,3, pH 6,6 und pH 7,3 gemessen
und entsprechend mit NEM Werte von jeweils pH 7,0, pH 6,3 und pH 7,3.
Nur bei Vorlage sehr hoher Protonenkonzentrationen zeigt sich somit eine
Hemmung der pH- Regulation durch NEM.

3.5.6 KCN

Im Vergleich zu den bisher aufgefiihrten, eher spezifisch wirkenden Stoff-
wechselinhibitoren wurde in einigen Versuchen auch KCN eingesetzt, das
auf vielfiltige Weise lebende Zellen schiddigen kann. KCN schiddigt das Cy-
tochromsystem der aeroben Dissimilation. Zusétzlich schidigt KCN Zell-
membranen. Falls die Membranen der paratrachealen Begleitzellen direkt
geschiddigt werden, wire im Perkolat mit erhhten Kaliumwerten zu rech-
nen.

Bei drei Experimenten im Jahr 1999 zeigte die lonenbilanz nach 18 ml
Perkolation fiir Kalium im Ansatz mit KCN bei zwei Versuchen tatsichlich
héhere Werte als ohne KCN. Einmal ergaben sich geringfiigig niedrigere
Werte (Abb. 3.46). Dieses Ergebnis wurde auch fiir Calcium erhalten, der
geringere Gehalt lag jedoch an einem anderen Tag als bei Kalium.

Berziiglich der pH- Regulation bei Vorlage von pH 3 zeigten sich mit
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ohne CsCl 2,4-DNP Vanadat ohne CsCl 2,4-DNP

Abbildung 3.51: Kaliummengen nach 18 ml Perkolation bei pH 3 und 100 uM
Kanalblockern (CsCl, Vanadat) bzw. Hemmstoffen (2,4-DNP) am 07.04.99
(links) und 14.07.99 (rechts).

und ohne KCN keine erkennbaren Unterschiede: So lag der pH bei einem
Experiment am 03.03.99 nach 22,5 ml Perkolation mit KCN bei pH 6,1 und
ohne KCN bei pH 6,3. Nach 250 ml Perkolation wurden entsprechend pH
6,2 und pH 6,1 erhalten. Bei einem Experiment am 21.04.99 lag der Ast zu
Beginn des Versuchs bei beiden Ansétzen auf gleichem Niveau im neutralen
Bereich, nach 250 ml Perkolation in beiden Ans&tzen bei pH 7,3.

KCN hemmt somit auch bei langandauernder Perkolation die pH- Regu-
lation nicht. Die mit KCN meist geringfiigig h6heren K- Gehalte im Perkolat
deuten auf eine Freisetzung von Kalium aus lebenden Zellen hin.

3.5.7 Hemmstoffe und Kanalblocker im Vergleich

Im Vergleich zu den Blockern der Ionenkanile, die direkt am Ubergang zwi-
schen dem apoplastischen und dem symplastischen Raum angreifen, miissen
die oben genannten Stoffwechselinhibitoren bis zu den Membranen der Zell-
organellen gelangen, um dort Proteine wie z.B. die ATPase zu blockieren.
Aktive Transportvorginge konnen moglicherweise ungehindert stattfinden,
bis der Vorrat an ATP aufgebraucht ist. Kine zeitverzégerte Wirkung der
Stoffwechselinhibitoren wire ein Hinweis auf den beschriebenen Kausalzu-
sammenhang.

Die Experimente vom 07.04.99 und 14.07.99 (Abb. 3.51) zeigen im An-
satz mit und ohne 2,4-DNP bei pH 3 etwa gleich hohe K- Gehalte wie im
Ansatz ohne Hemmstoffe, wihrend die Werte fiir CsCl und Vanadat deut-
lich geringer liegen als ohne Hemmstoffe und Kanalblocker. Auch die pH-
Werte nach 250 ml Perkolation liegen oft héher als die pH- Werte mit Ka-
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und Kationenfreisetzung

nalblockern und der Kontrolle.

3.5.8 Zeitverzogerter Einsatz der Hemmstoffe

Durch den relativ hohen Kationengehalt im Gefdfiwasser zu Beginn der Per-
kolation sind Effekte von Stoffwechselinhibitoren auf die lonenregulation
oft schwer zu erkennen. Deshalb wurde bei den folgenden Experimenten
zunichst mit demineralisiertem Wasser perkoliert und spéter das Medium
mit dem Hemmstoff vorgelegt.

In einem Experiment am 21.04.99 (Abb. 3.52) bei pH 7 wurde zunichst
22,5 ml demineralisiertes Wasser perkoliert, um das in den Gefdflen vor-
handene, mit Kationen beladene Wasser auszuspiilen. AnschlieBend wurden
weitere 22,5 ml Losung perkoliert, wobei jeweils 100 M Lésungen von KCN,
NEM und 2,4-DNP und zur Kontrolle weiter demineralisiertes Wasser appli-
ziert wurden. Eine mégliche Anderung der lonenabgabe sollte Auskunft iiber
die Wirkung der eingesetzten Hemmstoffe geben. Die Ergebnisse weisen je-
doch unverdnderte Kationengehalte im Perkolat auf, wie der kontinuierliche
Verlauf der Gehalte nach Applikation der Hemmstoffe zeigt.
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Abbildung 3.52: Kaliumgehalte (oben) und Calciumgehalte (unten) nach Per-
kolation bei pH 7 am 21.04.1999. Die ersten 22,5 ml Perkolation ohne
Hemmstoffe, die folgenden 22,5 ml Perkolation mit je 100 uM KCN, NEM,
2. 4-DNP bzw. ohne Hemmstoffe.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Das Pappelholz als Untersuchungssystem

Die Wasserleitbahnen im sekundidren Xylem von Populus balsamifera L.
sind als Modellsystem fiir den Apoplasten der Gefdfie in Laubbiumen und
der Schnittstelle zwischen Symplast und Apoplast aus mehreren Griinden
geeignet: Zum einen stellen die untersuchten Sprossachsenabschnitte eine
bedeutsame Transportstrecke auf dem Weg von der Wurzel zu den Bléttern
dar.

Zum anderen stellt das Pappelholz mit ca. 150 bis 180 Gefifien/mm?
(Just 1992, Hacke 1996) eine hohe GefiBidichte und damit einen relativ
grofen Apoplastenbereich fiir experimentelle Untersuchungen zur Verfiigung,
auftretende Effekte kénnen somit deutlicher hervortreten und experimentell
bestimmt werden.

Zudem sind Apoplast und Symplast histologisch relativ klar abgrenzbar
und hinsichtlich ihrer Ausdehnung mefibar, was fiir die Bestimmung von
Fluxraten und der apoplastischen Speicherkapazitit eine klare Bezugsgrofie
liefert. Die Sprossachsen bestehen aus einem weitgehend homogenen Holz-
fasergewebe mit zahlreichen, darin eingebetteten mikroporen Gefafien und
einschichtigen Holzstrahlen, die in enger Verbindung mit den Gefédfien stehen

(Sauter 1966a).

Ein praktischer Vorteil ist nicht zuletzt, dafl anders als etwa bei krautigen
Pflanzen eine Kontamination des Xylemsaftes mit Phloemexsudat oder Apo-
plasteninhalt des Markbereiches weitgehend eliminierbar ist, sofern nicht zu
junge Sprossachsen verwendet werden.

Die Verwendung von Material, das aus einem genetisch einheitlichen
Klonbestand von gleichaltrigen Biumen eines Standortes gewonnen wurde,
hilt die Streubreite der physiologischen Reaktionen der Untersuchungsob-
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4.2 Kritische Betrachtung der angewandten Methodik

jekte in Grenzen. Freilandversuche bieten jedoch den Vorteil einer natiirli-
chen Umwelt, um die vielfiltigen Kinfliisse durch Jahreszeit und Transpira-
tionsbedingungen untersuchen zu kénnen.

4.2 Kritische Betrachtung der angewandten Me-
thodik

Ziel des experimentellen Designs war es, soweit wie moglich den Xylemstrom
unter natiirlichen Bedingungen nachzubilden:

Zum einen sollten die Druckbedingungen im Spross und damit die Flie3-
geschwindigkeit im Xylem den Bedingungen in der intakten Pflanze im Frei-
land entsprechen. Bei eigenen Untersuchungen wurden bei dem erzeugten
Druckgradienten von 0,01 MPa pro 30 cm Sprossachse Perkolationsraten
von 10 bis 100 ml/h ermittelt und daraus Perkolationsgeschwindigkeiten
von 0,5 m/h bis 5 m/h errechnet. Sie entspricht den Fliegeschwindigkeiten
in den mikroporen Gefédflen sommergriiner zerstreutporiger Laubhdlzer mit 1
bis 6 m/h (Larcher 1984). Auch aus experimentell bestimmten hydraulischen
Leitfahigkeiten lassen sich FlieBgeschwindigkeiten abschitzen. So bestimmte
Just (1992) fiir Populus balsamifera L. eine hydraulische Leitfihigkeit von
0,03 m/h/KPa/m, woraus sich eine Flieigeschwindigkeit von 1 m/h ergibt.

Zum zweiten soll das perkolierende Medium ausreichend Kontakt mit den
Zellwinden haben, um einen Stoffaustausch mit den Zellwinden zu gewdhr-
leisten. Dies ist der Fall, wenn mehr als 99% der GefiBe kiirzer als 30 cm sind
(Just 1992, Hacke 1996) und die gew#hlte Perkolationsgeschwindigkeit einen
umfangreichen, den natiirlichen Bedingungen entsprechenden Austausch er-
laubt. Zudem wurden, wenn moglich, Zweige mit langen Jahrestrieben und
seitenzweigfreien Abschnitten gewihlt.

Um eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Experimente zu gewdhr-
leisten, wurden die Proben von den unteren Zweigen und von Biumen in
der Mitte der Pflanzung genommen. Dort unterliegt die Wirkung von Son-
neneinstrahlung, Wind und Frost weniger starken tageszeitlichen Schwan-
kungen und Unterschieden zwischen einzelnen Probetagen. Bei exponier-
ten Sprossteilen kdnnten abweichende Ergebnisse auftreten, so kann z.B.
die Photosyntheseleistung bei Schattenbldttern der Pappel deutlich geringer
sein (Stettler et al. 1996).

Bei den Perkolationsexperimenten wurde darauf geachtet, méglichst kei-
ne embolierten Achsenabschnitte zu verwenden und vor allem, wihrend der
Behandlung keine Embolien in den angeschnittenen Gefdflen zu erzeugen.
Es wurde darauf geachtet, dafl stets die Schnittstelle der geernteten Spros-
sachsen mit Wasser bedeckt war (siehe 2.2).
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4.3 Perkolationsgeschwindigkeit

Die Durchmesser der untersuchten Gefdfie kénnen Unterschiede aufwei-
sen, vor allem zwischen Friih- und Spitholz. So ermittelte Just (1992) fiir das
Friihholz von Populus balsamifera L. einen Durchmesser von bis zu 80um
gegeniiber maximal 50um fiir das Spdtholz. Bei gleicher perkolierter Menge
kénnte der lonengehalt bei Durchflul durch kleinere Gefifie erhdht sein, da
das Verhiltnis zwischen Gefiwandfliche zu Gefiivolumen gréfler ist. Die-
ser Faktor ist bei der Interpretation der Krgebnisse zu beriicksichtigen, wenn
z.B. nach Frost wdhrend der Wintermonate durch auftretende Embolien vor
allem grofie Geféfle fiir die Wasserleitung ausfallen oder wenn im Friihjahr
kurzfristig viele neue Gefdfie im Friithholz leitfahig werden.

Die Perkolationsversuche konnten in der Regel mehrere Tage aufrecht
erhalten werden, ohne bakterizide oder fungizide Zusitze verwenden zu
miissen.

4.3 Perkolationsgeschwindigkeit

Bei den durchgefiihrten Perkolationsexperimenten wurde stets die potentiel-
le Transportleistung der Gefifle ermittelt, nicht die tatsidchliche der Freiland-
pflanze, die iiber die Spalttffnungen den Wassertransport regulieren kann.
Eine hohe Perkolationsgeschwindigkeit bedeutet also noch nicht, daf} die
Pappel im Freiland zu dieser Zeit tatsdchlich eine hohe Perkolationsrate
aufweist.

Die Versuche zeigten, dafl die Perkolationsgeschwindigkeit im Winter
standig bis auf ein Minimum im Februar abnimmt. Dies ist vermutlich durch
hiufige Gefrier- und Auftauvorginge und dadurch entstandene Embolien zu
erkldren. Noch vor der Verfiigbarkeit neuer Leitelemente im Februar nahm
die Perkolationsgeschwindigkeit stetig zu (Abb. 3.4). Hacke (1996) vermutet,
daf sich in dieser Zeit Embolien in den Gefaflen wieder auflésen kénnen und
dadurch die Anzahl der leitenden Gefifie zunimmt. Im April und Mai kénnen
sich dann neue Leitelemente im Friihholz am Xylemtransport beteiligen, was
zu einer Zunahme der Perkolationsgeschwindigkeit fiihrt. Im Mai erreicht die
Perkolationsgeschwindigkeit ein Maximum. Im Juni und Juli fillt sie wie-
der stark ab, hier kénnten durch Trockenstress wiederum Embolien auftre-
ten, die danach nicht immer wieder aufgelost werden (Hacke 1996). Zudem
kénnen an heiflen Tagen im Sommer die Stomata der Blitter schlieBen und
den Wassertransport stark verlangsamen. Im August steigt die Perkolations-
geschwindigkeit wieder auf mehr als das Doppelte ihres Minimums im Juni
und Juli an. Zur Zeit des Blattfalls und den ersten Nachtfrésten im Oktober
fillt sie wieder stark ab. Hier spielen neben dem fehlenden Transpirations-
strom wahrscheinlich auftretende Embolien auch wieder eine Rolle.
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4.4 Der pH im Gefiflwasser

Eine Vielzahl von Einflulgr68en kann den pH im GefiBwasser bestimmen.
Mit der Atmung lebender Zellen produziertes COy kann in das Gefifiwasser
abgegeben werden und erniedrigt so den pH. Gleichzeitig stabilisiert das im
GefdBwasser befindliche, geloste Hydrogencarbonat jedoch als Puffer den pH
(Eklund 1990). Auch organische Siuren, insbesondere Aminosiuren kénn-
ten den pH deutlich auf Werte bis pH 5 absenken. Bei Helianthus wurde
auch Phosphat in grofieren Konzentrationen gefunden (Gollan et al. 1992),
das ebenso wie Carbonat als Puffer wirken kann. Zudem kénnen Transport-
vorginge in oder aus den parenchymatischen Begleitzellen den pH beein-
flussen. So wurde bei Populus balsamifera L. ein Cotransport von Ht und
Glucose (Himpkamp 1988) in das Xylemparenchym nachgewiesen. Auch die
selektive Aufnahme von lonen durch lTonenkanile und ein Nachfolgen der
Protonen zum Ladungsausgleich wie ein Antiport von K* gegen H* oder
ein Symport von C1™ mit H* kann den pH- Wert im Gefiiwasser verindern.
Schlielich bewirken Austauschvorginge mit den Zellwinden eine Verdnde-
rung der Protonenkonzentration (s.u.), sowohl durch den Austausch von
Kationen und Protonen an den Zellwinden als auch iiber den Aufbau eines
Donnan- Gleichgewichtes zwischen negativ geladenen Zellwdnden und dem
positiv geladenen Gefawasser.

Der pH im GefdBwasser liegt im Jahresverlauf bei eigenen Untersuchun-
gen an Populus balsamifera L. mit pH 6,1 bis pH 7,1 fiir die 5 bis 7-jahrigen
Sprosse meist im neutralen Bereich, lediglich im April und Mai fillt der
pH bis auf Werte von pH 5,7. Fiir die 2 bis 3-jihrigen Sprosse liegt die
Schwankungsbreite zwischen pH 5,1 und pH 7,7. Fiir Populus canadensis
Moench robusta konnte Sauter (1988b) gleichfalls im Friithjahr mit pH 5,4
und Werten von pH 6,4 bis pH 7,5 im iibrigen Jahr entsprechende Werte auf-
zeigen (siehe 3.1.1). Glavac et al. (1990 a, b) erhielten fiir das Gefifwasser
im Stammabschnitt von Fagus sylvatica L. mit pH 5,5 bis pH 6,5 deutlich
niedrigere Werte sowie zwei Minima im Mai und Juli mit pH 4,5. Diese
Minima des pH waren bei diesem Autor mit hohen Nitratwerten korreliert.

Interessanterweise konnten Sauter und van Cleve (1992) gleichfalls im
Frithjahr im GefdBwasser von Populus canadensis Moench robusta hohe
Konzentrationen an Aminosiuren feststellen. Diese kénnten zu der beob-
achteten Absenkung des pH- Wertes fiihren.

Die vorliegenden Ergebnisse an Populus balsamifera L.. zeigen ferner ein
kurzzeitiges Minimum des pH- Wertes im Oktober. In dieser Zeit finden
umfangreiche Remobilisierungsvorginge aus den Bldttern statt. Verstiarkte
Atmungsvorginge kénnten dann den pH- Wert erniedrigen.

Tageszeitliche Schwankungen konnten bei unseren Untersuchungen nicht
charakterisiert werden (Abb. 2.4). Anderson und Brodbeck (1989) ermittel-
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ten fiir Vitis rotundifolia Michx. cv. Noble mittags héhere pH- Werte als
morgens oder abends.

4.5 Kationengehalt im Gefiafiwasser

4.5.1 Die Zellwande als Kationenaustauscher

Die Zellwinde der Gefife bestehen zum gréfiten Teil aus Zellulose, daneben
zu einem bestimmten Anteil aus Lignin und Pektinen. Letztere bestehen aus
Polysacchariden mit einem hohen Anteil an freien Carboxylgruppen, die aus
den Monomeren wie der Galacturonsiure stammen. Diese freien Carboxyl-
gruppen koénnen je ein Proton an das wéssrige Medium abgeben, sie sind
dann negativ geladen. Sie konnen auch ein einwertiges Kation binden oder
ein zweiwertiges Kation mit einer weiteren freien Carboxylgruppe als Briicke
verbinden. Da der Austausch grofitenteils reversibel ist, trigt die Zellwand
die Funktion eines Kationenaustauschers, der je nach umgebendem fliissigem
Medium Protonen gegen Kationen, umgekehrt Kationen gegen Protonen
oder verschiedene Kationen gegeneinander austauschen kann.

Eine Kationenaustauschkapazitit (CEC) des Xylemzylinders 148t sich
7z.B. mit Radioisotopen wie °Ca und ''5Cd experimentell bestimmen. Ar-
beiten von van de Geijn und Petit (1979) ergaben bei Cyperus papyrus
sp. eine CEC von 0,6 — 1:1077eq/em? GefiBiwand. Die CEC ist von der
Zusammensetzung der Zellwinde abhingig, insbesondere vom Pektingehalt
der Zellwénde. Die CEC von GeféBwéanden kann im Herbst gréfier sein als im
Friihjahr (Ferguson und Bollard 1976), vermutlich durch den héheren Lig-
ningehalt im Herbst, der zu mehr Bindungsstellen fiihrt. Eine Speicherung
und Mobilisierung der Kationen geschieht vorwiegend durch den Austausch
von Kationen mit H* an den Zellwinden (Grignon und Sentenac 1991).

Als Folge der negativen Ladung der Zellwand sind die Gefife fiir Ka-
tionen schwerer zu passieren als fiir Anionen. Grignon und Sentenac (1991)
zeigten mit Hilfe radioaktiver Tracer, dafl bei Perkolation von Apfelspros-
sen mit 4 mM *®CaCl; und 0,4 mM K H,32P0, das Phosphat wesentlich
schneller die Geféfle passiert als das Calcium. Sie schlossen daraus, daf ei-
ne Speicherung und Mobilisierung von zweiwertigen Kationen vorwiegend
durch den Austausch dieser Kationen mit HT an den Zellwinden geschieht.
Der Transport von zweiwertigem Calcium kann durch Komplexbilder, etwa
organische Siuren, beschleunigt werden. So geschieht nach Bollard (1960)
der Ca- Transport durch Chelatierung und Austausch an den Zellwdnden
und nicht durch Massenfluf}. Ferguson und Bollard (1976) zeigten, dafi Ca
mit dem Komplexbildner EDTA schneller durch den Spross transportiert
wird als ohne EDTA.
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4.5.2 Austauschvorginge mit dem Gefaflwasser

Betrachtet man bei den Perkolationsexperimenten den Verlauf der Freiset-
zung der Kationen in das Gefifiwasser, so lassen sich verschiedene Vorginge
unterscheiden.

Zum einen kénnen Kationen aus dem Gefifiwasser lediglich ausgespiilt
werden. Von einer hohen Konzentration zu Beginn des Versuches kann diese
dann etwa exponentiell abnehmen, wie der Versuch vom 27.04.99 (Abb. 3.8)
fiir Kalium, Calcium und Magnesium zeigt.

Zum anderen kann eine kurzfristige Freisetzung von Kationen aus der
Zellwand durch einen pH- oder lonengradienten erfolgen. Kin Beispiel liefert
der Versuch vom 25.02.99 fiir Calcium (Abb. 3.7).

Ein anderes Phinomen ist eine langanhaltende kreisetzung auf stabilem
Niveau, wie sie z.B. fiir Kalium nachgewiesen werden konnte. Ein Transport
aus lebenden Zellen durch Ionenkanile ist hier anzunehmen. Das Experiment
vom 27.04.99 (Abb. 3.8) zeigt auch nach 22,5 ml Perkolation noch einen
konstant hohen K- Gehalt im Vergleich zu Ca.

SchlieBlich kann nach mehrstiindiger Perkolationsdauer der pH im Gefa8-
wasser absinken und anschlieend einen Konzentrationsanstieg, z.B. fiir Ca
beobachtet werden. Hier ist ein Herauslésen von Calcium aus der Zellwand
bei dem niedrigen pH wahrscheinlich. Der Versuch vom 04.07.96 (Abb. 3.14)
zeigt fiir Calcium ein solches Ergebnis.

4.5.3 Jahresgang der Kationen im Gefaflwasser

Die Jahresginge von Ca, Mg und K (Abb. 3.2) zeigten die gleiche Grund-
tendenz, jedoch im Detail Unterschiede auf: Calcium iiberwog vor allem
deutlich in den Wintermonaten. Die Ca- Gehalte im Gefafwasser waren bei
den &lteren Sprossachsen vor allem im Winter hdher als bei den jiingeren.
Es ist anzunehmen, dafi Calcium in den Gefifien iiber die Jahre hinweg
akkumuliert. Kalium kann im Gegensatz zu Calcium auch iiber das Phloem
transportiert werden: Bei dem Riicktransport aus den Blittern kann Kalium
so radial aus dem Phloem in das Xylem gelangen, weshalb besonders hohe
Kaliumkonzentrationen im Xylem des unteren Stammbereiches gemessen
werden kénnen (Glavac et al. 1990b). Calcium wird quantitativ vor allem
als Geriistsubstanz in den Zellwédnden bendtigt. Auch wenn es als Cofak-
tor fiir Enzyme unentbehrlich ist, ist es in lebenden Zellen nur in geringen
Konzentrationen vorhanden. Fiir Kaliumgehalte lebender Zellen sind Kon-
zentrationen von 100 bis 120 mM typisch (StraBburger 1998). Pitman (1977)
bestimmte den Kaliumgehalt in Wurzelzellen zu 60 bis 100 mM.

Die hohen Konzentrationen sind notwendig, um trotz der schwachen Bin-
dungskraft an Enzyme dennoch eine Regulation bewirken zu kénnen. Calci-
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um und Kalium sind Antagonisten, was die osmotische Regulation betrifft.
So wirkt Calcium stirker dehydratisierend als Kalium.

Schon nach dem ersten Frosteinbruch ist durch das folgende Auftauen der
Gefiafle und der Bildung von Gasblasen mit Embolien zu rechnen. “Grofie”
Gefdfle werden nicht mehr regeneriert und die Anzahl leitender Gefdfle kann
dann reduziert sein. Der Kationengehalt im Gefawasser ist dann eher ge-
ring, wobel besonders in dlteren Sprossen Calcium iiberwiegt (Abb. 3.2).
Wihrend der Temperaturschwankungen im Winter kénnen Kationen aus
dem Xylem absorbiert und in lebende Zellen aufgenommen werden (Glavac
et al. 1990a). Die Funktionalitit von Kaliumkanilen scheint auch wihrend
der Vegetationsruhe nicht eingeschrinkt zu sein (Abb. 3.34).

Zur Zeit des Bliitenaustriebes Ende Mdrz und des Blattaustriebes An-
fang April nimmt die Konzentration an Kationen drastisch zu (Abb. 3.2).
Dies kénnte zum einen daran liegen, dafl durch eine umfangreiche lonenab-
gabe aus den gefiBlangrenzenden Xylemparenchymzellen in das Gefiflwasser
wihrend der friihjahreszeitlichen Mobilisationsphase erfolgt. Diese Auffas-
sung wird durch die Ergebnisse von Ferguson et al. (1981, 1983) an isolierten
Achsen von Actinidia gestiitzt. Die erh6hte lonenaufnahme der Wurzel im
Friihjahr kénnte ein weiterer Faktor sein (Glavac et al. 1990a). Weiterhin
kann die im Friihjahr beobachtete Absenkung des pH- Wertes eine Freiset-
zung der an den Zellwdnden gebundenen Kationen bewirken. Der generell
durch die negative Ladung der Zellwénde erschwerte Transport von Calci-
um wird durch in dieser Zeit im Gefdfiwasser auftetende organische Sdur-
en besonders begiinstigt. Danach setzt das Kambialwachstum ein und im
April und Mai kénnen neue Leitelemente den Wassertransport iibernehmen.
Aus den Resten der abgestorbenen Zellen werden vermutlich weitere lonen
verfiigbar. An heiflen Tagen im Sommer kénnen die Stomata der Blitter
schliefen und den Wassertransport und damit den Transport von Kationen
stark verlangsamen. Wie Ergebnisse aus Lagerungsexperimenten nahelegen,
werden Kationen aus dem Xylem entnommen, die z.B. fiir das sekundire
Dickenwachstum oder fiir den Aufbau ruhender Knospen verwendet werden.
Wihrend sonst stets mehr positive Ladungen in das Perkolat abgegeben
werden, kénnen sich an einzelnen Tagen die Verhiltnisse sogar umkehren.

Parallel zu dem oben beschriebenen Anstieg der Perkolationsgeschwin-
digkeit im August (Abb. 3.4) steigen die Kationengehalte, insbesondere die
Calciumgehalte wieder deutlich an. Es ist denkbar, dafi durch eine erhdhte
Transpiration wieder mehr Kationen transportiert werden.

Der lonengehalt wie auch die Perkolationsgeschwindigkeit, der pH im
Gefifiwasser und das Regulationsvermdgen von saurem Medium erreichen
im Oktober ein zeitlich begrenztes Minimum. Zu dieser Zeit finden umfang-
reiche Remobilisierungsvorginge von Kationen, Aminosiuren und Kohlehy-
draten aus den Blittern statt. Der Aufbau von Stirke im Holzparenchym
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erreicht im September und Oktober seinen Héhepunkt (Sauter 1988a). Nach
Abwurf der Blitter ist die Transpiration stark eingeschriankt, und durch die
Erniedrigung des pH- Wertes zu dieser Zeit kénnen lonen aus der Zellwand
mobilisiert und aufgenommen werden.

In verschiedenen Arbeiten sind die Jahresgidnge von pH, Gehalt an lonen,
Aminosduren und Zuckern fiir Laubbdume untersucht worden. So konn-
te Glavac et al. (1990a, b) fiir die Kationengehalte im Gefifiwasser frisch
gefillter Buchen einen deutlichen Jahresgang aufzeigen. Fiir Kalium ergab
sich ein lokales Maximum im April und ein deutlich h6heres absolutes Maxi-
mum Anfang Oktober. Wihrend bei den hier untersuchten Sprossachsen von
Populus balsamifera L.. die Kaliumwerte im April ein deutlich htheres Ma-
ximum aufwiesen, war Anfang Herbst fiir Populus balsamifera L. kein weite-
res Maximum mehr auszumachen. Fiir Calcium verhilt es sich umgekehrt:
Wihrend Glavac et al. (1990a) bei Buche nur ein Maximum im Friihjahr
beschreibt und die Werte im Winter relativ niedrig blieben, konnten fiir
die 5-7 jahrigen Sprosachsen von Populus balsamifera l.. von September bis
Dezember deutlich erh6hte Werte fiir Calcium ermittelt werden. Bei den 2-3
jahrigen Sprossachsen stiegen die Calciumgehalte nach einem Minimum im
August wieder leicht an und fielen bis Dezember wieder. Der zweite Anstieg
der Calciumgehalte fiel damit wesentlich geringer aus.

AufschluBireich ist bei Glavac et al. (1990a) die Verteilung der Ca- Gehal-
te liber die Ldnge des Stammes: Wdhrend zur Kronenspitze hin im Mai die
Gehalte ihr Maximum im Jahr erreichen, liegt das Maximum im untersten
Stammabschnitt im November. Bei der Interpretation der Jahresdynamik
von lonengehalten ist also stets die Lage der untersuchten Leitelemente,
z.B. die Stammhd&he und das Alter der Zweige zu beriicksichtigen, da sich
hier eine unterschiedliche Dynamik zeigen kann. Wie unsere Ergebnisse zeig-
ten (Abb. 2.6), bestehen zwischen direkt aufeinanderfolgenden Abschnitten
eines Sprossegmentes anscheinend keine erkennbaren Unterschiede.

Die hohe Mobilisierung von Kationen im Friithjahr geht bei Populus mit
einer kurzzeitigen Freisetzung von Zuckern aus Stidrke (Sauter 1988a) und
Aminosduren aus Speicherproteinen der protein bodies (Sauter und van Cle-
ve 1992) einher. Im August wurde fiir Aminosduren erneut eine erhdhte
Freisetzung beobachtet, wenn auch auf deutlich niedrigerem Niveau.

4.6 Regulation von pH und Ionen im Gefifiwasser

Bei den Perkolationsexperimenten mit saurem Medium von pH 3 fillt die
iiber mehrere Tage anhaltende pH- Regulation auf. Schiatzt man das Re-
gulationsverm&gen der Achsenabschnitte fiir die Neutralisation von 1mM
HCI (pH 3) aus den Angaben von van de Geijn und Petit (1979) iiber die
CEC mit 10~ 7eq/cm? GefiBwand und der inneren Oberfliche der Gefifie der
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Achsenabschnitte von 4700 cm? (siehe 2.4.4) ab, so lassen sich 4,7 1 1mM
HCI neutralisieren. Bei einer Perkolationsrate von 10 bis 100 ml/h kann die
Regulation etwa 2 bis 20 Tage aufrecht erhalten werden, die beobachtete
mehrtdgige Regulation steht mit dieser Abschdtzung in Einklang.

Eine Regulation des pH konnte auch Clarkson et al. (1984) fiir die Zwie-
belwurzel (Allium cepa L.) nachweisen: Bei Vorlage von Medium mit pH
3,8 bis pH 7,7 wurde der pH sofort einreguliert, nach zwei Stunden lag er
zwischen pH 5,2 bis pH 6,0.

Bei unseren Experimenten (Abb. 3.17) war nach Unterbrechung der Per-
kolation gar eine Uberkompensation der pH- Regulation zu beobachten. Dies
ist als Hinweis auf eine aktive Komponente bei der pH- Regulation zu werten.

Eine pH- Regulation von alkalischem Medium (pH 11) in den neutralen
Bereich war ebenfalls méglich (Abb. 3.6). Die Pufferkapazitit der Zellwdnde
kann eine solche Regulation erkldren. Da die Zellwdnde sowohl Protonen
aufnehmen wie abgeben kdnnen, kann ein Protonenmangel durch Protonen-
abgabe aus den Zellwinden ebenso ausgeglichen werden wie ein Uberschuf
an Protonen durch Protonenaufnahme.

Bei einem Lagerungsexperiment vom (Abb. 3.18) ergibt sich eine deutli-
che pH- Absenkung auf pH 3. Die Abgabe von CO4 aus Atmungsaktivitaten
kann diese pH- Absenkung nur zu einem Teil erkliren, da der durch gelGstes
CO; entstehende Carbonatpuffer alleine einen deutlich h6heren pH hitte.
Die Abgabe organischer Sduren kénnte das Phdnomen erkldren.

Die bei vielen Perkolationsexperimenten mit saurem Medium zu beob-
achtende plétzliche Abnahme des pH (Abb. 3.49) weist auf die vorhandene
Pufferkapazitit von Gefifiwasser und Zellwdnden hin, die nach Erschépfen
der Kapazitit eines Puffers zu beobachten ist. Die Pufferkapazitit von Gefiflwas-
ser ist experimentell bestimmbar. Fiir Helianthus liegt ihr Maximum bei pH

7,0 mit 0,45 uM (Gollan et al. 1992).

Vergleichende Perkolationsexperimente mit unterschiedlich sauren Medi-
en (pH 2, pH 3, pH 5, pH 7) lassen umso hohere Kationengehalte erwarten,
je niedriger der pH der perkolierten L&sung ist, wobei Calcium aus den
Zellwdnden freigesetzt wird und Kalium vor allem aus lebenden Zellen ge-
gen Protonen eingetauscht wird. Bei Perkolationen mit Medium von pH 2
werden die héchsten Gehalte an Kalium und Calcium im Perkolat gefunden,
was den Erwartungen entspricht (Tab. 3.2 und 3.4). Uberraschend sind die
héheren Gehalte bei Vorlage von pH 7 gegeniiber der Vorlage von pH 3
und pH 5. Ein Cotransport von Kalium und Chlorid in die Zelle wire eine
Erklirung. Ebenso wire denkbar, dafl die Kaliumabgabe aus den lebenden
Zellen iiber lonenkanile bei niedrigem pH eingeschrdnkt ist. Vergleicht man
den Jahresgang des frisch gewonnene Gefifiwassers (Abb. 3.2) mit dem nach
22,5 ml Perkolation mit demineralisiertem Wasser gewonnenen Gefaflwassers
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(Abb. 3.13), so zeigt sich der Jahresgang der Kationengehalte mit einem
Maximum im Friithjahr und einem Minimum im Winter noch deutlicher.
Dieses Ergebnis spricht dafiir, dafi der lonengehalt im Gefiflwasser durch
die Sprosse selbst bestimmt wird und nicht direkt durch die lonenaufnahme
der Wurzel, die Speicherung in der Wurzel oder den Stamm.

Vergleicht man den Verlauf der Kalium- und Calciumabgabe, so fillt
sowohl bei pH 3 (Abb. 3.36 und 3.46) als auch bei pH 7 (Abb. 3.35 und
3.32) der Calciumgehalt meist exponentiell auf ein sehr niedriges Niveau
ab, wihrend der Kaliumgehalt zunichst ebenfalls fillt, dann jedoch auf ei-
nem konstanten Niveau verbleibt. Im Verlauf der weiteren Perkolation kann,
wie am 15.07.97 nach etwa 60 ml Perkolation (Tab. 3.3), der Kaliumgehalt
dann abnehmen. Maglicherweise ist dann die Kapazitdt der lebenden Zellen
erschépft. Im Mai und Juni sind nach 22,5 ml Perkolation die K- Gehal-
te sogar mehr als zehn mal so hoch wie die von Calcium. Damit kann im
natiirlichen System zu dieser Zeit eine starke Entnahme von Kalium aus
dem Gefiflwasser gegen einen geringeren Konzentrationsgradienten als im
iibrigen Jahr in die parenchymatischen Begleitzellen stattfinden.

Die hoheren Calciumgehalte in den #lteren Sprossen sprechen fiir eine
Zunahme des Calciumgehaltes der Geféfiwidnde im Laufe der Jahre. Diese
Calciumreserven kdnnen durch ein deutlich saures Milieu im Gefifiwasser
sowie durch Komplexbildner remobilisiert werden. Sowohl bei Medium mit
pH 3 als auch bei pH 7 sind nach 22,5 ml Perkolation die Kaliumgehalte
meist hsher als die von Calcium (Tab. 3.1) im Gegensatz zum Versuchs-
beginn, wo die Kaliumgehalte meist héher liegen. Nur den Wintermonaten
iberwiegt auch nach 22,5 ml Perkolation das Calcium. Dabei kénnte das
bis zum Winter gespeicherte Calcium wieder mobilisiert werden. Mit EDTA
lassen sich mehr Calciumionen freisetzen, als stdchiometrisch aus der Menge
an EDTA zu erwarten wére (Abb. 3.19). Dabei kénnte der Komplexbildner
EDTA die Freisetzung von Calcium aus den Zellwdnden katalysieren, d.h.
ein Molekiil EDTA kénnte mehrere Calciumionen freisetzen.

4.7 Ladungsbilanzen

Wenn die Protonenaufnahme durch die Freisetzung von Kationen vollstdndig
kompensiert wird, so ist eine ausgeglichene Bilanz zwischen Protonenauf-
nahme und Kationenabgabe in das Perkolat zu erwarten. In eigenen Experi-
menten wurde jedoch meist eine positive Ladungsbilanz nachgewiesen (Abb.
3.11). Betrachtet man die Zellwand nicht nur als lonenaustauscher, sondern
auch als Puffer fiir elektrische Ladungen, so kdnnen nicht nur Kationen
gegen Protonen getauscht, sondern Kationen in das Gefiflwasser abgegeben
werden, wobei die negative Ladung dann an der Zellwand verbleibt. Somit
kénnen in ein kationenarmes Milieu Kationen aus der Zellwand abgegeben
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werden und umgekehrt bei hoher Beladung des Gefifiwassers mit Kationen
diese von der negativ geladenen Zellwand abgefangen werden.

Gollan et al. (1992) konnte fiir Sprossachsen von Helianthus ein ausgegli-
chenes Verhiltnis von Kationen und Anionen zeigen. Als Anionen wurden
vor allem NO%“, aber auch POi_, Cl™ und SOi_ nachgewiesen. In eige-
nen Messungen konnten Phosphat, Sulfat oder Nitrat nicht nachgewiesen
werden.

4.8 Aufnahme und Freisetzung von Kationen und
Regulation des pH bei Uberangebot einer
Ionensorte

Der folgende Teil befafit sich mit der Aufnahme von Kationen. Unter natiirli-
chen Bedingungen kann im Frithjahr durch Mobilisierung ein Anstieg der
lonenkonzentrationen in den Gefiflen stattfinden. Die folgenden Untersu-
chungen zeigen, wie der Spross darauf reagiert. Kationen kénnen in die
Zellwand eingelagert, gegen andere Kationen ausgetauscht oder auch durch
lonenkanile in das paratracheale Parenchym aufgenommen werden. Die Un-
tersuchungen geben auch Hinweise iiber die Selektivitdt der Aufnahme oder
das Austauschverhalten bei Konkurrenz um Bindungsplitze an der Zell-
wand. So konnte das Aufnahmevermdgen pro Zeit gepriift und quantifiziert
werden. Der Einflufl der beschriebenen Aufnahmevorgénge auf den pH wur-
de ebenfalls erfafit. Mit vorgelegten Kationenkonzentrationen von 5 bis 10
mM wurde der physiologische Bereich nicht verlassen.

Mit der Aufnahme von Kationen aus dem Gefdfiwasser kann eine Er-
niedrigung des pH einhergehen, wenn Kaliumionen gegen Protonen an den
Zellwinden eingetauscht werden. Bei einwertigen lonen wie Kalium ist eine
pH- Absenkung nicht (Abb. 3.21) oder nur in geringem Umfang (Abb. 3.42)
zu beobachten. Bei zweiwertigen Kationen ist die Absenkung bei Medium
von pH 7 deutlich, z.B. fiir Mg und Ca (Abb. 3.21, 3.28), aber auch fiir Mn
(Abb. 3.28) und Ba (Abb. 3.30). Bei Vorlage von dreiwertigem La®*t (Abb.
3.28) war die Abnahme des pH am stirksten. Dieser Effekt kommt zum
einen durch den Austausch von zwei (Mg, Ca, Ba) oder drei (La) Protonen
statt einem Proton bei Kalium zustande, zum anderen kann Kalium iiber lo-
nenkanile aufgenommen werden. Zudem konnen die zwei- und dreiwertigen
Kationen auch festere Bindungen mit der Zellwand eingehen.

Wihrend bei den Perkolationsexperimenten bei pH 7 sowohl am 30.06.98
mit 10 mM Na-, K- und Mg- Gluconat (Abb. 3.24 und 3.25) als auch am
18.02.99 mit 10 mM MgCly, MnCly und LaCl; (Abb. 3.26 und 3.27) und am
29.01. mit 10 mM BaCl, (Abb. 3.29 unten) kein Calcium aus den Zellwénden
verdriangt und damit freigesetzt werden konnte, sprechen die Ergebnisse der
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Perkolationen bei pH 3 vom 25.06.99 mit 5 mM KCI (Abb. 3.36) als auch
vom mit 5 mM BaCly (Abb. 3.29 oben) mit einer deutlich erhthten Calci-
umabgabe wihrend der Perkolation fiir eine solche Verdrdngung im sauren
Milieu aus den Zellwdnden. Die Absenkung des pH im Friihjahr kann damit
nicht nur eine Freisetzung von lonen aus der Zellwand im Austausch gegen
Protonen bewirken, sondern unterstiitzt mit den iiber die Wurzel aufgenom-
menen Kationen im Gefifiwasser eine Remobilisierung von Calcium aus den
Zellwdnden. Durch den Austausch von Mg und Ca gegen Protonen konnte
anderenorts im Verlauf der Transportstecke der pH abgesenkt werden (s.o.)
und eine weitere Freisetzung der Kationen aus den Zellwidnden anstofien.

Bei Versuchsansdtzen mit Chloriden wurde implizit davon ausgegangen,
dafl Chloridionen ungehindert in den Symplasten und zuriick in den Apo-
plasten wandern kdonnen und lediglich passiv am Ladungsausgleich beteiligt
sind. Aus der Literatur (Gradmann und Buschmann 1997) sind sowohl Sym-
porter fiir Protonen und Chlorid als auch Chloridkanéle bekannt. Auch kann
Chlorid auf Kaliumkanile modulierend einwirken (Tyerman et al. 1997). Bei
vergleichenden Ansdtzen zum einen mit Chlorid und zum anderen mit Glu-
conat wurde im Ansatz mit KCI stets geringfiigig weniger Kalium gefunden
als im Ansatz mit K- Gluconat (Abb. 3.23). Das deutet darauf hin, da8
auch das Anion einen Einflu} auf die Aufnahme von Kalium hat. Durch
ein mogliches passives Nachstrémen von Chlorid durch lonenkanéle kdnnte
mehr Kalium von den Parenchymzellen aus dem Geféfiwasser aufgenommen
werden. Gluconat hingegen kann die Membranen der lebenden Zellen nicht
passieren. Inwiefern auch ein Kotransport von H* und Cl~ in die Zelle wie
von Sanders (1984) beschrieben eine Rolle spielt, bedarf weiterer Untersu-
chungen.

Magnesium wird im Vergleich zu Calcium besser aufgenommen, bei An-
gebot als Gluconat (Abb. 3.25) tritt dieser Effekt noch deutlicher hervor
als bei Angebot als Chlorid (Abb. 3.26). Mg kann aufgrund der grofieren
Elektronegativitit fester an die Carboxylgruppen binden als Ca. Bei beiden
Ansétzen wird der pH gleich stark abgesenkt (Abb. 3.21).

4.9 Einfluf} von Kaliumkanalblockern auf K- Kanéile
und pH- Regulation

Vergleichende Experimente mit Kaliumkanalblockern (Abb. 3.31 bis 3.33)
sprechen deutlich fiir den Eintrag von Kalium aus lebenden Zellen in die
Gefifle. Die K- Kanile diirften dabei einen entscheidenden Einflufl haben
(De Boer 1999). Zum einen kann die Hemmung der Freisetzung von Kalium
durch die Kanalblocker (Roberts und Tester 1997) nahezu iiber das gesamte
Jahr gezeigt werden. Zum anderen bleibt der Kaliumgehalt bei Perkolation
mit pH 3 ohne Hemmstoffe iiber die Dauer der Perkolation hinweg auf einem
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Basislevel erhalten, was fiir eine anhaltende Freisetzung aus dem Sympla-
sten spricht. Im Vergleich zu Kalium nimmt der Gehalt von Calcium bis
auf sehr geringe Werte ab (Abb. 3.8). Nur im Winter wiirde der Austausch
von Calcium gegen Protonen an den Zellwinden ausreichen, die beobach-
tete pH- Regulation von pH 3 in den neutralen Bereich zu bewirken, im
iibrigen Jahr wire sie ohne K- Eintrag aus den lebenden Zellen nicht zu
erkliren. Im Sommer (Abb. 3.31) ist die Wirkung von Kanalblockern nicht
immer sicher nachzuweisen. s bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten,
zu kldren, ob durch den hohen Gehalt an Kationen aus dem Gefifiwasser
die moglicherweise vorhandene Kaliumabgabe iiber lonenkandyle iiberdeckt
wird, oder ob gegenldufige Vorgdnge wie eine aktive Kaliumaufnahme etwa
mittels eines Cotransportes von Kalium und Protonen die pH- regulierende
Kaliumabgabe im Sommer in der Bilanz aufhebt.

Die rasche Regulation des pH - das aufgefangene Perkolat hat stets sofort
bei Beginn der Perkolation schon einen neutralen pH - geht mit einem kurz-
zeitigen Maximum der Kaliumfreisetzung in den ersten 6 ml Perkolat einher
(Abb. 3.33). Die schnelle physiologische Reaktion spricht fiir ein kurzfristiges
Offnen der K- Kanile auf die pH- Erniedrigung im perkolierenden Medium
hin. Sie kann in vivo das Milieu im Apoplasten der Gefafle stabil halten.

4.9.1 Blockierung der K- Abgabe aus dem Symplasten in die
Gefafle

Mit Ausnahme der Sommermonate Juni bis August hat sich Cs als wirk-
samer Blocker der K- Abgabe in die Gefifie erwiesen (Abb. 3.31), der gut
geeignet ist, die pH- Abhingigkeit der K- Kanéle und die Konzentrations-
abhingigkeit der Blocker zu studieren.

Die Intensitdt der Hemmung durch Cs ist konzentrationsabhingig (Abb.
3.31): je hsher die Konzentration an Cs, desto hther die Wahrscheinlichkeit,
dafl die Kandle durch Cs blockiert sind. Es ist iiberraschend, dafl schon eine
sehr geringe Konzentration von Cs (10 uM) Hemmwirkung zeigt. Auf der
anderen Seite kann die festgestellte, erh6hte Freisetzung von Kalium bei Vor-
lage von sehr hoher CsCl- Konzentration wie 1 mM CsCl (Abb. 3.31) durch
einen anderen Effekt erfolgen: Der Austausch von Cs mit Kalium an den
Zellwinden macht sich hier quantitativ bemerkbar, der hier interessierende
Effekt der Hemmung der K- Abgabe vom Symplasten in das Gefafiwasser
wird dadurch iiberdeckt. Bei Experimenten im Juli fiel auf, da§ bei Zugabe
von Kaliumkanalblockern die Kaliumgehalte im Perkolat héher lagen als in
den Kontrollen (Abb. 3.31). Dies deutet auf eine Hemmung der Kaliumauf-
nahme in den Symplasten.

Ein erhshter Ca- Eintrag aus den Gefiflwdnden in das Gefdfiwasser oder
eine hhere Konzentration von Kationen im Gefiiwasser (wie am 22.07.99),
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die fiir eine Neutralisation in der Bilanz ausgereicht hdtten, waren nicht
festzustellen (siehe 3.2.3). Ein aktiver HT /K* - Cotransport (Maathuis und
Sanders 1995, 1997) wire eine Erkldrung fiir das beobachtete Phdnomen.
Dabei kdnnten die Kanile, die die Kaliumabgabe in das Gefaiwasser bewir-
ken (KORC), dann nicht aktiv sein. Experimente sowohl bei pH 3 als auch
bei pH 7 zeigten dieses Ergebnis.

Vanadat zeigt in der Hemmwirkung (Abb. 3.33) ein vergleichbares Ver-
halten wie Césium. Auch hier wurde der kurzzeitige Anstieg von Kalium
zu Beginn der Perkolation unterbunden. Eine Hemmwirkung auf die K-
Abgabe im August blieb ebenfalls aus (Tab. 3.8). Bei niedrigen Kalium-
gehalten im Gefifiwasser (500-1000 ¢M, vgl. Abb. 3.33 unten) und bei nied-
rigem lonengehalt in den Parenchymzellen des Pappelholzes wurde zwar
ohne Kanalblocker ein kurzfristiges Maximum erreicht, im weiteren Verlauf
der Perkolation jedoch ein weitgehend konstanter K- Eintrag mit und ohne
Kanalblocker in die Gefdfe beobachtet. Vanadat hat sich damit ebenso wie
Cs als geeigneter Wirkstoff erwiesen, eine Blockierung der Kaliumkanile
aufzuzeigen. Die Intensitdt der Hemmung war jedoch stets geringer.

Mit 100 uM TEA konnte demgegeniiber keine Hemmung der Kalium-
abgabe beobachtet werden. Da TEA als lonenblocker aus der Literatur nur
in Versuchen mit htheren Konzentrationen im millimolaren Bereich bekannt
ist (Bertl et al.1997), ist es nicht {iberraschend, daf in unseren Experimenten
mit 100 pM kein Effekt beobachtet werden konnte.

4.9.2 Blockierung der Aufnahme von Kalium in den Sym-
plasten

Bei einigen Experimenten mit Zugabe von Kalium in das Perfusionsmedi-
um konnte die Kaliumaufnahme in die lebenden Zellen durch Cs gehemmt
werden (Abb. 3.34). Ein einwirts gerichteter K- Transport durch Kalium-
kanile (KIRC) konnte dabei fiir die Aufnahme von Kalium verantwortlich
sein (Schroeder 1988). Zu Beginn des Experimentes ist der Unterschied im
K- Gehalt des Perkolates besonders deutlich zu erkennen. So wird im Ansatz
ohne CsCl nach 15 ml Perkolation 2,5 mM K und im Ansatz mit CsCl nur
6,5 mM K im Perkolat nachgewiesen (Abb. 3.34), was eine starke Aufnahme-
hemmung belegt. Im weiteren Verlauf des Experimentes wird dann immer
weniger Kalium aufgenommen. Die Hemmwirkung von CsCl zeigt sich bei
Vorlage von 10 mM Kalium wesentlich deutlicher als bei 5 mM Kalium.
Bei héherer Konzentration an Kalium im perkolierenden Medium werden
vermutlich mehr Kationen an verschlossenen Kan#len abgewiesen als bei
geringerer Konzentration.

Wie schon bei der Abgabe von Kalium in die Gefifie beobachtet (siehe
4.9.1), ist auch bei der Aufnahme von Kalium im Sommer die Wirkung von
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CsCl kaum nachweisbar, weder im neutralen noch im sauren Milieu (Abb.

3.35 und 3.36).

Auch Barium (Bertl et al. 1995, 1997) und in geringerem Umfang auch
Natrium kénnen die K- Aufnahme blockieren. Tyerman et al. (1997) konnten
jedoch eine Aktivierung der Kaliumaufnahme durch Natrium in Wurzelzel-
len beobachten. Bei unseren Experimenten mit 10 mM NaCl vom 30.06.98
(Abb. 3.24) bei pH 7 wurde ein Einflufl auf die Kaliumabgabe nicht deutlich.
Bei Angebot von 10 mM BaCl; bei einem Experiment vom 29.01.99 bei pH
3 (Abb. 3.30) zeigte sich jedoch ein Anstieg der Kaliumgehalte im Vergleich
zur Kontrolle ohne Barium, bei der die Kaliumgehalte fielen. Diese Ergeb-
nisse sprechen fiir eine Blockierung der Kaliumaufnahme durch Barium.

4.9.3 pH- Regulation

Durch Zugabe von CsCl zu den perkolierenden Medien konnte die pH- Re-
gulation deutlich eingeschrinkt werden (Abb. 3.37, 3.38, 3.40). Dies deutet
auf eine wichtige Beteiligung der K- Kanile an der pH- Regulation hin. Die
Experimente zeigen jedoch durchgéngig, dafl bei verschiedenen Cs- Konzen-
trationen und Jahreszeiten die pH- Regulation sofort einsetzt und somit kein
plotzlicher Einbruch des pH auftritt. Die Regulation kann jedoch meist iiber
mehrere Stunden hinweg aufrecht erhalten werden, zeigt jedoch im Vergleich
zur Kontrolle einen niedrigeren pH- Wert und eine verkiirzte Regulations-
zeit. Die Fihigkeit zur pH- Regulation zeigt jahreszeitliche Unterschiede:
Wihrend sie im November sogar iiber 12 Stunden hinweg durch Cs praktisch
nicht zu hemmen ist, zeigen dagegen die Ergebnisse im April eine sehr starke
Hemmung. Der pH fillt schon bei einer niedrigen CsCl- Konzentration von
10 gM nach zwei Stunden auf Werte unter pH 4. Offensichtlich hdngt das
geringere Regulationsvermdgen im April mit dem aktuellen physiologischen
Zustand der Sprossachsen zusammen. Bei unseren Untersuchungen zeigte
der pH im April und Mai die niedrigsten Werte im Gefiflwasser, er lag an
einigen Tagen nur bei pH 4,5. Fiir den niedrigen pH kénnten organische
Sauren verantwortlich sein, die Kationen aus den Gefifiwinden des Pap-
pelholzes mobilisieren. So konnte Sauter (1976) im Xylemsaft einjihriger
Achsenabschnitte von Salix caprea L. im Mé&rz 54,8 mM Aminosduren und
Amide nachweisen, davon 46,5 mM Glutamin. Schill et al. (1996) wiesen im
Xylemsaft von Acer platanoides [.. Malat in Konzentrationen von etwa 400-
800 M nach. Malat trug zu einem Abfall des pH bei. Die pH- Regulation
von pH 3 auf ca. pH 6,5 war auch im Januar zu beobachten (Abb. 3.37), was
dafiir spricht, dafl die Kaliumkanile auch in der Vegetationsruhe funktionell
bleiben. Dies deutet auch der deutliche Einflufi des CsCl auf die pH- Regu-
lation an. Auch die Zugabe von Kalium beeinflufit den pH (Abb. 3.41 und
3.42). So fillt der pH im neutralen Milieu bei Zugabe von Kalium, wobei Cs
ohne Einflu8 bleibt (Abb. 3.42). Die treibende Kraft fiir den K- Austausch
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im neutralen Milieu besteht wahrscheinlich nur im Konzentrationsgradienten
von Kalium, nicht in der pH- Regulation. Dieser bewirkt offenbar keine pH-
Absenkung. Eher macht sich hier der Eintausch von Kalium gegen Protonen
oder von Calcium an der Zellwand bemerkbar. Im sauren Milieu ist hingegen
nur der Einflufl von CsCl deutlich erkennbar, der von Kalium nur geringfiigig
(Abb. 3.42). Die Hemmung der Aufnahme von Kalium durch CsCl beein-
trachtigt also die pH- Regulation. Der passive Austausch von Kalium gegen
Protonen an der Zellwand tritt dabei in den Hintergrund. Vanadat behin-
dert ebenso wie Cs die pH- Regulation. Die Experimente lassen jedoch offen,
ob Vanadat oder Cs stirker zu einer pH- Absenkung fiihren (Abb. 3.40 und
3.41). Bei einer Unterbrechung der Perkolation reguliert der Sprossabschnitt
in der Regulationspause mit vorheriger CsCl- Zugabe stirker als in der Kon-
trolle. Hier kénnten andere, langsamer wirkende Mechanismen zum Tragen
kommen, etwa ein aktiver H* /K™ Cotransport.

4.10 Einflul von Stoffwechselinhibitoren auf pH
und Kationenfreisetzung

Der Transport von Protonen und Kationen gegen ein chemisches oder elek-
trisches Potential ist nur unter Aufwand von Energie zu leisten. Dieser ener-
gieabhéngige Teil der Regulation wurde mit dem Einsatz von Stoffwech-
selinhibitoren hier naher untersucht. Im Gegensatz zur Regulation durch
lonenkandle erfolgt die Wirkung der Stoffwechselinhibitoren oft erst eini-
ge Zeit nach der Applikation, da gespeicherte Energie in Form von ATP
zunichst verbraucht wird, ehe die Hemmwirkung einsetzt.

Unterschiede zwischen den Hemmstoffen in der Hemmwirkung kommen
durch die unterschiedliche Zeitdauer zustande, die der Stoff braucht, um
zum Wirkort zu gelangen, etwa um die Zellmembran zu passieren. Dabei ist

beim Einsatz von 2,4-DNP, CCCP und NEM eine schnellere Wirkung zu
erwarten als beim Einsatz von PCMB.

4.10.1 2,4-D

Bei den meisten Perkolationsexperimenten mit dem Herbizid 2,4-D zeigt sich
nach 22,5 ml Perkolation weder in der pH- Regulation noch in der Kationen-
konzentration (Abb. 3.44) ein Unterschied zur Kontrolle. Nur im Mai nach
lang andauernder Perkolation (100 ml) 148t sich bei einer Konzentration
von 100 M 2,4-D eine geringere pH- Regulation beobachten als ohne 2,4-D
(Abb. 3.43).

Da 2,4-D auf vielfdltige Weise Stoffwechselaktivitdten der Zelle hemmt
(Fellenberg 1981), 148t das Ergebnis den Schluf§ zu, da die Protonenauf-
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nahme zumindest zu einem Teil durch einen aktiven Vorgang geleistet wird.
Die verzdgerte Wirkung spricht dafiir, dafl zunichst verfiigbares ATP in der
Zelle aufgebraucht wird.

4.10.2 2,4-DNP

2,4-DNP ist ein protonophorer Entkoppler von Oxidation und Phosphory-
lierung (Aloni et al. 1986), es unterbindet die ATP-Synthese (Balke und
Hodges 1979) und kann durch Erhdhung der Membranpermeabilitit einen
erhdhten K- Flux bewirken (Jackson 1982). Damit wird zum einen ein
aktiver lonentransport gehemmt, zum anderen kann Kalium in Richtung
des Konzentrationsgradienten aus den Parenchymzellen in das Gefédfwasser
gelangen. Letztgenannter Effekt kann relativ schnell wirken und somit die
erhdhten Kaliumkonzentrationen im Gefédfiwasser bei den Versuchen mit 2,4-
DNP erklaren. So konnte bei mehreren Versuchen von Mérz bis August bei
Zugabe von 100 uM 2,4-DNP ein hoherer Kaliumgehalt ermittelt werden als
ohne 2,4-DNP (Abb. 3.44 und 3.51). Zudem zeigte sich im September bei
Zusatz von 10 uM 2,4-DNP auch eine Einschriankung der pH- Regulation
(Abb. 3.45).

4.10.3 PCMB

PCMRB ist ein Thiolhemmstoff, der mit -SH Gruppen Merkaptidbindungen
eingeht und dadurch Proteine wie die plasmalemmagebundene H*-ATPase
blockiert (Qian 1993). Sauter (1980, 1982) konnte zeigen, dafl bei Salix nach
48 h Inkubation mit PCMB die Permeation von Saccharose in die Gefifle
durch PCMB behindert wurde.

Bei unseren Experimenten konnte keine Wirkung beim Einsatz von 100
pM PCMB nachgewiesen werden. So zeigt ein Experiment im Mé&rz (Abb.
3.46) etwa die gleichen Kaliumgehalte mit und ohne PCMB, auch der pH-
Wert wird gleich gut einreguliert. Aufgrund der schweren Loslichkeit des
PCMB ist es moglich, dafl dieser Hemmstoff die Wirkungsorte im Zeitraum
des Experimentes nicht erreicht hat.

4.10.4 CCCP

CCCP ist ein protonophorer Entkoppler, der wie 2,4-DNP die Permeabilitit
von Membranen erhéht. Durch diesen Effekt kann auch die Atmung von der
Substratkettenphosphorylierung entkoppelt werden (Aloni et al. 1986). Fro-
mard et al. (1995) wiesen bei Perkolationsexperimenten mit Robinia pseu-
doacacia L. bei Zusatz von 100uM CCCP eine Anhebung des pH von April
bis Juni um ApH 0.4, von Juli bis August um ApH 0,25 und von November
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bis Februar keine Anhebung nach. Diese Autoren konnten somit wihrend
der Vegetationsperiode eine Verminderung der pH- Regulation durch Zusatz
von CCCP feststellen.

Auch bei unseren Versuchen konnte im September ein deutlich schnelle-
res Absinken des pH bei Zugabe von 10uM CCCP im Vergleich zur Kontrolle
und somit eine Hemmung der pH- Regulation nach ca. 30 ml bzw. 100 ml
(Abb. 3.47) nachgewiesen werden. Im Mérz konnte zwar nach 22,5 ml Per-
kolation kein Unterschied im pH mit und ohne CCCP nachgewiesen werden,
jedoch trat mit CCCP mehr Kalium im GefiBiwasser auf (Abb. 3.46).

Die erh6hten Kaliumwerte lassen auf eine Erh6hung der Permeabilitit
der Zellmembranen durch CCCP und somit auf einen Ausstrom von Kali-
um aus der Zelle schlieflen. Die spdter nachlassende pH- Regulation hinge-
gen koénnte auf eine Blockierung der mitochondrialen HT-ATPase zuriick-
zufithren sein. Durch einen somit verminderten ATP- Level in der Zelle
kénnten aktive pH- Regulationsmechanismen wie die plasmalemmagebun-
dene HY-ATPase herabgesetzt werden.

4.10.5 NEM

NEM ist ein Thiolhemmstoff, der an -SH Gruppen von Proteinen bindet.
Im Gegensatz zu PCMBS kann NEM das Plasmalemma schnell permeieren
(Bisson 1986). Konzentrationen von 0,1 mM bis 1 mM NEM kénnen bei
einem pH- Wert von pH 6 bis pH 7 die Modifikation der plasmamembrange-
bundenen ATPase bewirken (Locoro et al. 1998). Die erhdhte Kaliumkonzen-
tration im GefdBwasser unter dem Einflul von NEM in den Versuchen vom
April bei pH 7 (Abb. 3.50) ist ein Hinweis auf eine Hemmung der aktiven
Aufnahme von Kalium in die Parenchymzellen. Im Mairz konnte bei pH 3
dagegen noch keine Wirkung (Abb. 3.44) nachgewiesen werden. Dies kénnte
ein Hinweis darauf sein, dafl erst im April zur Zeit des Knospentreibens ein
Kaliumaufnahmesystem aktiv ist. Bei einem Experiment im Oktober bei pH
2 (Abb. 3.49) zeigte sich nach ca. 25 ml Perkolation im Ansatz mit 10 mM
NEM eine schnellere Abnahme des pH- Wertes als ohne. Hierbei kénnte wie
bei Locoro et al. (1998) durch NEM die plasmamembrangebundene ATPase
gehemmt worden sein.

4.10.6 KCN

Zum Vergleich zu eher spezifisch wirkenden Stoffwechselinhibitoren wurde
auch KCN eingesetzt. KCN schidigt das Cytochromsystem bei der aeroben
Dissimilation (Mohr und Schopfer 1999). Zusitzlich schidigt KCN Zellmem-
branen (Willenbrink 1980). Da im Perkolat bei Einsatz von 100 yuM KCN
keine erh6hten Kaliumwerte auftraten (Abb. 3.46), trat diese Schidigung
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bei der eingesetzten Konzentration vermutlich nicht ein.

4.10.7 Zeitverzogerter Einsatz der Hemmstoffe

Bei einigen Experimenten wurde zundchst mit demineralisiertem Wasser
perkoliert und spiter das Medium mit dem Hemmstoff (je 100 pM 2,4-DNP,
NEM und KCN) bei pH 7 vorgelegt. Die Ergebnisse (Abb. 3.52) wiesen je-
doch unverdnderte Kationengehalte im Perkolat auf, wie der kontinuierliche
Verlauf der Gehalte nach Applikation der Hemmstoffe nach 22,5 ml Perkola-
tion zeigt. Bei pH 7 fehlt natiirlich fiir einen Protonentransport ein Gradient.
Warum jedoch NEM nicht durch Erhéhung der Membranpermeabilitdt einen
auswirtsgerichteten Kaliumtransport begiinstigt, bedarf weiterer Klirung.
Locoro et al. (1998) konnte eine Hemmung der H*- ATPase durch NEM bei
pH 7,2 zeigen.

Seite: 119



Kapitel 5

Zusammenfassung

Durch Perkolationsexperimente an Sprossachsen von Pappeln konnten auf-
schlufireiche Einblicke in die pH- Regulation im Apoplasten, im vorliegen-
den Fall in den Wasserleitbahnen, sowie in die umfangreichen Speicherungs-
und Austauschvorgdnge entlang der Gefdfibahnen gewonnen werden. Der
Einsatz von Kaliumkanalblockern und Hemmstoffen zeigte, da neben um-
fangreichen lonenaustauschvorgingen an den Zellwdnden auch metabolisch
kontrollierte Vorgdnge durch lebende, die Gefifie begleitende Xylemparen-
chymzellen beteiligt sind.

e Die Regulation des pH erfolgt bei Vorlage von Medien mit unterschied-
lichem pH von pH 2 bis pH 7 in den Bereich von pH 6 bis pH 7 aufler-
ordentlich rasch und effektiv. Die Regulation kann mehrere Stunden
oder gar Tage aufrecht erhalten werden.

e Die Gehalte an Kationen (K, Ca, Mg) erreichen im Friihjahr ein Maxi-
mum. Zu dieser Zeit ist der pH im GefdBwasser deutlich abgesenkt. An
der Freisetzung sind sowohl passive Vorgidnge wie das Herausldsen von
gespeicherten lonen aus den Zellwinden als auch eine aktive Abgabe
von lonen aus den Xylemparenchymzellen beteiligt.

e Die Calciumgehalte liegen besonders im Winter bei den 5-7 jihrigen
Sprossen héher als bei den 2-3 jihrigen. Calcium kann somit in den
Gefifwinden gespeichert und ein mégliches Uberangebot deponiert
werden.

e Vergleicht man die Menge der neutralisierten Protonen mit der Menge
der in das Gefifiwasser abgegebenen Kationen, so iiberwiegen mit Aus-
nahme einer Periode im Sommer die Kationen. Es bleibt offen, ob der
UberschuB an positiven Ladungen durch Anionen organischer Siuren,
den Carbonatpuffer im Geféfiwasser oder durch die Pufferkapazitit der
Zellwande reguliert wird.
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5. Zusammenfassung

e Wihrend bei der Perkolation mit Vorlage bei pH 3 der Calciumgehalt
relativ schnell abfillt, bleibt die Abgabe von Kalium iiber Stunden ak-
tiv. Dies spricht fiir eine Abgabe von Kalium aus den lebenden gefifibe-
gleitenden Zellen, wihrend Calcium vor allem aus den Gefiawdnden
freigesetzt wird.

e Die Kaliumabgabe in das Gefifiwasser bei Vorlage von neutralem Me-
dium liegt in der GréBenordnung von 13 bis 183 pmol/cm?/min.

e Der Jahresverlauf der Kationen im Gefdfiwasser frisch geschnittener
Sprosse korreliert mit dem Jahresverlauf der Kationen im Perkolat
nach lingerer Perkolation. Die Sprossachsen bestimmen somit die Zu-
sammensetzung der Kationen des Gefiflwassers.

e Bei Angebot einer hohen Konzentration von Kationen in der Perkola-
tionslésung werden die angebotenen lonen in unterschiedlichem Mafe
aufgenommen. Magnesium wird im Vergleich zu Kalium und Natrium
stark aufgenommen, Calcium nur in geringem Umfang.

e Eine deutliche Hemmung der Kaliumabgabe in das Gefifiwasser durch
Cisium im Winter spricht dafiir, dafi die Kaliumkanile auch wihrend
der Vegetationsruhe funktionell bleiben.

e In unseren Perkolationsversuchen konnten Cidsium und Vanadat als
Kaliumkanalblocker sowohl den zelleinwirts gerichteten wie den aus
den Parenchymzellen in den Apoplasten gerichteten Transport von
Kalium unterbinden.

e Inhibitoren des Zellstoffwechsels, insbesondere der ATP- Synthese, zei-
gen meist nur unter drastischen pH- Bedingungen und nach einer Kin-
wirkzeit im Stundenbereich eine Verminderung der pH- Regulation.
Wahrscheinlich ist bei 2,4-DNP eine zusitzlich auftretende Erhshung
der Membranpermeabilitit fiir Kalium fiir die festgestellte raschere
Wirkung verantwortlich.
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