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Anything that is alive is too complicated to be fully
comprehended by the human mind. Even the dead part of a plant

contains sufficient complications to exercise all our ingenuity.
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1  Einleitung

Das Wort und das Konzept Apoplast wurde in der ersten Hilfte des letzten Jahrhunderts
von dem Botaniker Miinch (1930) geprdgt. In seinen grundlegenden Arbeiten {iber den
Assimilattransport beschrieb er zundchst den Symplasten als eine Einheit von lebenden
Protoplasten. Durch eine semipermeable Membran abgegrenzt, ist der Symplast von den
nichtlebenden, wasserleitenden Geweben -dem Hydrom- umgeben. Das Hydrom stellt in diesem
Modell das Kompartiment dar, in dem Wasser aus dem sink wieder in den source (von der Senke
zur Quelle) zuriickkehrt, um erneut fiir den Phloemtransport zur Verfligung zu stehen. Schon
Miinch fafite das Hydrom und alle anderen toten Teile des Pflanzenkorpers unter dem Begriff
Apoplast zusammen (Canny, 1995). Mittlerweile erfolgt eine detailliertere Unterteilung der
apoplastischen Réume, da es sich gezeigt hat, daB3 es sich um verschiedene Rdume mit sehr
unterschiedlichen, physiologischen Aufgaben handelt. Zum Langstreckentransport dient das
Lumen der ausdifferenzierten Xylemgefifle (Xylemlumen-Apoplast). Der frei zugingliche
Apoplast zwischen den Wurzel- oder den Blattzellen wird Freier Diffusionsraum (Apparent Free
Space, AFS) genannt. Aufgrund des Transportverhaltens fiir geladene Teilchen unterteilt man den
AFS in zwei Teilrdume. Im Wasserfreiraum (Water Free Space) diffundieren Ionen in der Losung,
die sich im Apoplasten befindet, wihrend im Donnan-Freiraum (Donnan Free Space) lonen durch
festgelegte, negative Ladungen fixiert werden. Ferner gibt es die luftgefiillten interzelluldren

Réume, die ebenfalls dem Apoplasten zuzuordnen sind.

1.1 Stoffaufnahme und Phloembeladung

Pflanzen sind in der Lage anorganische Substanzen (v.a. CO, und H,O) mit Hilfe von
Strahlungsenergie (Licht) in organische Substanzen, die Assimilate, umzuwandeln. Diese
photosynthetischen Reaktionen sind in speziellen Organellen, den Chloroplasten, lokalisiert und
dienen nicht nur zur Versorgung der Zellen des Palisadenparenchyms, als bevorzugtem Ort der
Photosynthese, sondern auch aller anderer Pflanzenteile. Aus dieser Spezialisierung ergibt sich eine
besondere Bedeutung des Transports zwischen den verschiedenen Teilen der Pflanze. Den
Ferntransport der Assimilate iibernehmen die Siebréhren des Phloems. Uber den Transport zu den
Siebrohren gibt es zwei unterschiedliche Vorstellungen. Das apoplastische Konzept nimmt die
Beladung der Siebrohren (SR) bzw. des Siebrohren-Geleitzellen-Komplexes (SRGZ-Komplex)
direkt aus dem Interzellularraum an. Gelangen die Nahrstoffe wiederum auf intrazellulirem Wege
iiber Biindelscheide, Phloemparenchym und Geleitzelle in die Siebrohren spricht man von

symplastischer Phloembeladung.

Der apoplastische Weg wurde seit den Versuchen von Geiger et al. (1974) zunichst als

die bevorzugte Moglichkeit der Beladung angesehen. Die eigentliche Aufnahme von Saccharose in
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die SR bzw. in den SRGZ-Komplex geschieht mittels Protonen-Cotransport (Giaquinta, 1983). Die
dafiir notwendigen Carrier an den Membranen der GZ bzw. der SR wurden mittlerweile
nachgewiesen (Sauer, 1997). In den letzten Jahren kam es jedoch auch zu Zweifeln an dem
Konzept der rein apoplastischen Phloembeladung. Gamalei (1991) untersuchte eine Vielzahl von
Pflanzenarten aus unterschiedlichen taxonomischen Gruppen hinsichtlich ihrer minor vein-
Konfiguration und unterteilte sie anhand der Plasmodesmenanzahl zwischen dem minor vein-
Phloem und den umgebenden Zellen. Er konnte zeigen, dafl v.a. bei Bdumen und/oder bei Pflanzen
aus dem tropischen und subtropischen Regionen der Erde, ein symplastisches Kontinuum zwischen
dem Mesophyll und den Siebrohren existiert. Ferner lieBen Versuche, in denen zwischen der
Beladung von externer und endogener Saccharose unterschieden wurde, auf eine symplastischen
Beladung schlieien (Madore und Lucas, 1987). Die Akkumulation der Stoffe muf} in diesem Fall
schon im Mesophyll stattfinden. Nur dadurch kann es zu den hohen Stoffkonzentrationen in den
Siebelementen kommen. Um einen RiickfluB der Saccharose aus den SR bzw. dem SRGZ-
Komplex zu verhindern, wird sie bei einigen Pflanzenarten in den Geleitzellen zu Raffinose und
Stachyose umgewandelt (Polymer-Fallen-Modell: Turgeon, 1996). D.h. um den Gradienten zu den
SR aufrecht erhalten zu konnen, werden Zucker-Polymere gebildet, die aufgrund ihrer Grofe nicht

mehr durch die Plasmodesmen ins Mesophyll zuriickgelangen kénnen.

Fiir extern angelieferte Nahrstoffe gibt es noch eine weitere Moglichkeit der Unterteilung
der Phloembeladungswege. Es ist denkbar, daf3 Nahrstoffe nach Aufnahme ins Mesophyll erneut in
den Apoplasten freigesetzt werden. Diese Moglichkeit bezeichnet man als indirekt apoplastische
Phloembeladung (Orlich und Komor, 1992) oder by-pass feeding (Van Bel, 1987). Experimente
mit Ricinuskeimlingen haben gezeigt, dal mindestens die Hailfte der externen, an den
Keimblitttern angebotenen Saccharose direkt aus dem Apoplasten beladen wird, andere Teile
jedoch erst nach Umweg tliber das Mesophyll (Orlich und Komor, 1992). Ob es sich dabei um eine
metabolisch-kontrollierte Abgabe in den Apoplasten handelt oder um ein Lecken aus den Zellen ist
unklar. Die apoplastische Phloembeladung kénnte somit auch Folge eines leakage-retrieval cycle
sein (Madore und Lucas, 1987; Van Bel, 1989).

1.2 Langstreckentransport im Phloem

Im Laufe der Evolution hat sich in den Kormophyten fiir den Langstreckentransport ein
besonderes Gewebesystem entwickelt, das zu einzelnen Stringen zusammengefalit vorliegt. Diese
Leitbiindel umfassen das Phloem und das Xylem, zwei Gewebetypen mit im Hinblick auf den
Langstreckentransport unterschiedlichen Aufgaben. Das Phloem iibernimmt den Transport von
Assimilaten von den source- zu den sink-Regionen der Pflanze, wihrend das Xylem v.a. fiir den

Wassertransport zusténdig ist.

Zur Erklidrung des Phloemtransports an sich existieren mehrere Modelle, wobei sich v.a.
die 1930 von Miinch aufgestellte Druckstromtheorie durchgesetzt hat (siche aber auch Eschrich,
1984). Der dem Phloemtransport zugrunde liegende Mechanismus der Massenstromung findet
seine Ursache in einem Gradienten zwischen dem Wasserpotential der Siebréhren und dem des

Apoplasten. Durch die aktive Beladung der Siebrohren in der source-Region steigt die osmotische
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Konzentration, es kommt dadurch zu einer osmotischen Wasseraufnahme und zu einem erhGhten
Druck (Turgor). Im sink werden die Siebrohren entladen. Das fiihrt auf entgegengesetzte Weise zu
einem niedrigeren osmotischen Potential und schlieBlich zu einem geringeren Druckpotential an
dieser Stelle. Es folgt ein Druckausgleich zwischen Beladungs- und Entladungsort durch
Massenstromung entlang des Druckpotentialgradienten, wobei ein Zusammenhang zwischen dem
Druckpotential und den Anteilen an aktiv transportierten Stoffen besteht (Miinch, 1930, zitiert aus
Christy und Ferrier, 1973).

Die Hauptbestandteile des Phloeminhaltes Hoherer Pflanzen sind Zucker, deren Anteil
bis zu 80 % des Trockengewichtes des Phloemsafts ausmachen kann (Hall und Baker, 1972). Die
meisten Pflanzen transportieren Saccharose, manche dagegen auch die Oligosaccharide der
Raffinosefamilie (Richardson et al., 1982), auch Zuckeralkohole wurden gefunden (Zimmermann
und Ziegler, 1975). Stickstoff wird v.a. in Form freier Aminosiuren transportiert (Schobert und
Komor, 1989). Unter den anorganischen Kationen dominiert Kalium, Konzentrationen bis zu
100 mM wurden gemessen (Vreughdenhil und Koot-Gronsveld, 1989; Zhong et al., 1998).
Anionen wie Phosphat-, Sulfat- oder Kationen wie Natrium-Ionen kommen dagegen {iblicherweise
in einer Konzentration von weniger als 10 mM vor (Hall und Baker, 1972; Hayashi und Chino,
1985; Zhong, 1994). Auch organische Phosphor- und Schwefelverbindungen wurden
nachgewiesen (Geigenberger et al., 1993; Komor et al., 1996). Eine gute Phloemmobilitit zeigen
Magnesium-Ionen (Zhong et al., 1993), eine geringere freie Calcium-lonen (Brauer et al., 1998).
Nitrat scheint im Phloem nahezu immobil zu sein (Ziegler, 1975; Schobert und Komor, 1992; aber
auch Schurr, 1991). Aulerdem werden u.a. organische Sduren (Schurr, 1991), Ricinin (Holfelder et
al., 1998), Polyamine (Antognoni et al., 1998), Glykolysemetaboliten (Geigenberger et al., 1993)
sowie ATP (Hall und Baker, 1972) und Phytohormone (Komor et al., 1993; Zhong et al., 1996)

translokiert.

1.3 Phloementladung im sink

Fiir die Phloementladung in den sink-Organen bestehen wiederum zwei, nach Patrick
(1997) drei Moglichkeiten: 1.) symplastisch, 2.) symplastisch, jedoch durch einen apoplastischen
Schritt unterbrochen oder 3.) apoplastisch. Tatsédchlich scheint bei jungen wachsenden Geweben
das Phloem vorwiegend auf symplastischem Wege iiber cytoplasmatische Verbindungen (den
Plasmodesmen) entladen zu werden. Schulz (siche Patrick, 1997) folgerten dies z.B. daraus, daf} in
Wurzelspitzen die Plasmamembran-Oberfldche des Protophloems nicht ausreicht, die beobachteten
Saccharose-Importraten zu decken. Auch in elongierenden Geweben ist die Existenz einer rein
symplastischen Entladung des Phloems nachgewiesen worden. In einzelnen Féllen kommt auch ein
symplastischer Transport nach einem Transmembran-Transport zwischen den Membranen der SR
bzw. des SRGZ-Komplexes und den sink-Zellen vor. Saccharose gelangt dabei zundchst in den
Apoplasten und wird von dort carrier-vermittelt (Saccharose/Protonen-Cotransport) wieder in die
Zellen (Symplasten) aufgenommen (Grimm et al., 1990).

Im Zusammenhang mit der apoplastischen Phloementladung spricht man vom pump-
leak-model (Patrick, 1990). Auch hier wird die Saccharose aus den SR bzw. dem SRGZ-Komplex
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zunéchst in den Apoplasten entlassen, dort aber durch das apoplastische Enzym Saure Invertase in
die Hexosen gespalten (Eschrich, 1980; Roitsch et al., 1995). Die Hexosen werden dann mittels
Hexose-Carrier iiber die Membranen der sink-Zellen aufgenommen (Sauer et al., 1990; Miller und
Chourey, 1992). Der jeweils dominierende Mechanismus scheint von der Stoff- bzw.
Zuckerkonzentration im Apoplasten abhéngig zu sein (Hayes ef al., 1987; Porter et al., 1987).

Die Entladung des Phloems stellt neben der Stoffaufnahme und der Phloembeladung in
einen mdglichen Kontrollpunkt fiir die optimale Stoffverteilung in der Pflanze dar. Notwendig
dafiir ist jedoch die Existenz eines Regulationsmechanismus, der auf die Phloembeladung
zuriickwirkt. Fehlt dieses feedback, wiirde sich ein Stoff im Phloem anreichern, wenn sich Be- und
Entladungsrate nicht entsprachen. Findet die Regulation erst durch selektive Stoffaufnahme in die
wachsenden Zellen der sink-Organe statt, muB der Verbleib der im UbermaB angelieferten
Substrate geklart werden. Vorstellbar ist, dal diese Nahrstoffe innerhalb des Xylems zuriick zum
Beladungsort transportiert werden, so daf3 ein bestdndiger Kreislauf von Nahrstoffen in der Pflanze
erfolgt.

1.4 Tonenaufnahme in die Wurzel und Xylembeladung

Néhrsalze gelangen iiblicherweise iiber die Wurzel in die Pflanze. Sie konnen z.B. aus
der Bodenl6sung in den Apoplasten der Epidermis diffundieren. Der weitere apoplastische Weg ist
jedoch nur bis zu den Radialwidnden der Endodermiszellen ungehindert passierbar. Der
Extrazellularraum ist dort durch die Ablagerung von Suberin und/oder Lignin im interfibrilldren
Réumen der Zellwinde modifiziert (Steudle & Peterson, 1998). Der weitere Nahrstofftransport in
den Zentralzylinder kann aufgrund dieser besonderen Struktur, den Caspary-Streifen, nur
symplastisch erfolgen. Es muB spitestens dort, aber auch schon auf dem Weg dorthin, ein Ubertritt
der Stoffe in das Innere der Zellen erfolgen. D.h. der Stofftransport in den Zentralzylinder der
Wurzel erfolgt in allen Féllen auf symplastischem Wege. Der fiir Wasser beschriebene
transzelluldre Transport, eine weitere Moglichkeit der Passage der Wurzel bzw. des Caspary-
Streifens, spielt fiir Né&hrstoffteilchen keine Rolle. Eine zusétzliche Besonderheit des
Wassertransports ist es, dal man den Caspary-Streifen mittlerweile nicht mehr als strikte Barriere
fiir den apoplastischen Weg ansieht. Bei jungen Wurzeln konnte ein schneller apoplastischer
Wassertransport gezeigt werden (Peterson et al., 1993; Schreiber et al, 1994). Besonders
durchléssig scheint der Apoplast an den Bildungsorten von Seitenwurzeln (Peterson et al., 1981) zu

sein.

Das ausdifferenzierte Xylem, als totes Gewebe, wird definitionsgemafl dem Apoplasten
zugerechnet. Um in diese Leitungsbahn zu kommen, miissen die Stoffe aus dem Symplasten in den
Apoplasten iibertreten. Den urspriinglichen Vorstellungen zufolge handelte es sich hierbei um ein
passives leakage (Craft und Boyer, 1938). Unterdessen geht man davon aus, dal auch die
Beladung des Xylems iiber Protonenpumpen und damit stoffwechselabhéingig verlauft (De Boer et
al., 1985; Mizuno et al., 1994). Arbeiten an isolierten Protoplasten aus dem Bereich des
Xylemparenchyms (Wegner und Raschke, 1994; Wegner und De Boer, 1999; Kohler und Raschke,
2000) haben gezeigt, dal die Beladung der Néhrsalze iiber lonenkanéle erfolgt. Es liegt die
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Vermutung nahe, dal der dafiir nétige elektrochemische Gradient iiber die bereits erwéihnten
Protonenpumpen erzeugt wird. Somit sind die Aufnahme von Néahrionen aus der Bodenldsung in
den Symplasten und deren Wiederabgabe in den Apoplasten des Xylems der Kontrolle zweier
separater Mechanismen unterworfen. Diese Trennung ist sowohl hinsichtlich der Selektivitdt des
Stofftransports in den Sprof3 als auch bei der Regulation der Aufnahmerate am Plasmalemma der

Wurzel von Bedeutung (Herschbach und Rennenberg, 1994).

1.5 Langstreckentransport im Xylem und Xylementladung

Der durch die Transpiration bedingte Wasserverlust der Pflanze erzeugt einen Sog.
Dieser Unterdruck wird basipetal im Geféllsystem weitergeleitet, wobei durch die Kohésion der
Wassermolekiile ein kontinuierlicher Wasserfaden iiber die Blatter, in die Wurzel und bis in den
Boden bis in die Blétter resultiert. Der Wasserferntransport ist somit ein passiver ProzeB3, d.h. im
Xylem flieBt das Wasser spontan entlang eines hydrostatischen Druckgradienten (Passioura, 1988).
Diese Uberlegungen sind die Grundlage der Kohésionstheorie. Verdffentlicht wurde diese Theorie
erstmals von Bohm im Jahre 1893. Meist wird jedoch die weiter verbreitete englischsprachige
Arbeit von Dixon (1914) zitiert. Auch bei Pflanzen, die nicht oder nur wenig transpirieren, findet
man einen WasserfluBl im Xylem. Als Ergebnis des aktiven lonentransports in das Xylem und des
Phloemtransports entsteht ein nach oben gerichteter Uberdruck, der Wurzeldruck. Die Caspary-
Streifen in den Radialwidnden der Endodermis verhindern den AbfluB3 der Losungen durch die
Zellwinde und sind damit wichtige Voraussetzung fiir den Aufbau und Erhalt dieses Druckes im
Xylem. Nachweisbar ist der Wurzeldruck durch das Austreten von wiBrigem Exsudat aus der
Schnittstelle (Tanner und Beevers, 1990; Pitman, 1982).

Der Xyleminhalt enthédlt aus dem Boden aufgenommene Nihrelemente und tréigt
wesentlich zur Verteilung dieser in der ganzen Pflanze bei. Es sind v.a. anorganische lonen, es
kommen aber auch organische Substanzen vor. Nitrat stellt bei adulten Ricinuspflanzen mit z.T.
iiber 80 % (Schurr, 1991) den groBten Anteil der Anionen dar, gefolgt von Phosphat und Sulfat
(Russell und Shorrock, 1959), wihrend Kalium bei den Kationen iiberwiegt (Ricinus communis:
Bowling und Weatherley, 1965; Schurr, 1991). Bei den organischen Verbindungen dominieren
stickstoffhaltige Substanzen wie Aminosduren und Alkaloide (Schobert und Komor, 1989). Es
kommen aber auch kleine Mengen an Kohlenhydraten (Schobert und Komor, 1990; Kéckenberger,

1995) und organischen Sauren (Schurr, 1991) vor.

Die Xylementladung oder scavenging ist bislang noch wenig untersucht. Es gibt jedoch
immer mehr Hinweise, dal3 Stoffe, die {iber das Xylem in den Blattapoplasten gelangen, von dort
aus aktiv in die Zellen aufgenommen werden (Marschner, 1995). Canny (1988) konnte zeigen, dal3
Protonenpumpen fiir die Aminosduren-Aufnahme aus dem Apoplasten verantwortlich sind.
Ahnliches fanden auch Wilson et al. (1988). Die Aufnahme von Ionen scheint durch Protonen-
Anionen-Cotransport und durch Kationen-Protonen-Antiport zu erfolgen (De Boer et al., 1985).
Ionen kénnen aber auch iiber Ionenkanile ohne direkte Kopplung mit H" in die Zellen gelangen
(Long und Widders, 1990; Wolf et al., 1990).
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1.6 Kopplung von Stofffliissen und die Rolle des Blattapoplasten

Schon Miinch (1930) nahm eine Kopplung zwischen Phloem und Xylem und in
Verbindung damit eine Zirkulation des Wassers in diesen beiden Leitbahnen an. Tanner und
Beevers (1990) beriefen sich auf diese Wasserzirkulation, um den von ihnen beobachteten
Ionentransport im Xylem von Maispflanzen, der auch bei stark eingeschrinkter Transpiration
stattfand, zu erklaren. Pate (1975) verdeutlichte durch seine Experimente, dafl das Phloem und das
Xylem in der Pflanze nicht nur iiber den WasserfluB sondern auch iiber den Né&hrstofffluf3
miteinander verbunden sind (auch Pate ef al., 1979; Pate et al., 1983; Jeschke et al., 1986). Durch
Bilanzierungen der Stofffliisse im gesamten Organismus konnte er zeigen, dal eine Zirkulation von
Néhrstoffen in den untersuchten Pflanzen erfolgen muf3. Mit dem gleichen experimentellen Ansatz
wurde dieser Vorgang auch fiir adulte Ricinus communis-Pflanzen demonstriert (Jeschke und Pate,
1991a,b,c). Kockenberger et al. (1997) wies mittels nicht-invasiver NMR-Messungen einen
Zusammenhang zwischen Flufrate und —geschwindigkeit im Phloem und Xylem von
Ricinuskeimlingen nach, der auf die Existenz zumindest einer internen Wasserzirkulation

hindeutet. Es stellt sich die Frage nach dem Ausmal} und der Funktion dieser Nahrstoffzirkulation.

Assimilate werden in den photosynthetisch aktiven Zellen der Blatter produziert und {iber
das Phloem in den sink translokiert. Untersuchungen des Xyleminhaltes verschiedenster
Pflanzenarten zeigen keinen nennenswerten Transport von Zuckern im Xylem (Ricinus communis
siche z.B. Schurr, 1991, aber auch Schobert und Komor, 1990). Zucker scheinen kaum in der
Pflanze zu zirkulieren. Cataldo et al. (1988) gehen hingegen davon aus, daB3 es sich bei 15 % der
im Xylem transportierten organischen Verbindungen um Zucker handelt. Nach Untersuchungen
der Stickstofffliisse besteht die einhellige Meinung, dal groe Mengen stickstoffhaltige
Verbindungen zwischen den verschiedenen Teilen der Pflanze translokiert werden, wobei eine
Abhingigkeit von der jeweiligen N-Quelle existiert. Ammonium-Ionen und freie Aminoséduren
konnen direkt in den Stoffwechsel einflieBen, wihrend Nitrat zuerst reduziert werden muf3. Die
Nitratreduktion kann sowohl in der Wurzel als auch in den Blittern erfolgen. Wird Nitrat in den
Bléttern reduziert, mufl zunichst ein Transport zu den Bléittern und darauf folgend ein
Riicktransport der Produkte in die Wurzel stattfinden (Marschner ef al., 1997). Interessanterweise
zirkulieren auch in Pflanzen, in denen die NOs-Reduktion v.a. in der Wurzel lokalisiert ist, grof3e

Mengen an Aminoverbindungen (Jeschke und Pate, 1991Db).

Kalium erfiillt in der Pflanze v.a. osmotische Zwecke und dominiert unter den
anorganischen Ionen des Phloemexsudats (Smith und Milburn, 1980a,b,c; Vreughdenhil und Koot-
Gronsveld, 1989). Ein Grund fiir den Transport sowohl im Phloem als auch im Xylem scheint seine
Beteiligung an der Saccharosebeladung in den Bléttern zu sein. Eine hohe apoplastische
Kaliumkonzentration stimuliert den Saccharoseefflux aus den Mesophyllzellen und somit die
apoplastische Beladung von Saccharose (Schobert et al., 1998). Desweiteren ist Kalium fiir die
Aufrechterhaltung des transmembranen elektrischen- und pH-Potentials an den Membranen der
Siebelemente mitverantwortlich (Riesmeier et al., 1994). Auch Phosphat- und Magnesium-lonen
sind fiir das Funktionieren der Protonen-ATPase in der Membran der Geleitzellen und/oder der
Siebrohren (Marschner et al., 1997), genauer fiir die Bildung von ATP, von Bedeutung. Sie miissen

ebenfalls zuriick zur Beladungstelle des Phloems gelangen.
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Zwischen dem Sulfat- und dem Nitrattransport bestehen auffillige Parallelen. Die
Aufnahme von Sulfat erfolgt {iblicherweise {iber die Wurzel, die Reduktion findet jedoch in den
Blattern statt. Der aufgenommene Schwefel muf3 folglich zunichst iiber das Xylem in die Blatter
translokiert werden, um nach Reduktion in den Bléttern und Export iiber das Phloem fiir die
Erndhrung der Wurzel zur Verfiigung zu stehen (Larsson ef al., 1991). Schwefel wird im Phloem

zum grofiten Teil in organischer Form transportiert (Komor et al., 1996).

1.7 Untersuchungsobjekt: Ricinuskeimling

Das Untersuchungsobjekt dieser Arbeit ist der, auf néhrstofffreiem Medium angezogene,
sechs Tage alte Keimling von Ricinus communis L.. Die sich am Embryo entwickelnden
Keimblitter sind fest vom Endosperm umschlossen. Alle Nahrstoffe, die der Keimling in den
ersten Tagen seines Wachstums benétigt, werden ausschlielich von diesem Nahrgewebe
bereitgestellt. Nach der Mobilisierung werden sie in den apoplastischen Raum zwischen den
Endospermzellen und der Unterseite der Keimblitter entlassen. Da keine zelluldre Verbindung
zwischen den Keimblittern und dem Endosperm besteht, erreichen die Stoffe zunéchst auf
apoplastischem Wege die Keimblétter. Das Endosperm 148t leicht abpréparieren und ist durch ein
kiinstliches Medium (kiinstliche Apoplastenlosung) ersetzbar (Kallarackal er al., 1989). Dazu
kommt, daB3 die Keimblitter in diesem Alter auf der Blattunterseite noch nicht von einer
vollstandig ausgebildeten Kutikula iiberzogen sind. Die Néhrstoffaufnahme kann somit iiber die

gesamte Blattunterseite erfolgen.

Der sechs Tage alte Ricinuskeimling besitzt Keimblatter in denen die Leitbiindel bereits
vollstdndig ausgebildet sind, ebenfalls das Schwammparenchym, noch nicht hingegen die
Chloroplasten des Palisadenparenchyms. (Kdohler, 1992). Im Siebréhrenexsudat findet man
vorwiegend Saccharose und freie Aminosduren, wobei Glutamin mengenméafig iiberwiegt
(Kriedemann und Beevers, 1967a,b; Schobert und Komor, 1989) und als anorganische lonen v.a.
Kalium-, Sulfat-, und Phosphat-lonen (Komor et al., 1996). Da das Durchschneiden der Siebréhren
von Ricinus communis L. zur Exsudation des Siebrohreninhalts fithrt und die Keimblétter aus
einem wilrigen Medium Néahrstoffe aufnehmen konnen, kann der Zusammenhang zwischen der
Aufnahme in die Keimbléitter und dem Export liber das Phloem bestimmt werden. Nach
Anschneiden des Hypokotyls konnen die Siebrohren durch Calcium-Ionen geschlossen werden
(Kauss, 1987). Das danach aus der basalen Schnittstelle austretende Wurzeldruckexsudat kann
gesammelt und analysiert werden.
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Die stoffliche Zusammensetzung der apoplastischen Ldsung (ersetzbar durch eine
kiinstliche Apoplastenlosung) ist somit Ausgangs- und Endpunkt mehrerer in gegensitzliche

Richtungen verlaufender Fliisse. Ziel dieser Arbeit war die Bilanzierung dieser Fliisse.

Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:

e Welche Fliisse und Konzentrationen herrschen im Phloem und im Xylem bei

bestimmten apoplastischen Nahrstoffkonzentrationen?

e Bei welchen Fliissen (und Konzentrationen) iiber das Xylem erhélt man die gleichen

Fliisse im Blattapoplasten wie bei Equilibrierung iiber das Blattmedium?

e Bei welchen apoplastischen Konzentrationen kommt es zu einer nennenswerten

Zirkulation iiber Phloem und Xylem?

e Bei welchen symplastischen Néhrstoffkonzentrationen im Blatt stellt der Symplast

noch Nihrstoffe fiir den Export zur Verfligung?

Endosperm
mit Keimblatter
"source” Organ

Hypokotyl
it "sink” Organ

Wurzel
"sink” Organ

Abb. 1.1 Schematische Darstellung eines sechs Tage alten Ricinuskeimlings

(I. apikales Hypokotyl, II. Verdickungszone, I1I. basales Hypokotyl).



2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden, wenn nicht anders angegeben,
analytisch rein von den Firmen Boehringer (Mannheim), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt),

Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.2 Anzucht der Pflanzen

2.2.1 Keimlinge

Samen von Ricinus communis L. (Jelitto Staudensamen GmbH, Schwarmstedt) wurden
18 h in vollentsalztem (VE)-Wasser eingeweicht. Am folgenden Tag sterilisierte man die
Oberfldche 10 Minuten in 0,3 %iger Chinosol-Losung (8-Hydroxy-Chinolin-Sulfat) und wusch
dreimal mit sterilem Wasser. Die Keimung der Samen erfolgte zunéchst auf 2 %igem (w/v) Agar.
Nach Tag 3 wurden die Keimlinge auf die Auflagegitter steriler, mit 0,5 mM CaCl,-Lésung
gefiillter Anzuchtsgefille iibertragen. Das weitere Wachstum bis Tag 6 geschah unter stetiger
Beliiftung der CaCl,-Losung. Die einzelnen Inkubationsschritte fanden bei 27 °C im Dunkeln statt.

2.2.2 Adulte Ricinuspflanzen

Die Keimung erfolgte wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben. Nach Tag 6 wurden die
Pflanzen in einer Klimakammer (York International, GB) mit einem Hell- zu Dunkelrhythmus von
13,5/10,5h, bei einer Temperatur von 24/20 °C gehalten. Die Taupunkttemperatur betrug
19/16 °C, das Wasserdampfsittigungsdefizit Aw lag somit bei 8,3/3,8 PakPa' m2s-!1. Die
Strahlungsintensitdt wéihrend der Hellphase erreichte 650 uMol Photonen m2s!. Als
Wurzelmedium diente mit VE-Wasser gewaschener Quarzsand der Koérnung 0,7-1,2 mm. Zur
anfinglichen Vermeidung einer Uberdiingung, wurde zwischen Tag 7 und Tag 10 mit 500 ml 1:1-
verdiinnter Nahrlosung gegossen. Ab dem elften Tag bekamen die Pflanzen 500 ml unverdiinnte
Nahrlosung. Am 18. Tag wurden sie von 11- auf 41-Topfe iibertragen und nun mit
1000 ml Néhrlosung gegossen. Noch anhaftende Endospermreste wurden am Tag 8 entfernt. Am
zehnten Tag wurden die Pflanzen der vollen Lichtintensitit ausgesetzt. Gegossen wurde jeweils in
der ersten Halfte der Lichtphase, die Ernte der Proben erfolgte zu Beginn der zweiten Hélfte der
Lichtphase.
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Néhrlésung nach Hoagland*, Spurenelemente nach Epstein (1972):

Makroelemente 4 mM CaSOy Spurenelemente 20 uM H;BO;
2 mM MgSO, 2 uM MnSO,
3 mM K,HPO, 2 uM ZnSOq,
6 mM NH;NO; 0,5 uM CuSO,
20 uM Fe-EDTA 0,5 uM MoO;
50 uM KC1

mit 7,1 % H,SO, auf pH 6,0 gebracht

*siche Down und Hellmers (1975)

2.3 Equilibrierungsversuche

2.3.1 Equilibrierung iiber den Keimblattapoplasten

Die Unterseite der Keimblitter besitzt im Alter von sechs Tagen noch keine vollstandig
ausgebildete Kuticula. Es ist somit moglich, die Zusammensetzung der Apoplastenlosung gezielt
zu manipulieren. Dazu wurde das Endosperm entfernt und die freigelegten Keimblétter fiir
definierte Zeitrdume in dem jeweiligen Medium inkubiert. Zur Verhinderung einer Anaerobiose
der Keimblétter wurde das Inkubationsmedium geriihrt. Die Wurzel war wéhrend dieser Zeit in
0,5 mM CaCl, eingetaucht. Zur Bestimmung der Vergleichswerte (0 Stunden) wurde das
Endosperm nicht entfernt. Als Ausgangsmedium diente eine Ldsung aus 100 mM Saccharose,
0,2 mM CaCl, und 5 mM MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsdure). Der Puffer wurde mit KOH
auf einen pH-Wert von 5,5 eingestellt und enthielt somit 1,5 mM K*. Die Inkubation fand in einer
Exsudationskammer (Julabo U3, Julabo, Seelbach) statt, die mit einer Plexiglashaube verschlossen
war. Diese Apparatur gewdhrleistete eine konstante Temperatur von 27 °C und eine hohe
Luftfeuchtigkeit.

2.3.2 Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten

Fiir diese Versuche inkubierte man die Wurzel intakter Keimlinge in einem Medium aus
0,5 mM CaCl, und 1 mM MES(KOH) pH 5,0, dem das zu betrachtende Substrat zugegeben wurde.
Die Inkubation erfolgte in einer Exsudationskammer (vgl. Abschnitt 2.3.1). Damit das
Wurzelmedium als einzige Néhrstoffquelle dienen konnte, wurde den Keimlingen das Endosperm
entfernt. Die Keimblatter tauchten wéhrend des gesamten Versuchszeitraums in eine Losung aus
100 mM Saccharose, 0,2 mM CaCl, und 5 mM MES(KOH) pH 5,5 ein.
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2.4 Gewinnung der Exsudate

2.4.1 Siebrohrenexsudat

Die Keimlinge wurden zur Gewinnung von Siebrohrenexsudat am Hypokotyl im Bereich
des Hakens mit einer Rasierklinge durchtrennt. Die Hypokotylstimpfe mit den Keimblittern
wurden erneut in die Exsudationskammer {ibertragen und verblieben dort bis zum Ende der
Probenahme. Mit graduierten Glaskapillaren (Brand, Reutlingen) konnte nun das
Siebréhrenexsudat von den Hypokotylstimpfen abgenommen werden. Zur Bestimmung der
VolumenfluBrate wurde das pro Zeiteinheit gewonnene Exsudatvolumen gemessen. Die Lagerung

der Proben erfolgte jeweils bei —20 °C.

Abb. 2.2 Gewinnung von Siebrohrenexsudat nach Anschneiden des Hypokotyls.
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2.4.2 Wurzeldruckexsudat

Zur Gewinnung von Wurzeldruckexsudat wurde das Hypokotyl vom Haken ausgehend in
Richtung der Verdickungszone keilformig eingeschnitten. Anschlieend 6ffnete man mittels eines
waagrechten Schnittes die Leitbiindel dieses Segments. Es wurde darauf geachtet, dal moglichst
nur 3 der 8 Leitbiindel angeschnitten waren. Um eine Verunreinigung des austretenden
Wurzeldruckexsudats mit Siebrohrenexsudat zu verhindern, liel man vor der Probenahme auf die
Schnittstelle fiir 5 Minuten eine 1 M CaCl,-Losung einwirken. Es ist bekannt, da3 Calcium-lonen
die Kallosesynthese stimulieren und somit die Siebporen geschlossen werden (Kauss, 1987). Die
Wurzeln waren wihrend dieses Zeitraums in 0,5 mM CaCl, eingetaucht. Das austretende
Wurzeldruckexsudat wurde mit graduierten Glaskapillaren gesammelt und das pro Zeiteinheit

gewonnene Exsudatvolumen bestimmt. Die Lagerung der Proben erfolgte jeweils bei —20 °C.

2.5 Ernte der Gewebeproben

Die verschiedenen Organe wurden nach den Exsudationsversuchen voneinander getrennt
und nach Bestimmung des Frischgewichtes in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung

der Proben erfolgte in fliissigem Stickstoff oder bei —20 °C.

2.6 Analyse des Pflanzenmaterials

2.6.1 Bestimmung der Kohlenhydrate

2.6.1.1 Losliche Zucker

Die Quantifizierung von Glukose und Fruktose in den Exsudaten und den Extrakten
erfolgte mittels eines gekoppelten enzymatischen Tests, bei dem die NADP -Reduktion mit einem
Eppendorf-Photometer (Typ 1101 M, Eppendorf, Hamburg) verfolgt wurde. Glukose wird dabei
durch das Enzym Hexokinase (HK) unter Verbrauch von ATP zu Glukose-6-P phosphoryliert.
Fruktose kann mit Hilfe von Hexokinase zu Fruktose-6-P umgewandelt werden. Das Enzym
Phosphoglukoisomerase (PGI) setzt das gebildete Fruktose-6-P zu Glukose-6-P um. Glukose-6-P
wird wiederum enzymatisch durch Glukose-6-P-Dehydrogenase (G6PDH) unter Bildung von
NADPH/H* zu Glukonat-6-P oxidiert. Das dabei entstandene NADPH/H" kann bei 334 nm
photometrisch bestimmt werden. Saccharose wird durch Invertase in die Hexosen Glukose und
Fruktose gespalten, und die Hexosen werden enzymatisch in Glukose-6-P umgewandelt. Pro Mol
Saccharose werden zwei Mol NADP* zu NADPH/H" reduziert.
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Zur Extraktion der 16slichen Zucker wurden die Gewebe nach Zugabe von 80 % (v/v)
Ethanol und 20 % (v/v) 5 mM HEPES(KOH) pH 7,5 gemorsert. Nach einer Stunde Inkubation bei
70 °C wurde der Extrakt zentrifugiert. Die Exsudate wurden nach Verdiinnung direkt fiir die
Messung eingesetzt.

Der Testansatz zur Bestimmung der Hexosen Glukose und Fruktose bestand aus:

50 mM Tricin(NaOH) pH 8,0
5 mM MgCl,
1 mM ATP
0,5 mM NADP*
0,7 U HK
0,35 U G6PDH

Die Messung der Saccharose erfolgte nach Vorinkubation in:

15 mM MES(KOH) pH 5,5
5 U Invertase
30 pl Probe

Das Reaktionsgemisch wurde flir mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur zur

Hydrolyse der Saccharose belassen.

2.6.1.2 Starke

Die nach Quellung in Wasser iiber Nacht im Trockenschrank (100 °C) gewonnenen
Starkeaufschliisse (Pellet aus der Extraktion der 16slichen Zucker) hydrolisierte man durch Zugabe
von Amyloglukosidase und B-Amylase fiir 2 Stunden bei 37 °C in Natriumacetat-Puffer pH 4,8.
Aus dem Hydrolysat wurden die endstandenen Glukoseeinheiten gemessen.

500 pl 100 mM Na-acetat-Puffer pH 4,8
5 pl B-Amylase
5 ul Amyloglukosidase
200 pl Probenextrakt
290 ul Aqua bidest.
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2.6.2 Enzymatische ATP-Bestimmung

Auch die enzymatische ATP-Bestimmung basiert auf einem gekoppelten enzymatischen
Test, bei dem die NADP'-Reduktion bei 334 nm bestimmt wurde. Nach Sminiitiger Inkubation
startete man die Messung durch Zugabe von 0,6 U Hexokinase zum Testansatz bestehend aus:

100 mM Tris(HCI) pH 8,1
5 mM MgCl,
125 uM NADP*
1 mM Glukose
0,3 U G6PDH
10 pl Probe

Die Messung erfolgte an einem Zweiwellenldngenfilterphotometer Sigma ZFP 22 der

Firma Sigma Instrumente GmbH (Berlin).

Alternativ wurde die Nukleotidkonzentration mittels HPLC mit UV-Detektion (HPLC-
Detektor 432, Kontron) bei 260 nm bestimmt. Als Laufmittel wurde 50 mM KH,PO, (H,SO,)
pH 3,4 mit einem Durchflu8 von 0,8 ml min” verwendet, als Trennséule diente eine Grom-Sil 120
Amino-2 PA, 5 pm, 250%4,6 mm (Grom, Herrenberg). Das empfangene Signal wurde mit dem

Datensystem D 450 (Kontron) ausgewertet.

2.6.3 Bestimmung der stickstoffhaltigen Verbindungen

2.6.3.1 Freie Aminosiuren

Das frische Pflanzenmaterial wurde gemdrsert und nach Zugabe von 80 % Aceton (v/v)
weiter zerkleinert. Um die Proteine durch Fillung aus dem Extrakt zu entfernen, wurde es
30 Minuten bei 4 °C inkubiert und danach zentrifugiert. Da Aceton die Messung stéren wiirde,
entfernte man dieses Losungsmittel durch Einblasen von Prefluft aus dem Extrakt. Die Exsudate

wurden nach Verdiinnung direkt fiir die Messung eingesetzt.

Der wissrige Uberstand der zentrifugierten Proben bzw. die Exsudate wurden fiir die
Aminosdurebestimmung mit der HPLC-Methode nach Schurr und Gebauer (1989) verwendet.
Dieser Nachweis der freien Aminosduren beruht auf der Bildung von fluoreszierenden Derivaten
durch Umsetzung der primdren Aminogruppen mit o-Phthalsduredialdehyd (OPA). Die Messung
erfolgte mittels eines Fluorometers SFM 25 (Kontron, Eching). Die Auslosung der Derivatbildung
erfolgte durch einen automatischen Probengeber (Autosampler 460, Kontron), der in 40 ul Probe
jeweils 80 pl Derivatisierungsreagenz injizierte. Nach 2miniitiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden 40 pl der derivatisierten Probe auf eine Trennsdule (Sperisorb ODS 11,
5 pm, 250*4,6 mm, Muder & Wochele, Berlin) aufgetragen, die im Fluorometer ankommenden
Fluoreszenzsignale mit einem digitalen Datensystem (D450, Kontron) erfat und mit einem

Aminosdurenstandard bekannter Konzentration geeicht.
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Bedingungen der Aminosiurenanalyse:

Derivatisierung:

Zur Derivatisierung wurde ein Gemisch aus Reagenz A und B im Verhéltnis 50:3 verwendet.

A: 99 g Borsdure, 52 g KOH in 1 1 H,O pH 10,5 + 2 ml Brij35 (Polyethylenglycoldodecylether)
B: 800 mg o-Phthalséuredialdehyd in 10 ml Ethanol + 2 ml Mercaptoethanol

Trennbedingungen:

Die FluBrate betrug 1 ml min'!, zusammengesetzt aus verinderlichen Anteilen von Laufmittel A und B. Der
Gradient gibt jeweils den Anteil von B an.

A: 50 mM Na-acetat (H;PO,) pH 6,8, 1,5 % Tetrahydrofuran (THF)
B: 97 % Methanol, 3 % THF

Gradient:
0 - 12 min: von 0 auf 15 % B (linear)
12 - 65 min: von 15 auf 50 % B (linear)
65 - 67 min: 100 % B
67 - 69 min: von 100 % auf 10 % B (linear)
69 - 70 min: 10% B

Nachweisbedingungen:

Excitationswellenldnge: 340 nm
Emissionswellenldnge: 455 nm

2.6.3.2 Nitrat

Schockgefrorenes und anschlieBend getrocknetes Pflanzenmaterial wurde gemdrsert und
nach Zugabe von bidestilliertem Wasser weiter zerkleinert. Darauffolgend inkubierte man den
Extrakt 10 min lang bei 95°C und zentrifugierte. Ein Aliquot des Uberstands wurde zur Messung
herangezogen. Die Exsudate setzte man nach Verdiinnung direkt in die Messung ein. Bestimmt
wurde die Nitratkonzentration mittels Anionenaustausch-HPLC nach Thayer und Huffaken (1980)
mit UV-Detektion (HPLC-Detektor 432, Kontron) bei 210nm. Als Laufmittel diente
45 mM KH,PO, (H,SO,) pH 2,7 bei einer DurchfluBrate von 2 ml min’!. Die Trennphase basierte
auf Kieselgel (Grom-Sil 120 ODS-5 ST, 5um; Grom, Herrenberg). Das empfangene Signal wurde

mit dem Datensystem D450 (Kontron) ausgewertet.

2.6.4 Messung von Kohlenstoff und Stickstoff

Kohlenstoff- und Stickstoffgesamtwerte wurden mit Hilfe eines C/N-Analysators (ANA
1500, Carlo Erba instrumentazioni, Italien) gemessen. Der Analyse liegt eine Verbrennung in
reinem Sauerstoff zugrunde. Dazu wurden 2 bis 4 mg des getrockneten bzw. 2 bis 5 ul des
gefriergetrockneten Materials in Zinnhiitchen (Lydi, Schweiz) eingewogen. Als Standard wurde
Atropin (4,84 % N; 70,56 % C) verwendet. Die Detektion der ’N-Signale erfolgte mit einem
Massenspektrometer der Firma Finnigan MAT Delta D (Bremen).
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2.6.5 Bestimmung von Kalium, Phosphor, Schwefel und Natrium

Nach der Methode von Schramel et al. (1980) wurden Gewebeteile unter Druck naf3
verascht. Dazu wurden 0,1 bis 0,3 g frisches Pflanzenmaterial in die speziell fiir die Apparatur
gefertigten QuarzaufschluBBglaser eingewogen und mit 1 ml 65 % HNO; versetzt. AnschlieBend
wurden die Gladser im Teflongefall verschlossen und bei 170 °C sechs bis zehn Stunden bei 100 bis
120kPa in einer DruckaufschluBapparatur (AufschluBBtechnik Seif, UnterschleiBheim)
aufgeschlossen. Die Quantifizierung in der DruckaufschluBlésung erfolgte mit Hilfe eines
Atomemissionsspektrometers mit induktiv gekoppelten Plasma-MS (ICP-MS, Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry) der Firma GBC Integra (Australien) am Bayreuther Institut fiir
Terrestrische Okosystemforschung (BITOK). Der Nachweis der Elemente im Siebrohren- und
Wurzeldruckexsudat erfolgte mittels Atomabsorptions-Spektroskopie (AAS, Perkin Elmer 5000,

Perkin Elmer, USA) oder mittels Atomemissionsspektrometrie (s.0.).

2.6.6 Quantifizierung des freien Phosphats

Das frische Pflanzenmaterial wurden gemdrsert, mit bidestilliertem Wasser versetzt und
10 min lang bei 95°C extrahiert. Danach wurde der Rohextrakt zentrifugiert. Ein Aliquot des
Uberstands wurde zur Bestimmung des wasserextrahierbaren Phosphatanteils herangezogen. Die
Exsudate wurden nach Verdiinnung direkt in die Messung eingesetzt. Der Phosphat-Nachweis
erfolgte nach der Methode von Ames (1966) photometrisch, wobei das Phosphat mit Molybdat
einen Komplex bildet und dieser anschlieBend durch Ascorbinsdure reduziert wird. Die Extinktion
des reduzierten Komplexes wurde bei 820 nm ermittelt. Die Messung erfolgte an einem
Spektralphotometer der Marke LKB Biochrom Ultraspec II (Pharmacia Biosystems, Freiburg).

2.6.7 Quantifizierung des freien Sulfats

Wie bei der Phosphat-Bestimmung wurde das frische Pflanzenmaterial gemorsert, mit
bidestilliertem Wasser versetzt und 10 min lang bei 95°C extrahiert. Danach wurde der Rohextrakt
zentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstands wurde zur Messung des wasserextrahierbaren Sulfats
herangezogen. Die Exsudate wurden nach Verdiinnung direkt in die Bestimmung eingesetzt.
Ermittelt wurde die Sulfatkonzentration mittels Anionenaustausch-HPLC mit Leitfahigkeits-
Detektion (Ion-Analyzer, Wescan, USA). Als Laufmittel diente 4 mM Phthalsdure(Kaliumphthalat)
pH 2,7 mit einem Durchflu von 3,4 ml min" verwendet. Die Trennphase basierte auf Kieselgel
(Trennséule Typ 302.J.C., Vydac, USA). Das empfangene Signal wurde mit dem Datensystem
D 450 (Kontron) ausgewertet.
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2.7 Aufnahme- und Effluxmessungen

2.7.1 Bestimmung der unidirektionalen Stoffaufnahme in die Keimblitter

Die Inkubation zur Etablierung der steady state-Bedingungen erfolgte wie in Abschnitt
2.3.1 beschrieben. Nachdem die steady state-Situation erreicht war, startete man die Messung der
unidirektionalen Aufnahme in den Symplasten der Keimblatter durch Zugabe der jeweiligen
markierten Substanz. Dazu wurde in definierten Zeitrdumen zur Erstellung einer Kinetik eine
Pflanze entnommen und dreimal zwei Minuten in frischem unmarkiertem Inkubationsmedium
gewaschen. Danach tupfte man die Pflanze auf saugfihigem Papier ab, zerkleinerte das
Pflanzenmaterial und kochte es nach Zugabe von bidestilliertem Wasser 15 min lang bei 95°C. Zur
Ziahlung versetzte man die Probe mit Lumasafe Plus (Luma-LSC, Groningen) oder Rotiszint (Roth,
Karlsruhe). Die Messung der Radioaktivitit erfolgte in einem Szintillationszdhler der Firma
Packard 2500 TR (Camberra-Packard, Dreieich). Eine Unterteilung in 16sliche und unlosliche

Fraktion erbrachte keine hohere Ausbeute, deshalb wurde darauf verzichtet.

Die radioaktiven Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

C-Glutamin: Amersham Pharmacia, Braunschweig
33p-Phosphat: Nen Life Science, Koln
35S-Sulfat: Nen Life Science, Kéln

Fiir die Elemente *'Kalium, *Magnesium und **Calcium wurde das Inkubationsmedium
zur Ermittlung der Aufnahmerate herangezogen. Verfolgt wurde die Isotopenverteilung in
Abhéngigkeit von der Inkubationszeit und der Gesamtkonzentration des jeweiligen Elements. Auch
das Volumen des Inkubationsmediums und das Volumen der Keimblitter bzw. die Konzentration
in den Keimbléttern floB in die Berechnung ein. Das stabile Isotop von Kalium wurde
freundlicherweise von W. Schroder und A. Kuhn (FA Jiilich) zur Verfiigung gestellt und analysiert.
Die Bestimmung erfolgte mittels LAMMA (laser microprobe mass analyser; Kuhn et al., 1995)

und SIMS (secondary ion mass spectrometry).

2.7.2 Bestimmung der unidirektionalen Effluxrate aus den Keimbléttern

Die symplastische Effluxrate bestimmte man durch eine im Vergleich zur
Aufnahmemessung umgekehrte Markierungsfolge. Die Inkubation mit markierter Substanz zur
Etablierung der steady state-Bedingungen erfolgte wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben. Nachdem
die steady state-Situation erreicht war, wurde die Messung der unidirektionalen Effluxrate aus den
Keimblitter durch Uberfiihrung in die jeweilige nichtmarkierte Substanz gestartet. Im Abstand von
3 bis 5 Minuten wurden jeweils 100 pl des Inkubationsmediums entnommen und in die Zahlung
eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug lingstens 45 min. Man entnahm maximal drei Proben pro

Ansatz. Zur Ermittlung der Radioaktivitit wurden die Medien mit Lumasafe Plus oder Rotiszint
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versetzt und in einem Szintillationszéhler gezahlt. Die Bestimmung der Kalium-Effluxrate erfolgte
mittels LAMMA und SIMS in der FA Jilich. In die Berechnung floB das jeweilige

Isotopenverhéltnis und die bei diesen Bedingungen erzielte Aufnahme ein.

2.7.3 '>N-Nitrat-Aufnahme durch die Wurzel

Die Wurzel intakter Keimlinge wurden bis zum Erreichen einer neuen steady state-
Bedingungen in 1 mM MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und 1 mM, 3 mM oder 10 mM
Kaliumnitrat inkubiert. Nach dieser Vorinkubation erfolgte ein pulse mit 'N-markierter
Kaliumnitrat, das freundlicherweise von G. Gebauer (Universitit Bayreuth) zur Verfiigung gestellt
wurde. Die Blétter tauchten wihrend des gesamten Versuchszeitraums in eine Losung aus 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, ein. Die Ernte der Keimblatter erfolgte
nach weiteren 2 min und 4 min in unmarkierter Losung (chase). Die Analyse der Proben erfolgte
am BITOK (siehe Abschnitt 2.6.3).

2.7.4 Phosphat- und Sulfatefflux aus der Wurzel

Zur Bestimmung des Substrateffluxes {iber die Wurzel wurden die Keimblatter intakter
Keimlinge bis zum Erreichen der steady state-Bedingungen in markierter Losung vorinkubiert. Die
Wurzel tauchte wihrend dieser Zeit in unmarkiertes Medium ein (Zusammensetzung vgl. Abschnitt
2.3.1). Danach iiberfiihrte man die Wurzel in neues unmarkiertes Medium (20 ml), an den
Keimblittern wurde weiterhin markiertes Substrat angeboten. In den nichsten 6 Stunden entnahm
man in definierten Zeitabstdnden jeweils 200 pl des Wurzelmediums. Zur Zahlung versetzte man
die Probe mit Lumasafe Plus oder Rotiszint. Die Messung der Radioaktivitit erfolgte in einem
Szintillationszdhler Abschnitt 2.7.1). Es wurde davon ausgegangen, dal3 es sich bei der aus der
Wurzel austretenden Markierung um die an den Keimblittern angebotene markierte Substanz
handelt.

2.8 Lokalisierung verschiedener Elemente in den Keimblittern

Um Aufschliisse iiber den Stofftransport durch die Keimblatter zu erhalten, wurde die
zellulére, extrazelluldre und subzelluldre Verteilung der Elemente Kalium, Phosphor, Magnesium,

Calcium und Schwefel in den vom Endosperm umgebenen Keimbléttern untersucht.

Das in kleine Abschnitte geschnittene Pflanzenmaterial wurde in Isopentan
schockgefroren und mit fliissigem N, oder Propan/Isopentan gekiihlt (Rick et al., 1982). Danach
wurde das Gewebe bei 228 K 48 h lang gefriergetrocknet und iiber 16 h hinweg auf 293 K
aufgetaut. Die Infiltration mit Ether erfolgte nach der bei Fritz (1980) beschriebenen Methode der
vacuum-pressure-infiltration. Fiir die Einbettung in Kunststoff wihlte man Styrol-Methylacrylat
(Mohr und Cocking, 1968). Die Mischung setzte sich zusammen aus: 50 ml Styrol, 50 ml Butyl-
methylacrylat (Merck, Darmstadt) und 0,5-0,75 g Benzylperoxid, das mit 50 % Phthalat
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(Petrochemie, Hollriegelskreuth) stabilisiert wurde. Die Polymerisation fand bei 333 K (7 Tage)
oder 313 K (10-12 Tage) statt.

Die Einbettung erfolgte nach folgendem Schema:

Ether/Kunststoff 1:1 3h
Ether/Kunststoff 1:3 3h
Kunststoff 24h+24h

Die Analyse erfolgte in einem Philips EM 420 mit einem EDXA-System 9100. Der
Durchmesser der untersuchten Fliche betrug 1 mm (intrazellulédr) oder 250 nm im Zellwandraum
(Fritz, 1989). Zur Quantifizierung des Elementvorkommens dienten Agar-Standards. 5 % Agar
(Difco Bacto-Agar, Difco-Laboratories, Detroit) wurde in bidest. Wasser bei Raumtemperatur
suspendiert. Um ionische Verunreinigungen zu entfernen, wechselte man das Wasser mehrmals.
Danach wurde die Agar-Suspension erwdrmt und zum Ldsen der Salze benutzt. Mit den so
gewonnenen Agarblocken wurde im Weiteren, wie oben beschrieben, verfahren. Durch Messung
des peak-continuum-Verhdltnisses konnte die im MeBbereich auftretende Elementkonzentration
quantifiziert werden (Fritz und Jentschke, 1994).



3  Ergebnisse

Die stoffliche Zusammensetzung der Apoplastenlosung ist keine unabhingige Grofe. Sie
ist Ausgangs- und Endpunkt mehrerer, in gegensitzliche Richtungen verlaufender Fliisse. Dabei
handelt es sich um die Aufnahme und die Abgabe aus Parenchymzellen, die Beladung und die
Entladung des Phloems und die Wasser- und die Stofffliisse im Apoplasten einschlieBlich des
Xylems. Diese Vorginge stehen in enger Wechselwirkung zueinander, wobei sich der
Blattapoplast im Mittelpunkt dieser Fliisse befindet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es diese
Niéhrstofftliisse zwischen Blattapoplast, Blattgewebe, Phloem und Xylem zu messen und zu
bilanzieren. Von Interesse waren die Substrate Kohlenstoff in Form von Saccharose, Stickstoff
(Glutamin), Kalium-Ionen, Phosphat und Sulfat. Als Versuchsobjekt diente der sechs Tage alte

Ricinuskeimling.

3.1 Methodischer Ansatz

Wird der Keimling auf ndhrstofffreiem Medium (Ausnahme: CaCl,; Abschnitt 2.2.1;
Zhong et al., 1998) angezogen, ist er ausschlieBlich auf die vom Endosperm bereitgestellten
Substrate angewiesen. Nach Mobilisierung aus diesem Niahrgewebe erreichen alle Stoffe auf
apoplastischem Wege die Keimblatter. Das Endosperm 146t sich leicht abpréparieren. Somit kann
die stoffliche Zusammensetzung der Apoplastenlésung manipuliert werden. Diese Eigenschaften
wurde zur Quantifizierung der Wechselwirkungen einer definierten apoplastischen Konzentration
mit den Konzentrationen bzw. den Fliissen innerhalb des Phloems und Xylems ausgenutzt (sieche
Abschnitt 1.7). Dazu mull sich das System im Zustand eines Flieigleichgewichtes befinden. Da
keinerlei Kenntnisse iiber die Néhrstoffsituation unter steady state-Bedingungen vorlagen, wurde
in den einzelnen Abschnitten detailliert auf die Etablierung dieses Gleichgewichtes eingegangen.
Erst danach lieB sich die unidirektionale Aufnahme in die Keimblétter und die unidirektionale

Effluxrate aus den Zellen der Keimblatter bestimmen.

3.1.1 Abschitzung der in vivo-Situation im apoplastischen Raum

Die Substratkonzentrationen in der kiinstlichen Apoplastenlésung (externe Bedingungen)
wurden so gewdhlt, daB3 sie um die vermeintliche in vivo-Konzentration im apoplastischen Raum
zwischen der Unterseite der Keimblatter und dem Endosperm kreisen (Tab. 3.1.1; Zhong, 1994).
Zur Abschitzung der natiirlichen Situation wurde die Konzentration des jeweiligen Substrates im
Siebrohrenexsudat nach Inkubation in néhrstofffreiem Medium, bei Keimlingen mit Endosperm

und nach Substratzugabe verglichen.
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Fiir Kalium ging man von einer freien Konzentration von 1 mM aus, bei Sulfat von
anndhernd 5 mM. Ein interessantes Verhalten zeigte Phosphat. Die Konzentration im
Siebrohrenexsudats der inkubierten Keimlinge iibertraf in allen Fillen diejenige der
Ausgangsbedingung. Es wurde im Folgenden von 2 mM externem Phosphat ausgegangen. Fiir
Saccharose erwartete man anhand der Analyse des Endospermhdutchens eine in vivo-
Konzentration von 70-90 mM (Komor, 1977). Basierend auf Versuchen von Orlich (1998) wurden
100 mM Saccharose eingesetzt, zum Vergleich dienten 10 und 300 mM (siche Abschnitt 3.2). Bei
Glutamin ging man von einer apoplastischen Konzentration zwischen 3 und 10 mM aus (Schobert

und Komor, 1989; Komor, personliche Mitteilung).

Tab. 3.1.1 Abschitzung der freien Substratkonzentration im apoplastischen Raum zwischen dem Endosperm
und der Unterseite der Keimblatter sechs Tage alter Ricinuskeimlinge. Es wurde die Konzentration im
Siebrohrenexsudat von Keimlingen mit Endosperm und inkubierten Keimlingen (3h Vorinkubation,
1h Dauerexsudation) verglichen. Die Konzentration der eingesetzten Substrate betrug 10 mM (Puffer: 5 mM
MES(KOH bzw. NaOH) pH 5,5) (n=4).

Konzentrationen im Siebrohrenexsudat [mM]

externe Bedingungen Kalium-Ionen Phosphat® Sulfat°®
Puffer 35,50 £9,01 9,56 £ 1,24 1,00 £ 0,37
mit Endosperm 44,40 £ 7,25 7,30 £ 1,19 1,90 + 0,30
10 mM Substrat 60 15 7

(nach Zhong, 1994)

*unter Berilicksichtigung des negativen Effekts einer erhohten Konzentration auf den Volumenfluf
(Kallarackal et al., 1989)

°unter Beriicksichtigung, dall ca. 50 % P bzw. S in organischer Form transportiert werden (Komor et al.,
1996)

3.1.2 Konzentrationen und Volumenflufiraten im Phloem

Bislang wurde v.a. das Siebrohrenexsudat von Keimlingen nach Dauerexsudation
untersucht. Dabei konnte Zhong (1994) zeigen, dal3 es dabei zu einer zeitabhingigen Verdnderung
des Volumenflusses und der Substratkonzentration im Phloem kommen kann. Dieser Effekt trat in
Abhéngigkeit vom Stoffangebot z.T. schon nach 1 bis 2 Stunden auf. Fiir Glutamin konnte dies
spétestens nach einstiindiger Exsudation gezeigt werden (Schobert und Komor, 1989). Desweiteren
war bekannt, dal Kalium-Ionen einen negativen Effekt auf den VolumenfluB im Phloem haben
(Kallarackal et al., 1989). Die Zeitabhingigkeit der Phosphat- und Sulfatkonzentration im
Siebrohrenexsudat ist in Tab. 3.1.2 dargestellt.
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Tab. 3.1.2 Phosphat- und Sulfatkonzentration im Siebrohrenexsudat bei sechs Tage alten Ricinuskeimlingen,
die mit dem Endosperm exsudierten. Es sind Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n=6).

Exsudationszeit [min] Konzentrationen im Siebrohrenexsudat [mM] Volumenfluf}
Phosphat Sulfat [ul x h" x Keimling™|

20 7,23 +£291 1,78 +£ 0,31 32,70 £ 7,20

60 7,93 +3,02 1,41 £0,38 26,40 + 8,00

80 9,32+ 1,07 2,07 +£0,36 20,30+ 7,40

120 11,05+ 1,83 3,14+ 0,53 16,20 + 3,90

3.1.3 Zirkulation zwischen Phloem und Xylem

Stoffzirkulation in Pflanzen ist schwer nachweisbar. Dafiir ist eine gleichzeitige Messung
des Massenflusses im Xylem und Phloem an einer definierten Stelle der Pflanze notwendig. Eine
zuverldssige Messung der FluBgeschwindigkeiten im Xylem und im Phloem, die fiir die
Berechnung der Massenflu3raten bendtigt wird, ist bislang nur begrenzt moglich. Eine Losung fiir
dieses Problem liefern nicht-invasive NMR-Messungen (Kdckenberger et al., 1997) oder auch
Systeme, die positronen-emittierende Tracer abbilden (Hayashi ez al., 1997). Nicht-invasive 'H-
NMR-Messungen an Ricinuskeimlingen zur Quantifizierung der Wasserfliisse lagen vor
(Kockenberger et al., 1997; Phloem: 17 pl x h™' x Keimling™ und Xylem: 35 pl x h”' x Keimling™).
Sie sind den in vivo-FluBraten gleichzusetzen, da hierfiir am Keimling nicht manipuliert werden
mufite. Durch Exsudation gewonnene Volumenfluiraten konnten nun mit den in vivo-NMR-

Messungen verglichen werden.

3.1.3.1 VolumenflufBiraten im Xylem

Besonders wichtig war die Betrachtung der Xylemfliisse. Die in Abschnitt 2.4.2
beschriebene Methode zur Gewinnung von Wurzeldruckexsudat wurde fiir die Quantifizierung
einer potentiellen Nahrstoffzirkulation neu entwickelt. Ublicherweise ging man so vor, da man
alle Xylemgefde an der Basis der Hypokotyls vollstindig durchtrennte. Es werden alle
8 Leitbilindel gedffnet, nach keilformige Einschneiden lag die Anzahl der offenen Leitbiindel
zwischen 3 und 4. D.h. mindestens 4 der Phloemstrénge blieben intakt. Die Probenahme erfolgte

jeweils im apikalen Bereich knapp oberhalb des Hypokotylhakens.
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Tab. 3.1.3 Abhingigkeit der Volumenflufrate des Xylems von der Methode, dem Ort der Exsudatgewinnung
und dem Substratangebot an den Keimbléttern bei sechs Tage alten Ricinuskeimlingen. Die Inkubationszeit
vor der Exsudatnahme betrug 6 Stunden. Es sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben
(Inkubationsbedingungen siche Abschnitt 2.3.1) (n=5).

VolumenfluBiraten des Xylems
[nlx h" x Keimling™]

basales Hypokotyl (ganz durchgetrennt)

mit Endosperm 81+ 1,2

+ 100 mM Saccharose 27,4+ 10,1

+ 10 mM Glutamin 23,5+ 5,6
apikales Hypokotyl (ganz durchgetrennt)

mit Endosperm 46,4+ 5,6

+ 2 mM Phosphat 48,7+ 8,4

+ 10 mM Glutamin 47,4+ 5,7

apikales Hypokotyl (keilformig eingeschnitten)
mit Endosperm* 459+ 6,3

* siche Abschnitt 3.2 bis 3.5

In Tab. 3.1.3 ist gezeigt, daB es erhebliche Diskrepanzen zwischen den VolumenfluBraten
ermittelt am basalen Hypokotyl, knapp oberhalb der Wurzel, und den Fliissen im apikalen
Hypokotyl, nahe der Verdickungszone, gab. Im basalen Hypokotyl bestanden zusitzlich noch
Unterschiede zwischen den mit Endosperm exsudierenden Keimlingen und den inkubierten
Keimlingen. Die fiir das apikale Hypokotyl beschriebenen Raten unterschieden sich nicht. Als
bevorzugter Ort fiir die Gewinnung der Wurzeldruckexsudate wurde das apikale Hypokotyl
gewihlt. Nur durch die gleichen Ort der Probenahme ist die exakte Messung der MassenfluBBraten
im Xylem und im Phloem zur Quantifizierung der Stoffzirkulation mdglich. Auf die Besonderheit

des keilformigen Einschnittes geht der ndchsten Abschnitt ein.

3.1.3.2 Verunreinigungen im Wurzeldruckexsudat

Orlich (1998) verwendete die ATP-Konzentration des Siebrohrenexsudats als Marker fiir
die Gesundheit der Keimlinge. Wie bei Keimlingen mit Endosperm fand man auch bei den
saccharose-inkubierten Keimlingen bis zu 1,5 mM ATP im Exsudat. Der Stoffwechsel in den
Keimlingen scheint durch die Inkubation nicht wesentlich gestort worden zu sein. Die ATP kann
aber nicht nur als Marker fiir die Vitalitdt der Keimlinge verwendet werden, es kann auch zum
Nachweis von Verunreinigungen im Wurzeldruckexsudat dienen. Die Moglichkeit der
Kontamination mit Siebrohreninhalt muf3 beriicksichtigt werden, da es bei Ricinus communis L.
nach Offnen nicht zum VerschluB der Siebrohren kommt. Die ATP-Konzentration wurde als
Marker gewihlt, da ATP im Siebrohrenexsudat, aber nicht im Xylemsaft (Wurzeldruckexsudat)
vorkommt (Hall und Baker, 1972). Im Siebréhrenexsudat von sechs Tage alten Keimlingen mit
Endosperm (n=10) wurden zwischen 0,90 und 1,5 mM ATP gefunden, im Wurzeldruckexsudat
(n=10) 5 bis 10puM ATP. Das gesammelte Wurzeldruckexsudat enthielt ca. 1 %

Siebrohrenexsudat. In den nach vollstindigem Durchtrennen des Hypokotyl gewonnenen
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Wurzeldruckexsudat fand man bis zu 120 uM ATP, es war somit in erheblichem stirkeren Mal3e

verunreinigt.

Abb. 3.1.1 Gewinnung von Wurzeldruckexsudat nach Anschneiden des Hypokotyls.
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3.2 Ferntransport von kohlenstoff- und stickstoffhaltigen Substraten

Das Endosperm ist reich an Proteinen. Diese werden nach Spaltung in ihre Aminosduren
in den apoplastischen Raum zwischen der Unterseite der Keimblétter und dem Endosperm
abgegeben und von dort in die Keimblitter aufgenommen (Robinson und Beevers, 1981a,b). Es
bestehen zwischen den verschiedenen Aminosduren Unterschiede in der Effizienz der Aufnahme in
die Keimblétter und der Phloembeladung (Schobert und Komor, 1989). Im Phloem iiberwiegen die
freien Aminoséuren alle anderen stickstoffhaltigen Verbindungen. Bei allen Pflanzen, bei denen
bislang die Zusammensetzung des Siebrohreninhalts analysiert werden konnte, wurden Glutamin
und/oder Asparagin als dominante Stickstofftransportformen gefunden (Weibull er al., 1990;
Winter et al., 1992; Lohaus et al., 1998). Im Siebrohrenexsudat von Ricinuskeimlingen mit
Endosperm findet man ca. 100 mM Aminosduren, wobei das zwei N-tragende Glutamin mit einem
Anteil von ca. 50 % dazu beitrigt (Schobert und Komor, 1989).

3.2.1 Glutamintransport nach Equilibrierung iiber den Keimblattapoplasten

Um Informationen iiber den Glutamintransport im Keimling zu erhalten, wurden die
neuen steady state-Bedingungen fiir unterschiedliche apoplastische Konzentrationen (in den
Keimblittern, in den Siebrohren und im Xylem) etabliert. Unter natiirlichen Bedingungen scheint
die Konzentration im apoplastischen Raum zwischen der Unterseite der Keimblitter und dem
Endosperm einen Wert zwischen 3 mM (Schobert und Komor, 1989) und 10 mM (Komor,
personliche Mitteilung) zu erreichen. Aus diesem Grund wurde der kiinstlichen Apoplastenlosung
zundchst 10 mM Glutamin zugegeben. Als Vergleich dienten 3 mM und 50 mM Glutamin.
Desweiteren wurde die Glutaminaufnahme in die Keimbldtter und der Efflux aus den

Parenchymzellen in Abhéngigkeit vom externen Angebot bestimmit.

3.2.1.1 Konzentration in den Keimbléittern und im Siebrohrenexsudat

Die Glutaminkonzentration in den vom Endosperm umgebenen Keimblittern betrug
146,2 £ 18 mM, im Siebrohrenexsudat 44,3 £ 5 mM. Wurde der Keimblattapoplast an intakten
Keimlingen in 3 mM bzw. 10 mM Glutamin equilibriert (Abb. 3.2.1), reduzierte sich die
Konzentration in den Keimbléttern im Laufe der ersten 6 Stunden deutlich. Wéhrend sie sich bei
der niedrigen apoplastischen Konzentration auf diesem geringen Niveau einpendelte, stieg sie bei
10 mM externem Glutamin erneut an. Nach 8 Stunden war die in vivo-Konzentration wieder
erreicht. Dies diente als Hinweis dafiir, daB8 die Glutaminkonzentration im apoplastischen Raum
zwischen Endosperm und Keimblittern anndhernd 10 mM betrdgt. Nach Transfer in 50 mM
Glutamin verdoppelte sich die Glutaminkonzentration der Keimblétter schon nach kurzer Zeit. Der
EinfluB} des externen Glutamins auf das Siebrohrenexsudat war bei 3 mM gering. 10 mM Glutamin
lieBen die Glutaminkonzentration im Exsudat leicht, 50 mM Glutamin sogar drastisch ansteigen
(Abb. 3.2.1).
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Abb. 3.2.1 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Glutamin in den Keimblattern
und im Siebrohrenexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblatter intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und
Glutamin in den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl,
ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die
Exsudationszeit betrug 15 min. Die Konzentration in den Keimbléttern wurde aus dem Glutamingehalt unter
Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % berechnet. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm.
Die Balken reprasentieren Standardabweichungen (n>3).

3.2.1.2 Gradienten zwischen Apoplast, Symplast und Phloem

Uberall dort wo der Apoplast als Kompartiment am Transport beteiligt ist, kann durch die
Aufnahmeaktivitdt in die Zellen die Verteilung der Stoffe in den Geweben reguliert werden. Im
folgenden Abschnitt wird auf die transmembranen Konzentrationsgradienten (Abb. 3.2.2) und die
Akkumulationsfaktoren in Abhédngigkeit von der apoplastischen Konzentration (Tab. 3.2.1)
eingegangen.
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Abb. 3.2.2 Vergleich der steady state-Konzentrationen im Medium (kiinstliche Apoplastenldsung), in den
Keimbléttern und im Siebréhrenexsudat nach Inkubation der Keimblétter in 3 mM, 10 mM und 50 mM
Glutamin. Die Konzentration in den Keimbléttern wurde aus dem Glutamingehalt unter Beriicksichtigung
des Wasseranteils von 55 % errechnet.

Verfolgt man den Weg des Glutamins vom apoplastischen Raum zwischen dem
Endosperm und den Keimblittern, in die Keimblétter und auf dem weiteren Wege ins Phloem,
kann man feststellen, da3 es zu einer Anreicherung von Glutamin zwischen den Keimbléttern und
dem Medium (kiinstliche Apoplastenlosung) aber auch zwischen dem Phloem und dem Medium
kam. Die intrazellulire Konzentration der Keimblitter {ibertraf in allen drei Fillen die
apoplastische Konzentration deutlich. Der Anreicherungsfaktor zwischen den Keimbléttern und
dem Apoplast (Medium) fiel jedoch von 10 bzw. 12 auf ungefihr 5. Auch der Unterschied
zwischen Phloem und Medium verringerte sich mit steigendem Angebot von 9 auf 2.

Tab. 3.2.1 Akkumulationsfaktoren unter steady state-Bedingungen fiir Glutamin zwischen dem Medium
(kiinstliche Apoplastenldosung), den Keimbldttern und dem Siebrohrenexsudat nach Inkubation der
Keimblatter intakter Keimlingen, die in 3 mM, 10 mM oder 50 mM Glutamin. Die Konzentration in den
Keimblattern wurde aus dem Glutamingehalt unter Berticksichtigung des Wasseranteils von 55 % errechnet.

externe Bedingungen Keimblitter Siebrohrenexsudat
Medium Medium
3 mM Glutamin 10 9
10 mM Glutamin 12 6

50 mM Glutamin 5 2
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3.2.1.3 Glutamin-MassenfluBiraten in Phloem und Xylem

Durch die Kenntnis der Stoffkonzentration im Exsudat und durch die Quantifizierung des
pro Zeiteinheit austretenden Exsudatvolumens, war es mdglich die Massenflufiraten in der
jeweiligen Leitbahn zu bestimmen. Diese stellen ein Produkt aus der Konzentration eines Stoffes
und der Volumenfluflirate dar. Aus diesem Grund ging man zunéchst auf die Abhéngigkeit der
Glutaminkonzentration im Wurzeldruckexsudat von der apoplastischen Konzentration an den
Keimbldttern eingegangen, errechnete die MassenfluBraten und verglich sie mit denen des
Phloems. So konnte die Frage beantwortet werden, ob Glutamin in Abhéngigkeit vom

apoplastischen Angebot im Ricinuskeimling zirkuliert.

Wihrend 3 mM externes Glutamin die Glutaminkonzentration des Wurzeldruckexsudat
im Vergleich zu Keimlingen mit Endosperm reduzierte, stieg sie bei den beiden anderen
apoplastischen Konzentrationen an. 50 mM externes Glutamin fiihrten sogar annéhrend zu einer
Verdreifachung (Abb. 3.2.3). Die Volumenflulrate des Phloems schwankte zwischen 13 und 17 ul
x h™! x Keimling™ (3 mM und 10 mM) und 15-18 ul x h™ x Keimling” (50 mM). Der VolumenfluB
im Xylem lag zwischen 36 und 52 ul x h™' x Keimling™'. Die VolumenfluBraten zeigten somit keine
Abhéngigkeit von der externen Glutaminkonzentration. Die Differenzen in den Glutamin-
Massenfluiraten waren allein durch die unterschiedlichen Konzentrationen in der jeweiligen
Leitbahn bedingt.

Insgesamt gesehen iiberstieg nach Transfer in 3 mM apoplastischem Glutamin iiberstieg
der Phloemflufl denjenigen im Xylems. 10 mM und 50 mM Glutamin erbrachten eine Dominanz
des Xylemtransports. Es wurde jedoch nur unwesentlich mehr Glutamin pro Zeiteinheit aus dem

sink zuriick in den source translokiert (Tab. 3.2.2).
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Abb. 3.2.3 Etablierung der steady state-Situation fir die Konzentrationen von Glutamin im
Wurzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblitter intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und
Glutamin in den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl,
ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die
Exsudationszeit betrug 15 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren
Standardabweichungen (n=3).

Tab. 3.2.2 Steady state-Massenflufraten von Glutamin im Phloem und Xylem sechs Tage alter
Ricinuskeimlinge nach Inkubation der Keimblatter intakter Keimlinge fiir definierte Zeitraume in 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Glutamin in den angegebenen Konzentrationen.
Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Es sind die Mittelwerte der jeweiligen
steady state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Glutamin-MassenfluBraten [uMol x h™' x Keimling™|

externe Bedingungen Phloem Xylem

3 mM Glutamin 0,47 £ 0,08 0,37 £ 0,03
10 mM Glutamin 0,96 £ 0,03 1,01 £ 0,03
50 mM Glutamin 1,87 £ 0,04 2,03+£0,13

Es kam in Abhéngigkeit vom externen Glutaminangebot (3 mM, 10 mM und
50 mM) zur Etablierung einer neuen steady state-Situation in den Keimblaittern, im Phloem
und im Xylem. Sowohl die Keimblétter als auch das Phloem akkumulieren aktiv Glutamin
entgegen eines Konzentrationsgradienten. Das exportierte Glutamin wird kaum (3 mM) oder

nicht (10 und 50 mM apoplastisches Glutamin) im sink verbraucht, es rezirkuliert.
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Schon Schobert und Komor (1989) untersuchten die Aminosdureverteilung in den
einzelnen Geweben des Ricinuskeimlings. Sie verwendeten dazu sieben Tage alte Keimlinge. Beim
Vergleich zeigen sich deutliche quantitative Unterschiede zu den sechs Tage alten Keimlingen
(Tab. 3.2.4 und Tab. 2 Anhang). Das Aminosduremuster ist jedoch vergleichbar. Die damalige
Studie hatte das Ziel den fir die Phloembeladung verantwortlichen Mechanismus zu
charakterisieren. Glutamin z.B. wurde entlang des Transportweges vom Endosperm bis zum
Phloem angereichert. Daraus schlossen Schobert und Komor (1989) auf eine apoplastische
Beladung. Die nun erzielten Ergebnisse scheinen dem zu widersprechen, konnten auch dadurch

hervorgerufen werden, dal die maximale Aufnahme der Aminosiuren weit vor dem Tag 7 erfolgt.

3.2.1.4 Glutaminaufnahme in die Keimblitter und symplastischer Efflux

Zur Quantifizierung der Glutaminfliisse aus dem apoplastischen Raum in die Keimblétter
wurden intakte Keimlinge mit ihren Keimbléttern in 3 mM, 10 mM und 50 mM Glutamin bis zur
Etablierung der steady state-Situation vorinkubiert und dann in eine radioaktiv-markiertes
Glutamin enthaltende Losung gleicher Konzentration {iberfithrt. Nach definierten Zeitintervallen
erntete man die Keimlinge und setzte sie zur Zahlung der aufgenommenen Radioaktivitét ein. Der
lineare Bereich der Kinetik wurde ausgewertet. Durch umgekehrte Markierungsfolge bestimmte
man den unidirektionalen Efflux aus den Keimblittern in die kiinstliche, glutaminhaltige
Apoplastenlosung. Zuvor wurde die an der AuBenseite der Keimblatter und die freizugingliche
Markierung aus dem Apoplasten durch Waschen in gleichkonzentrierten Medien entfernt. Der
lineare Bereich der Kinetik wurde ausgewertet (Abschnitt 2.7.1 und 2.7.2).

Tab. 3.2.3 Unidirektionale Glutaminaufnahme und unidirektionaler —efflux unter steady state-Bedingungen
nach Inkubation der Keimblatter in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und
Glutamin in den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CacCl,
ein. Es sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n>9).

Fliisse [uMol x h™' x Keimling™|

externe Bedingungen Aufnahme Efflux

3 mM Glutamin 0,98 £ 0,13 0,07 £ 0,03
10 mM Glutamin 3,05+ 0,03 0,15+0,18
50 mM Glutamin 4,90 £ 1,43 0,69 £+ 0,09

Zwischen 3 mM und 10 mM externem Glutamin erhohte sich die Aufnahme in die
Keimblétter proportional zur apoplastischen Konzentration. Ein Transfer in 50 mM Glutamin lief3
hingegen die Aufnahmerate nicht mehr parallel zum Angebot ansteigen. Der Efflux betrug
zundchst 10 % der Aufnahme. Etwas erhoht, mit ca. 15 % der Aufnahme, war er bei 50 mM
externem Glutamin. Schon Robinson und Beevers (1981b) fanden, daf der Glutaminefflux aus den
Keimbléttern bei niedriger apoplastischer Konzentration bis zu 10 mM ungefahr 5-10 % der
Aufnahme ausmacht. Die Metabolisierung im Symplasten erfolgt, wie sie zeigen konnten, sehr
langsam. Der Km-Wert betrdgt 11 bis 12 mM, der Vmax zwischen 60-70 uMol x h™' x (gFG)"
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(ungerechnet: 4-4,5 uMol x h™' x Keimblattpaar™). Sie sprechen von einer Séttigung der Aufnahme

bei iiber 20-30 mM apoplastischem Glutamin.

Die Glutaminaufnahme in die Keimblitter war konzentrationsabhingig und
spatestens bei ca. 50 mM externem Glutamin gesittigt. Der Efflux aus dem Symplasten stieg
nicht proportional mit der apoplastischen Konzentration und war zunichst gering. Bei der
hohen apoplastischen Konzentration floB jedoch anteilig mehr Glutamin aus dem

Symplasten in den Apoplasten.

3.2.2 Auswirkungen des externen Glutamins auf den Stickstoffhaushalt

Bisher wurde ausschlieBlich der Transport der Aminosdure Glutamin betrachtet, im
Folgenden soll auch auf weitere freie Aminosduren eingegangen werden. Da der
Stickstoffmetabolismus und der —transport sehr komplex ist, werden nur auf einige Aminosduren
exemplarisch verfolgt. Es handelt sich dabei um die neutralen Aminosduren Asparagin und Alanin,
die sauren Aminosduren Glutamat, Aspartat und GABA bzw. die basische Aminosiure Arginin.
Die Aminosduren wihlte man so, dal} sie alle drei ionischen Klassen vertreten. Auch reduziertes
Glutathion spielt beim Transport von Stickstoff im Phloem eine Rolle. Natiirlich stellen
Aminosduren und Peptide nur einen Bruchteil aller stickstoffhaltigen Verbindungen in einer
Pflanze dar, aus diesem Grund ging man zusétzlich auf den der Stickstofftransport als Ganzes ein.

Desweiteren untersuchte man das Siebrohrenexsudat von adulten Pflanzen.

3.2.2.1 Freie Aminosiuren

Die Zusammensetzung der Keimblétter, des Siebrohren- und des Wurzeldruckexsudats
bei Keimlingen mit Endosperm ist in Tab. 3.2.4 dargestellt. Diese Verhéltnisse dnderten sich durch
die Equilibrierung der Keimblitter in unterschiedlichen externen Konzentrationen an Glutamin
(3 mM, 10 mM und 50 mM).

Die Aspartatkonzentration in den drei Kompartimenten nahm mit steigender
Glutaminkonzentration ab, gleiches galt fiir Glutamat (Abb. 3.2.4). Die Asparaginkonzentrationen
stieg hingegen parallel dazu an. Bei ausreichender Stickstofferndhrung dienen Asparagin und
Glutamin als geeignete N-Transportformen, bei Mangel auch Asparaginsdure und Glutaminsiure.
Reduziertes Glutathion, ein Tripeptid aus Glutamat, Glycin und Cystein, kam zu gleichen Anteilen
in den Keimblittern und im Siebréhrenexsudat vor, seine Konzentration war unabhéngig von der
apoplastischen Glutaminkonzentration. Es gelangt wahrscheinlich auf symplastischen Wege ins
Phloem und dient zum antioxidativen Schutz und als Schwefelspeicher. Im Wurzeldruckexsudat

der inkubierten Keimlinge konnte es nicht nachgewiesen werden.
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Tab. 3.2.4 Konzentrationen der freien Aminosduren in den Keimblittern, im Siebréhren- und im
Wourzeldruckexsudat von sechs Tag alten Ricinuskeimlingen mit Endosperm. Die Konzentration in den
Keimblattern wurde aus dem Gehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % errechnet. Es sind
jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n=4).

Konzentrationen [mM]

Aminosduren Keimblitter Phloem Xylem

neutral
asn 4,16 £0,73 3,96 £ 0,65 5,63 £ 0,40
ser 7,39+ 1,76 12,20 £ 0,81 9,65+ 0,73
gln 139,72 + 18,32 42,63 £ 8,82 13,99 £ 2,12
gly 6,92 +2,17 7,58 + 1,81 5,82+ 0,96
thr 15,75 £3,74 13,65 £2,85 13,75 £ 3,09
ala 5,36 £ 1,30 0,65 +0,31 1,72 £ 0,56
tyr 13,23 £ 0,36 2,08 £ 0,85 2,74 £ 0,89
met 1,75 £ 0,36 0,46 £ 0,33 1,78 £0,31
phe 5,03+£0,99 15,83 £3,97 9,18 +2,36
ile 3,60+ 0,49 16,52 £2,37 14,80 £ 2,35
leu 5,91 £ 0,88 8,48 £2,31 6,89 + 1,35

sauer und basisch
asp 4,81+0,92 3,07+ 0,56 1,37 £0,41
glu 14,05 £ 1,63 5,93 £0,94 7,23 £0,85
arg 18,24 £ 5,35 18,54 £2,25 15,81 £2,28
lys 0,85+ 0,37 18,17 £2,83 13,38 £ 1,42
gsh 2.73 £ 1,11 4,95 £ 1,00 0,53+ 0,33
GABA 6,02 £ 1,49 10,97 £3,13 8,59 £2,20
trp/val 8,76 £ 0,99 6,40 + 1,26 24,76 £ 3,83

Ublicherweise wird die Bildung von Arginin durch Stress gefordert (Stress siche
Abschnitt 3.1.2.2; Bogges, 1976; Andersen et al., 1993). Die Phloembeladung soll auf
symplastischem Wege erfolgen. Es war in relativ hohen Konzentrationen in den drei
Kompartimenten enthalten. Auch Alanin wird nach Schobert und Komor (1989) symplastisch ins
Phloem beladen und ist vermutlich zusammen mit GABA ein Abbauprodukt der Glutaminséure.
Eine Korrelation zwischen der Alanin- und der GABA-Konzentration trat v.a. in den Keimblattern
auf. Ein Zusammenhang zwischen der Alanin- und der Glutamatkonzentration konnte nicht
gefunden werden. Bisher ist die physiologische Funktion von GABA in Pflanzen noch nicht
eindeutig gekldrt. Man spricht von einer Beteiligung bei der pH-Regulation, der Entwicklung und
der Abwehr. Es konnte aber auch zur N-Speicherung beitragen (Shelp ef al., 1999). In Tieren spielt
GABA eine wichtige Rolle als Regulator von Anionen-Kanélen (Bormann, 1988).
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Abb. 3.2.4 Konzentrationen der freien Aminosduren in den Keimblittern, im Siebrohren- und im
Wourzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach 10stiindiger Inkubation der Keimbléatter
in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und 3 mM, 10 mM bzw. 50 mM
Glutamin. Die Konzentrationen in den Keimblétter wurde aus dem Gehalt unter Beriicksichtigung des
Wasseranteils von 55 % errechnet. Die Balken reprédsentieren Standardabweichungen (n=6).

3.2.2.2 Stickstofftransport

Aus den Konzentrationen der einzelnen Aminosduren wurde auf die Konzentration des in
Aminogruppen gebundenen Stickstoffs hochgerechnet. Zusétzlich wurde der Stickstoffanteil in den
einzelnen Kompartimenten bestimmt und zur besseren Vergleichbarkeit in eine Konzentration
umgerechnet, ungeachtet der Tatsache, da} Stickstoff zumindest in den Keimblattern nicht nur in
l6slicher Form vorkommt (Tab. 3.2.5).
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Nach Equilibrierung in unterschiedlichen Konzentrationen an apoplastischem Glutamin
kam es im Vergleich zu Keimlingen mit Endosperm zu einer Verdnderung des N-Transports
insgesamt. Wihrend 3 mM zu einer Verarmung an Stickstoff fiihrten, erhohten 10 mM bzw. 50
mM Glutamin die Stickstoffkonzentration der Keimblétter, des SiebrOhren- und des
Wurzeldruckexsudats. Die Verdnderungen waren fast ausschlieBlich durch die Verschiebung der
Glutaminkonzentration bedingt, zusdtzlich waren durch Vergleich der Differenzen weitere
Tendenzen erkennbar. Es kam zusétzlich zum Glutaminexport auch zu einem Export anderer N-
haltiger Verbindungen. Glutamin wurde wéhrend der Inkubation stetig metabolisiert und zwar in
organische N-Verbindungen auller Aminosduren, denn bei ausreichender Glutaminversorgung
waren prozentual weniger Aminosduren in den Keimbléttern vorhanden. Umgekehrt fand man bei
Mangelerndhrung anteilig mehr freie Aminosduren in den Keimbléttern. D.h. war mehr freies
Glutamin in den Keimblittern vorhanden wurde der Export anderer Aminosduren erh6ht. Wurde

der Aminosaureexport in den sink verringert, nahm auch der Riicktransport im Xylemtransport ab.

Tab. 3.2.5 Vergleich der Konzentrationen an Glutamin (gIn-N), Amino-N und N bei sechs Tage alten
Ricinuskeimlingen mit Endosperm und bei in 3 mM, 10 mM oder 50 mM Glutamin inkubierten Keimlingen.
Angegeben sind Mittelwerte auf 4 Messungen (Keimlinge mit Endosperm) und nach Etablierung der neuen
steady state-Bedingungen. Die Konzentrationen in den Keimblittern wurde aus dem Gehalt unter
Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % und unter der Annahme, das N nur in 16slicher Form vorliegt,
errechnet.

Konzentrationen [mM]

externe
Bedingungen mit Endosperm 3mM 10 mM 50 mM
Keimblatter
gln-N 76 52 320 538
Amino-N 337 287 389 640
N 1012 970 1200 1380
Phloem
gln-N 152 44 114 210
Amino-N 294 258 448 537
N 550 400 700 1000
Xylem
gln-N 28 16 50 88
Amino-N 206 108 190 266
N 200 120 240 330

Unabhéngig von der externen Glutaminkonzentration wurde der Stickstofftransport im
Xylem fast ausschlieBlich durch Aminoséuren getragen. Im Phloem wurde N nur zu 60 % in Form
von freien Aminosduren translokiert. Einige der bislang im Phloem gefundenen N-haltigen
Substanzen sind in Tab. 3.2.6 aufgelistet. Auflerdem kommen im Siebrohrenexsudat noch
Hormone, Alkaloide, RNA und Glucosamine vor (Abschnitt 1.3). Es mufl aber noch weitere,
unidentifizierte N-Quellen geben. Moglicherweise handelt es sich dabei um Purin- und

Pyrimidinbasen, deren Stoffwechsel eng mit dem von Glutamin verbunden ist und die zusammen
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mit Nukleosiden reichlich aus dem Endosperm mobilisiert werden (Langenberger, 1994; Kombrink
und Beevers, 1983).

Tab. 3.2.6 Konzentrationen, berechnet auf der Basis der N-Atome, einiger stickstoffhaltigen Substanzen im
Phloem von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen mit Endosperm.

20 mM N Prolin Schobert, 1988

48 mM N Ricinin Holfelder et al., 1998
5mMN ATP siehe Abschnitt 3.1
4 mM N Polyamine Antognoni et al., 1998
SmMN Nukleotide Lehmann, 1981
2mMN Proteine Sakuth et al., 1993

Insgesamt bedeutet dies, da3 die Keimblétter unabhingig vom externen Glutaminangebot
netto Stickstoff verloren. Nach Transfer in 3 mM kehrte nur ungefdhr 1/3 des exportierten
Stickstoffs, v.a. in Form von Aminosduren, in die Keimblétter zuriick. Bei den beiden anderen
apoplastischen Konzentrationen annéhernd 70 % bis 80 % (Tab. 3.2.7).

Tab. 3.2.7 Steady state-Massenflufiraten von Stickstoff im Phloem und Xylem sechs Tage alter
Ricinuskeimlinge nach Inkubation der Keimblétter intakter Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Glutamin in den angegebenen Konzentrationen.
Die Wurzeln tauchten wahrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Es sind die Mittelwerte der jeweiligen
steady state-Situationen und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

N-Massenflufiraten [uMol x h” x Keimling™]

externe Bedingungen Phloem Xylem
3 mM Glutamin 14,6 £2,0 58+1,1

10 mM Glutamin 16,8 £2,5 11,5+14

50 mM Glutamin 18,4+£25 15,2 +2,1

3.2.2.3 Freie Aminosiduren im Siebrohrenexsudat adulter Ricinuspflanzen

In den Keimlingen zirkulieren groe Mengen an reduziertem Stickstoff. Die
Substrataufnahme erfolgt iiber die Keimblatter, der Export in den sink liber das Phloem. Die nicht
quantitativ im sink verbrauchten Substrate wurden, wie gezeigt, iiber das Xylem zuriick in die
Keimblétter importiert. Anders verhilt es sich bei adulten Pflanzen, diese nehmen N {iblicherweise
als Nitrat oder Ammonium iiber die Wurzel auf. Wahrend Ammonium direkt in den Stoffwechsel
einflieBt, muf} Nitrat zuerst reduziert werden. Die Synthese zu Aminoséduren bzw. die Reduktion
und der nachfolgende Einbau in organische Verbindungen kann sowohl in der Wurzel als auch in
den Blittern erfolgen. Eine Zirkulation {iber das Phloem ist denkbar. Die Vermutung scheint
bestitigt, da die Konzentrationen der einzelnen Aminosduren, insbesondere Glutamin, im
Siebrohrenexsudat sehr hoch waren (Tab. 3.2.8; Xylem vgl. Schurr, 1991). Eine Aussage tiber die

MassenfluBraten ist nicht moglich, da FluBmessungen bislang fehlen. Die Nitratkonzentration
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betrug durchschnittlich 2,80 mM. Der Stickstoffanteil lag bei ca. 4,40 %. Die Exsudatnahme
erfolgte in der Mitte der Lichtphase.

Tab. 3.2.8 Aminosduren im Siebrohrenexsudat 30 Tage alter Ricinuspflanzen. Die Pflanzen wurden nach
dem sechsten Tag in die Klimakammer transferiert. Die Erndhrung der Pflanzen erfolgte ab Tag 7 mit
ammoniumnitrathaltiger Néhrlosung. Es sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben
(n=6).

Konzentrationen [mM]
Mittel- Standard-
wert abweichung
gsh 3,15 1,05
asp 5,07 1,04
glu 10,85 2,00
asn 2,59 0,54
ser 6,42 1,02
gln 89,33 36,75
gly 6,92 2,17
thr 11,38 3,26
arg 13,51 3,61
ala 19,07 3,34
GABA 5,67 1,48
tyr 5,66 0,76
met 2,77 0,99
phe 2,41 0,80
ile 4,81 0,97
leu 6,09 1,99
lys 0,42 0,28

3.2.3 Vergleich des Ferntransports stickstoffhaltiger Verbindungen mit dem

Ferntransport von Saccharose

Das Element Kohlenstoff wird im Ricinuskeimling v.a. in Form von Saccharose, in
geringerem Anteil auch durch Aminosduren translokiert (Komor et al., 1996). Obwohl am
Saccharosetransport bereits intensiv geforscht wurde (Kallarackal et al., 1989; Orlich und Komor,
1992; Kockenberger, 1995; Orlich, 1998), lag bislang noch keine Bilanzierung der Fliisse durch
den Blattapoplasten vor. Eine besonders detaillierte Beschreibung des Saccharosestatus der
Keimblitter, des Phloemexports und der unidirektionalen Aufnahme in den Symplasten der
Keimblatter wurden von Orlich (1998) durchgefiihrt. Hierzu inkubierte man intakte Keimlinge mit
ihren Keimblittern in 10 mM, 100 mM und 300 mM Saccharose.
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Zuckertransport im Xylem

Um eine mogliche Rezirkulation von Kohlenhydraten liber das Xylem zuriick in den
Blattapoplasten zu quantifizieren, wurde die Konzentrationen der loslichen Zucker im
Wurzeldruckexsudat gemessen, das pro Zeiteinheit austretende Exsudatvolumen bestimmt und die
Massenflufirate errechnet. Zur Etablierung der steady state-Situation inkubierte man die
Keimblatter intakter Keimlinge in 10 mM, 100 mM oder 300 mM Saccharose (s.0.). Als Vergleich
dienten Keimlinge mit Endosperm (Abb. 3.2.5).

St ® mit Endosperm 1
—O0— 10 mM
—v— 100 mM
st vV 300 mM

Zuckerkonzentration [mM]

0 . . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14
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Abb. 3.2.5 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen der 16slichen Zucker (Summe aus
Glukose und Fruktose) im Wurzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der
Keimblatter intakter Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und
Saccharose in den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM
CaCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die
Exsudationszeit betrug 10 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren
Standardabweichungen (n=3).

Es war nach Korrektur (Abschnitt 3.1.3.2) keine Saccharose im Wurzeldruckexsudat
nachweisbar. Die Vorkommen der Hexosen (Glukose und Fruktose) wurde durch die
apoplastischen Bedingungen beeinfluflt. Bei Keimlingen mit Endosperm fand man 0,73 + 0,11 mM
Glukose und 0,88 + 0,08 mM Fruktose. Wéhrend diese Konzentrationen nach Transfer in 10 mM
Saccharose unverdndert blieben, nahmen sie bei 100 mM und bei 300 mM apoplastischer
Saccharose zu. Die Massenflufirate eines Stoffes ist das Produkt aus der Stoffkonzentration und der
VolumenfluBlrate in der jeweiligen Leitbahn. Die VolumenfluBrate ergibt sich wiederum aus dem
pro Zeiteinheit gewonnene Exsudatvolumen. Sie schwankte zwischen 44-52 ulx h™' x Keimling™.
Die Bestimmung der Massenflufraten erbrachten bei Keimlingen mit Endosperm 0,041 *

0,001 pMol Glukose x h' x Keimling" und 0,049 + 0,01 pMol Fruktose x h™' x Keimling™.
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Inkubierte man Keimlinge mit ihren Keimbléttern in 10 mM sank die Raten, wie in Tab. 3.2.9
gezeigt, leicht ab, wihrend 100 mM oder 300 mM externe Saccharose die MassenfluBBraten der

Hexosen im Xylem anstiegen lieBen.

Tab. 3.2.9 Steady state-MassenfluBiraten der 16slichen Zucker (Glukose und Fruktose) im Xylem von sechs
Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblatter intakter Keimlinge fiir definierte Zeitraume
in 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Saccharose in den angegebenen Konzentrationen. Die
Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Es sind die Mittelwerte der jeweiligen steady
state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Massenflufiraten der léslichen Zucker [uMol x h™ x Keimling™]

externe Bedingungen Glukose Fruktose
10 mM Saccharose 0,036 + 0,002 0,035+ 0,001

100 mM Saccharose 0,061 + 0,002 0,066 + 0,001

300 mM Saccharose 0,068 £ 0,005 0,070 £ 0,003

Um einen Hinweis darauf zu finden, ob es bei adulten Pflanzen zu einer Rezirkulation
von Saccharose kommt, wurde auch hier Wurzeldruckexsudat gewonnen. Die Exsudatnahme
erfolgte in der Mitte der Lichtphase, die Pflanzen waren 40 Tage alt und in der Klimakammer
angezogen. Man fand zwischen 2 und 11 mM Saccharose, die Konzentrationen der Hexosen lagen
zwischen 1 und 6 mM (n=8).

Der Zuckertransport im Xylem des Ricinuskeimlings waren zu allen Zeiten gering,
d.h. der sink speichert oder verbraucht die angelieferten Zucker annidhernd quantitativ, nur
ein kleiner Teil wird in Form von Hexosen {iber das Xylem zuriick in den Blattapoplasten
transportiert werden. Auch bei adulten Pflanzen (40 Tage alt) fand man im
Wurzeldruckexsudat nur geringe Konzentrationen an Zuckern. Im Vergleich zu den
immensen Stickstofffliissen hat der Xylemtransport von Zuckern keinen entscheidenden

Einflu} auf die Erndhrung der Pflanze.

3.2.4 Nitrattransport nach Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten

Der stete Export von Aminoséuren aus der Wurzel ist nur moglich, wenn Aminoséuren
aus dem Wurzelsymplasten in den Wurzelapoplasten abgegeben werden. Alternativ konnen
Aminosduren oder andere stickstofthaltige Verbindungen, die iiber das Phloem in den
Wurzelapoplasten geliefert wurden, iiber das Xylem zuriick in den Sprof3 zirkulieren. Wird Nitrat
als N-Quelle angeboten, 148t sich auch Nitrat im Xylem nachweisen (Kirkby und Armstrong,
1980). Nitrat ist nur eingeschrankt im Phloem mobil (Schobert und Komor, 1992), kann aber in der
Wurzel und in den Bléittern durch das Enzym Nitratreduktase reduziert werden, um dann in Form

von Glutamin oder anderer N-haltiger Verbindungen iiber das Phloem zu rezirkulieren.
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3.2.4.1 Nitrattransport im Xylem und Import in die Keimblitter

Bei Keimlingen mit Endosperm fand man kein Nitrat im Wurzeldruckexsudat.
Uberfiihrte man die Wurzel in nitrathaltiges Medium, konnte im Wurzeldruckexsudat Nitrat
nachgewiesen werden (Abb. 3.2.6). Die jeweiligen Nitratkonzentrationen waren gering. Sie lagen,
abhéngig von der apoplastischen Konzentration, zwischen 0,5 mM und 1,2 mM. Riickschliisse {iber
die Induktion der Nitratreduktase in der Wurzel konnten nicht gezogen werden. Clarkson (1985)
spricht von einer Dauer von 8 Stunden, die zur vollstindigen Induktion notwendig sind. Andere

Autoren sprechen von einer bis 3 Stunden (Kronzucker ef al., 1995).
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Abb. 3.2.6 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Nitrat und Glutamin im
Wurzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 1 mM MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und Nitrat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Keimblatter tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung aus in 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das
Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 40 min. Als Vergleich dienten
Keimlinge mit Endosperm. Die Balken représentieren Standardabweichungen (n=3).
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Reduzierter Stickstoff wird im Ricinuskeimling hauptséchlich in Form von Glutamin
transportiert, deshalb wurden nicht nur die Nitrat- sondern auch die Glutaminfliisse verfolgt. Die
Glutaminkonzentration im Wurzeldruckexsudat war schon bei geringem Nitratangebot hoch und
durchaus vergleichbar mit derjenigen bei 10 mM Glutamin im Blattmedium. Bei allen
Bedingungen lag die Nitratkonzentration der Keimblatter zwischen ca. 0,2 mM und 0,5 mM Nitrat.
Eine Abhéngigkeit vom externen Angebot war eindeutig, aber gering. Die Glutaminkonzentration
in den Keimbléttern war etwas gesteigert im Vergleich zu Keimlingen mit Endosperm, aber dhnlich
der Konzentration nach Inkubation 10 mM externem Glutamin an den Keimblattern (Abb. 3.2.7).
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Abb. 3.2.7 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Nitrat und Glutamin in den
Keimblattern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter Keimlinge fiir
definierte Zeitrdume in 1 mM MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und Nitrat in den angegebenen
Konzentrationen. Die Keimblitter tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung aus in 100 mM Saccharose,
5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CacCl, ein. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die
Konzentrationen in den Keimblattern wurden unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % errechnet.
Die Balken reprasentieren Standardabweichungen (n=3).
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3.2.4.2 Vergleich des Langstreckentransports in Phloem und Xylem

Es wird davon ausgegangen, da3 Nitrat nahezu phloemimobil ist, nur bei iberméfBigem
apoplastischen Nitratangebot scheint es, da3 auch Nitrat ins Phloem gelangen kann (Schobert und
Komor, 1992). Nachdem die Nitratkonzentration in den Keimbléttern gering war, wurde auf die
Analyse des Siebrohrenexsudats verzichtet. Die Glutaminkonzentration im Siebréhrenexsudat war
in allen drei Fillen bereits nach 2stiindiger Inkubation hoher als bei den Keimlingen mit
Endosperm und unabhéngig von der Verdnderung der Nitrat- und Glutaminkonzentration im
Wurzeldruckexsudat (Abb. 3.2.8).
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Abb. 3.2.8 Etablierung des steady state-Situation flir die Konzentrationen von Glutamin im
Siebrohrenexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter Keimlinge
fiir definierte Zeitriume in 1 mM MES(KOH) pH 5,0, CaCl, und Nitrat in den angegebenen
Konzentrationen. Die Keimblatter tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung aus in 100 mM Saccharose, 5
mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur
Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 20 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit
Endosperm. Die Balken reprasentieren Standardabweichungen (n=3).

Die Glutaminfliisse in den beiden Leitbahnen unterschieden sich nach Transfer in 1 mM
und 3 mM Nitrat nicht, nur bei 10 mM Nitrat kam es zu einem erhéhten Glutamineintrag in die
Keimblétter, der sich jedoch nur unwesentlich in einem Anstieg der Glutaminkonzentration dort
widerspiegelte. Es scheint, da3 der GroBteil des angelieferten Glutamins direkt wieder ins Phloem
beladen wird (Tab. 3.2.10). Wiahrend die Volumenflufiraten im Xylem zwischen 40 und 50 pMol x
h' x Keimling™ lagen, betrugen sie im Phloem 14-18 uMol x h™' x Keimling™.
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Tab. 3.2.10 Steady state-Massenflufraten fiir Glutamin im Xylem und Phloem von sechs Tage alten
Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln fiir definierte Zeitrdume in 1 mM MES(KOH) pH 5,0,
0,5 mM CaCl, und Nitrat in den angegebenen Konzentrationen. Die Keimblatter tauchten wahrend dieser
Zeit in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CacCl, ein. Es sind die Mittelwerte der
jeweiligen steady state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Glutamin-MassenfluBraten [uMol x h™' x Keimling™|

externe Bedingungen Xylem Phloem
I mM Nitrat 0,95 £ 0,07 0,85 £ 0,09
3 mM Nitrat 0,98 £ 0,04 0,90 £ 0,17
10 mM Nitrat 1,49 £ 0,02 1,03 £ 0,03

3.2.4.3 Verbleib des iiber die Wurzel aufgenommenem Nitrats

Um den Verbleib des Nitrats genauer zu analysieren, wurden Keimlinge mit ihrer Wurzel
acht Stunden (steady state-Situation) in 1 mM, 3 mM und 10 mM Kaliumnitratlosung vorinkubiert
und anschlieBend fir 10 min in eine Losung mit '’N-markiertem Kaliumnitrat iiberfiihrt
(Ausgangsbedingungen: 0 min). Es erfolgte ein erneuter Transfer in nicht markiertes Kaliumnitrat.
Die Inkubationszeit betrug nun 2 bzw. 4 min. Danach wurden die Keimbléitter geerntet und der
Anteil des stabilen Isotops am Stickstoffgehalt bestimmt, davon ausgehend wurde auf den Eintrag
pro Zeiteinheit (FluB) hochgerechnet. Es wurde folglich die Akkumulation der Markierung in den
Keimblaittern verfolgt (Tab. 3.2.11).

Tab. 3.2.11 N-Fliisse in die Keimblitter von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen bestimmt anhand des '*N-
Anteils in den Keimbléttern. Die Wurzeln wurden in 1 mM MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und 1 mM,
3mM und 10 mM ""N-Kaliumnitrat inkubiert. Die Keimblitter tauchten wihrend dieser Zeit in 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, ein. Ausgehend von der steady state-Situation
erfolgte ein 10miniitiger pulse in markierter Lésung (0 min), gefolgt von einem 2- bzw.- 4miniitigen chase.
Berechnet wurden diese Fliisse jeweils vom Nullpunkt (0 min) ausgehend. Es sind jeweils Mittelwerte
angegeben (n=5).

'SN-Fliisse [uMol x h™' x Keimling™]

externe Bedingungen 0-2 Minuten 0-4 Minuten
I mM Nitrat 0,216 0,191
3 mM Nitrat 0,537 0,179

10 mM Nitrat 0,874 0,214

Der jeweils geringe Anteil des stabilen Stickstoffisotops an dem Stickstoffgehalt zeigte
aufgrund der Grofle des Stickstoffpools in den Keimblittern nur unwesentliche Unterschiede
zwischen den einzelnen Inkubationsbedingungen. Deshalb wurden die MeBwerte in Fliisse (Import
in die Keimblitter) umgerechnet. Aus dem Vergleich der Fliisse nach 2 Minuten und nach
4 Minuten Inkubation 14Bt sich folgendes schluBfolgern: Die in die Keimblitter importierte
Markierung wurde bei N-Mangel (1 mM externes Nitrat) vermehrt in den Keimblittern
zurilickbehalten. Bei guter Versorgung (3 und 10 mM Nitrat) zirkulierten N-haltige Verbindungen
zwischen Xylem und Phloem.
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Zusitzlich wurde die Anzahl der Xylemgefdle im Bereich des basalen Hypokotyl
bestimmt. Es waren 18 Gefdlle pro Leitbiindel. Die Dimensionen wurden mit den Ergebnissen von

Kockenberger et al. (1997) gleichgesetzt.

Nach Nitratinkubation stellte sich die Frage nach dem Verbleib des
aufgenommenen Nitrats. Bekannt ist, daB der Wasserflu im Keimling 2-3 ¢m x min”
betragt (Kockenberger et al., 1997). Innerhalb von 2 min erreicht ein Wassermolekiil mit
dem XylemfluB die Keimblitter, in 4 min kann es theoretisch bereits wieder ins Phloem
beladen und in die Wurzel transportiert worden sein. Gleiches scheint fiir die Substratfliisse
zu gelten. Erfolgte nach einem 10miniitigen "N-pulse ein 2- bzw. 4miniitiger chase kam es
bei ausreichender N-Versorgung nicht zur erwarteten Reduktion des errechneten Flusse in
die Keimblitter (ohne Rezirkulation) sondern zu einer wesentlich stdrkeren Abnahme
(Rezirkulation). Diese kann nur aufgrund eines erneuten Exportes der die Markierung

tragenden N-haltigen Verbindungen zustande kommen.

3.2.5 Vergleich des Langstreckentransports nach Equilibrierung iiber den
Keimblatt- und den Wurzelapoplasten

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 3.2.12) sind die nach Equilibrierung iiber den
Keimblattapoplasten und nach Equilibrierung tiber den Wurzelapoplasten erzielten Glutamin-
Massenfliisse in Phloem und Xylem einander gegeniibergestellt. Glutamin wurde iiber die

Keimblitter angeboten, fiir die Inkubation iiber die Wurzel wihlte man Nitrat.

Tab. 3.2.12 Vergleich der steady state-Massenflufiraten im Phloem und Xylem nach Equilibrierung von
Glutamin iiber den Keimblattapoplasten oder Nitrat iiber den Wurzelapoplasten.

externe Equilibrierung Equilibrierung externe
Bedingungen iiber iiber Bedingungen
Keimblitter Wurzel
Phloem Phloem
3 mM Glutamin 0,47 £ 0,08 0,85 £ 0,03 1 mM Nitrat
10 mM Glutamin 0,96 + 0,03 0,90 £ 0,17 3 mM Nitrat
50 mM Glutamin 1,87 £ 0,04 1,03 £ 0,03 10 mM Nitrat
Xylem Xylem
3 mM Glutamin 0,37 = 0,08 0,95 +0,07 1 mM Nitrat
10 mM Glutamin 1,01 £ 0,03 0,98 £ 0,04 3 mM Nitrat
50 mM Glutamin 2,03+0,13 1,49 £ 0,02 10 mM Nitrat
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3.2.6 Saccharosetransport nach Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten

Unter in vivo-Bedingungen, aber auch nach Verdnderung des Saccharoseangebots in der
Apoplastenldsung der Keimblitter, kam es zu keinem Saccharosetransport im Xylem (Abb. 3.2.5).
Anders ausgedriickt bedeutet dies, daf} es unter diesen externen Bedingungen an den Keimblattern
zu keinem Uberangebot von Saccharose im extrazelluliren Raum der Wurzel kam. Es stellt sich
die Frage, wie sich Saccharose auf den Xylemtransport auswirkt, wenn sie in grolen Mengen
direkt iiber den Wurzelapoplasten angeboten wird. Hierzu wurden intakte Keimlinge mit ihren
Wurzeln in 10 mM, 100 mM und 300 mM Saccharose inkubiert. Die Keimblatter tauchten wahrend
dieser Zeit in 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, ein. Bestimmt wurde die
Saccharosekonzentration und die Konzentration der Hexosen. Die Massenflufiraten wurden unter

Einbezug der Volumenflusses errechnet.
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010 }t® _— Hexosen

0,05 - 4

O’OO Il Il Il Il Il Il Il
0 50 100 150 200 250 300 350

Flisse in Hexoseeinheiten [uMol x h™" x Keimling'1]
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Abb. 3.2.9 Steady state-Fliisse in Hexoseeinheiten der 16slichen Zucker im Wurzeldruckexsudat von sechs
Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in
1 mM MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, in 10 mM, 100 mM und 300 mM Saccharose. Die Keimblatter
tauchten wéhrend dieser Zeit in 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, ein. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 10 min. Es
sind jeweils Mittelwerte angegeben.

Betrachtet man den Xylemtransport der l6slichen Zucker, fallt auf, da er sich in
Abhéngigkeit von der Saccharosekonzentration an der Wurzel verdnderte (Abb. 3.2.9). Die
resultierende Saccharosekonzentration waren im Vergleich zu Keimlingen mit Endosperm
(ca. 200 mM) unerwartet hoch, gleiches galt fiir die Siebrohrenexsudate (Tab. 3.2.13). Die
Unterschiede zwischen den einzelnen externen Bedingungen waren vernachlédssigbar. Der
VolumenfluB im Phloem schwankte zwischen 11 und 21 pl x h”' x Keimling', im Xylem zwischen
45und 50 pl x h' x Keimling™'. Die Saccharosefliisse im Phloem stiegen somit von 4,35 auf 4,75
und 4,83 uMol x h™' x Keimling™.
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Tab. 3.2.13 Steady state-Konzentrationen fiir Saccharose in den Keimblittern, im Siebrohren- und im
Wourzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter
Keimlinge in 5 mM MES(KOH) pHS5,5, 0,2 mM CaCl, und Saccharose in den angegebenen
Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Es sind die Mittelwerte
der jeweiligen steady state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Saccharose-Konzentrationen [mM]

externe Bedingungen Keimblitter Siebrohrenexsudat Wurzeldruckexsudat
10 mM Saccharose 312+13 190+ 5 1,23+ 0,34

100 mM Saccharose 313+20 197 + 36 1,44 + 0,37

300 mM Saccharose 339+ 10 202 +£21 2,03+0,19

Insgesamt gesehen kam es auch nach Angebot von Saccharose im
Wurzelapoplasten zu keinem wesentlichen Saccharosetransport im Xylem. Der Phloemfluf3
entsprach bei allen Bedingungen demjenigen nach Equilibrierung in 10 mM Saccharose {iber
den Keimblattapoplasten.

Bedeutung des Saccharoseexports aus dem Wurzelapoplasten

Sicherlich ist die Saccharoseaufnahme {iber die Wurzel weit weg von den natiirlichen
Bedingungen, aber diese Versuchsreihe kann indirekt einen weiteren Beitrag zur Moglichkeit der
Riickgewinnung durch die Wurzel liefern. Schobert (1988) verfolgte diesen Vorgang, indem er
"C-markierte Saccharose (50 mM) an den Keimblittern und nicht markierte Saccharose an der
Wurzel anbot. Er fand einen Saccharoseefflux in den Wurzelapoplasten. Die Anwesenheit von
Saccharose an der Wurzel wirkte limitierend auf die Aufnahme von Saccharose in die
Wurzelzellen. Wurde die Energetisierung der Wurzel durch 10 uM FCCP beeintrachtigt, verlor die
Wurzel, auch ohne Anwesenheit von Saccharose, Markierung. Saccharose, die in den
Wurzelapoplasten entlassen wurde, kann carrier-vermittelt wieder in die Zellen aufgenommen

werden.

3.2.7 Unterteilung des Keimlings in source und sink am Beispiel des
Kohlenstoffhaushalts

Der wachsende Ricinuskeimling erhdlt seine Néhrstoffe vom Endosperm. Die
Keimblitter nehmen diese Substrate aktiv aus dem Apoplasten auf (Saccharose: Komor, 1977;
Bick et al., 1998b; AS: Robinson und Beevers, 1981a; Bick ef al., 1998a). Orlich (1998) konnte
zeigen, daBl ca. 80 % der aus dem Endosperm aufgenommenen Saccharose iiber das Phloem
exportiert werden. Die restlichen 20 % dienen als Substrat fiir die Atmung (Black et al., 1987),
oder auch fiir Synthesereaktionen, beispielsweise der Zellwandsynthese (Hendrix, 1990) und dem
Aufbau von Stirke (Sung et al., 1989). Die Moglichkeit der iiberméfigen Speicherung von
Saccharose in der Vakuole kann vernachléssigt werden, da die Keimblétter im Alter von sechs

Tagen kaum vakuolisiert sind (Kohler, 1992). Die Keimblitter dienen somit als source-Organe,
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stellen entlang des Transportweges aber auch den ersten sink dar. Der Schwerpunkt der

metabolischen Vorgénge in den Keimblattern liegt auf der Bildung von Stérke.

Spekuliert werden kann, ob es durch das externe Saccharoseangebot im
Keimblattapoplasten zu einer Verdnderung der Grofle des Stirkepools in den Zellen der
Keimblétter kommt. Bei Keimlingen mit Endosperm wurden in den Keimblittern 434 + 16 pMol
Stirke in Hexoseeinheiten x (gFG)"' gefunden (n=6). In Tab. 3.2.14 sind die Stirkegehalte nach
Equilibrierung des Keimblattapoplasten in verschiedenen Konzentrationen an Saccharose

dargestellt.

Tab. 3.2.14 Stirkegehalt in den Keimbléttern nach Inkubation der Keimblitter sechs Tage alter intakter
Ricinuskeimlinge in 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Saccharose in den angegebenen
Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CacCl, ein. Die Inkubationszeit betrug
6 oder 8 Stunden. Es sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n=4).

Stiirkegehalte [uMol Hexoseeinheiten x (gFG)™|

externe Bedingungen 6 Stunden 8 Stunden
10 mM Saccharose 391+ 10 387 £12

100 mM Saccharose 420+ 13 419 £ 15

300 mM Saccharose 445+ 22 446 + 22

Im Folgenden wurde auf die Kohlenstoffverteilung entlang des Hypokotyls eingegangen
(Abb. 3.2.10). In den direkt auf die Keimblitter angrenzenden Abschnitten des apikalen
Hypokotyls fand man einen hohen, in der Verdickungszone einen geringeren Gehalt an
Kohlenstoff. Unterhalb der Verdickungszone, d.h. im dicken, basalen Abschnitt des Hypokotyls,
kam es zu keiner weiteren Verdnderung. Bei 7 Tage alten Keimlinge zeigte sich einen
vergleichbaren Verlauf. Um den Zusammenhang zwischen der Mobilisierung interner Speicher und
der Teilchenaufnahme ins Hypokotyl zeigen zu konnen, wurde zusitzlich das Verhéltnis von
Trocken- zu Frischgewicht (TG/FG) ermittelt. Auch das TG/FG zeigte nach dem Apex sein
Maximum und fiel im Bereich der Verdickungszone anndhernd exponentiell ab (Abb. 3.2.11).

Kockenberger (1995) stellte folgende Uberlegungen an: Das TG/FG wird durch den FluB
von Wasser bzw. Nihrstoffteilchen in die oder aus den Zellen beeinfluflt. Der Ausstrom von
Teilchen aus den Zellen verringert das Verhéltnis von Trocken- zu Frischgewicht, der Einstrom
erhoht es. Wenn das TG/FG wihrend des Wachstums konstant bleibt, mufl neben der
Teilchenaufnahme eine Wasseraufnahme erfolgen. Folglich stellt der apikale Teil des Hypokotyls
den Ort der groBiten Nettoaufnahme von Nahrstoffteilchen im wachsenden Hypokotyl dar. Dies
trifft beispielsweise auf Kohlenstoff zu (Abb. 3.2.10; Balane, 1997).
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Abb. 3.2.10 Kohlenstoffverteilung entlang des Hypokotyls von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen. Es
wurden 5 mm lange Hypokotylabschnitte zur Bestimmung herangezogen. Die Lage der Verdickungszone ist
mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Balken repriasentieren Standardabweichungen (n=6).
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Abb. 3.2.11 Verhiltnis von Trockengewicht zu Frischgewicht entlang des Hypokotyls von sechs Tage alten
Ricinuskeimlingen. Es wurden 5 mm lange Hypokotylabschnitte zur Bestimmung herangezogen. Die Lage
der Verdickungszone ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Balken reprisentieren Standardabweichungen
(n=06).

Zur Versorgung des Hypokotyls und der Wurzel wird Saccharose aus den Keimbléttern
exportiert, entlang des Transportweges wieder aus dem Phloem entladen und fiir die Entwicklung
der Pflanze genutzt. Aufgrund der starken Zellteilungstitigkeit besteht im apikalen Hypokotyl ein
hoher Energiebedarf. Um eine kontinuierliche Entladung des Phloems aufrechtzuerhalten, kommt

es unter physiologischen Bedingungen zu einer intrazelluliren Kompartimentierung der
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importierten Saccharose in Form von Stirke. Im apikalen Hypokotyl des sechs Tage alten
Keimlings fand man 406 + 19 uMol Stirke in Hexoseeinheiten x (gFG)"'. Nach Transfer der
Keimblétter in 10 mM Saccharose sank der Stdrkegehalt ab. 100 mM und 300 mM Saccharose
verdnderten den Stirkegehalt hingegen nur unwesentlich (Tab. 3.2.15). Der Kohlenstoffgehalt
betrug in diesem Bereich ungefihr 2,60 mMol C x (gFG)” (bei 10 mM Saccharose) und ca.
2,80 mMol C x (gFG)™ (bei 100 mM und 300 mM) (n=10), wobei Stirke, wie gezeigt, mit ca. 80 %
den iiberwiegenden Anteil der kohlenstoffhaltigen Verbindungen stellte.

Tab. 3.2.15 Stirkegehalt im apikalen Hypokotyl sechs Tage alter Ricinuskeimlinge nach Inkubation der
Keimbldtter in 5 mM MES(KOH) pHS5,5, 0,2 mM CaCl, und Saccharose in den angegebenen
Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CacCl, ein. Die Inkubationszeit betrug
6 oder 8 Stunden. Es sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n=4).

Stiirkegehalte [uMol Hexoseeinheiten x (gFG)|

externe Bedingungen 6 Stunden 8 Stunden
10 mM Saccharose 320+ 17 303 £10

100 mM Saccharose 409 + 16 410+ 16

300 mM Saccharose 427+ 19 422 + 17

Der Ricinuskeimling ist ein einfach aufgebautes source-sink-System. Wahrend der
ersten sieben Tagen seines Wachstums nehmen die Keimblitter Saccharose und andere
Néahrstoffe aus dem Endosperm auf und exportieren sie in nur eine definierte Richtung zum
wachsenden sink, dem Hypokotyl und der Wurzel (Kriedemann und Beevers, 1967a,b). Das
apikale Hypokotyl ist der Ort der groften Saccharoseentladung (Kockenberger, 1995;
Balane, 1997). Es ist dem sink zuzurechnen. Die Gewinnung des Siebrohren- und des
Wurzeldruckexsudats erfolgte im Bereich des Hypokotylhakens. Die Entladung im apikalen
Hypokotyl bleibt somit unberiicksichtigt. Trotz dieser Tatsache wird aus methodischen
Griinden die Massenflulirate (Nettotransportrate) der Exportrate aus den Keimblittern
gleichgesetzt. Als Trennungslinie zwischen source und sink dient der Hypokotylhaken. Der
tatsdchliche Nahrstoffexport aus den Keimblattern wird folglich unterschétzt. Messungen der
Massenflufirate im Bereich knapp oberhalb der Verdickungszone ergaben fiir 100 mM
externe Saccharose durchschnittlich 7,45 + 0,47 uMol x h™ x Keimling” (n=10) (weitere
MassenfluBraten: bei 10 mM Saccharose 3,98 + 0,56 pMol x h” x Keimling” und bei
300 mM Saccharose 6,55 + 0,36 pMol x h™" x Keimling™).
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3.2.8 Stickstoffverteilung im Hypokotyl

Entlang des Hypokotyls wurde der Gehalt an Stickstoff bestimmt. Dazu wurde das
Hypokotyl in 5 mm lange Abschnitte aufgeteilt und analysiert. Die Stickstoffgehalte
(durchschnittlich 30 mg x (gTG)") in den einzelnen Teilen des Hypokotyls der Keimlinge mit
Endosperm unterschieden sich kaum, nur im Bereich des Apex bestand ein eindeutiges Maximum.
Bei 7 Tage alten Keimlingen zeigte sich einen vergleichbar Verlauf. Der Apex scheint unter in
vivo-Bedingungen der Ort der groften Entladung des Phloems zu sein. Die Entladungsrate ist nicht
bekannt. Nach Transfer der Keimbldtter intakter Keimlinge in glutaminhaltiges Medium,
verdnderte sich der prozentuale Stickstoffanteil des Hypokotyls (Tab. 3.2.16). Die grofiten
Auswirkungen zeigten sich im apikalen Hypokotyl und der Verdickungszone, der in 50 mM

externem Glutamin inkubierten Keimlingen.

Tab. 3.2.16 Prozentualer Stickstoffanteil in Hypokotyl und Wurzel von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen
nach Etablierung der steady state-Situation durch Inkubation in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH)
pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Glutamin in den angegebenen Konzentrationen. Als Vergleich dienten Keimlinge
mit Endosperm. Es sind jeweils Mittelwerte angegeben (n=4).

Stickstoffanteil [%]

externe apikales Verdickungszone basales Wurzel
Bedingungen Hypokotyl Hypokotyl

mit Endosperm 3,95% 3,80 % 3,75 % 3,75%
3 mM 3,80 % 3,80 % 3,50 % 3,60 %
10 mM 4,20 % 4,20 % 4,10 % 3,90 %
50 mM 5,10 % 4,90 % 4,50 % 3,90 %

3.2.9 Wechselwirkungen zwischen der Saccharosekonzentration in den

Keimblittern und der Kohlenstofftranslokation

Der Kohlenstoffhaushalt im sink des Keimlings wird durch den Export aus dem source
bestimmt. Das Exportsystem im Keimling arbeitet, wie Orlich (1998) zeigen konnte, schon bei
weniger als 100 mM externer Saccharose nahe der Sittigung (Abb. 4.1). Tagsiiber ist fiir den
adulten Ricinus trotz gesteigerter Assimilation keine Erhohung des Exports zu beobachten
(Grimmer und Komor, 1999). Neben dem Export ist auch die intrazellulire Konzentration vom
externen Angebot abhidngig. Der Efflux aus den Zellen der Keimblitter ist wiederum von der
intrazelluldren Saccharosekonzentration bestimmt. Extrapoliert man den unidirektionalen
Saccharoseefflux aus den Zellen der Keimblittern ins Medium (Orlich, unverdffentlicht;
Bestimmung siche Abschnitt 2.7.2) gegen die intrazelluldre Saccharosekonzentration, kommt es
offenbar unterhalb von 160 bis 180 mM zu keinem weiteren Efflux in den Apoplasten (Abb.
3.2.12). Die Beladung des Phloems mit Saccharose, die v.a. auf apoplastischem Wege erfolgt,
diirfte zum Erliegen kommen, wenn gleichzeitig die Nachlieferung aus dem Apoplasten ausbleibt.
Um Indizien fiir diese Annahme zu gewinnen, wurde der Kohlenstofftransport in Keimlingen nach

Néhrstoffentzug untersucht.
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Abb. 3.2.12 Saccharoseefflux aus dem Symplasten der Keimblitter sechs Tage alten Ricinuskeimlingen
inkubiert in 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und 10 mM, 100 mM, und 300 mM Saccharose. Die
symplastische Konzentration wurde aus dem Saccharosegehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von
55 % errechnet (nach Orlich, 1998; Orlich, unverdffentlicht).

3.2.9.1 Kohlenstofftransport nach fehlender apoplastischer Versorgung

Fiir diesen Versuchsansatz entfernte man bei drei Tage alten Keimlingen das Endosperm.
Die Pflanzen wurden dann entweder sofort geerntet oder bis zu Tag vier, fiinf oder sechs in
nédhrstofffreiem Medium angezogen. Es wurde der Kohlenstoff-, der Saccharose- und der
Starkegehalt in den einzelnen Organen analysiert. Eine Exsudatnahme war in diesem frithen Alter
nicht moglich. Ziel war es, eine Situation zu erreichen, bei der die symplastische Konzentration

einen Wert von 160 mM Saccharose unterschreitet.

Obwohl das Endosperm als Lieferant von Néhrstoffen fehlte, fand man zwischen Tag 3
und 4 netto einen Abtransport von Kohlenstoff aus den Keimbléttern (Abb. 3.2.13). Zwischen
Tag4 und Tag 5 kehrten sich die Verhiltnisse um. Die Wurzel verlor und die Keimblétter
gewannen Kohlenstoff. Drei Tage nach Verarmungsbeginn konnte keine Netto-Kohlenstoff-
Translokation errechnet werden. Die Atmungsraten in den einzelnen Organen sechs Tage alter
Keimlinge wurden von Kdckenberger (1995) bestimmt und betrugen in den Keimblattern 0,3, im
Hypokotyl 0,15 und in der Wurzel 0,26 uMol C in Saccharose-Aquivalenten x h™' x Keimling™.
Aus der Konstanz der C-Menge in den Keimbléttern und nach Einbezug der Atmungsrate mufl man

jedoch weiterhin eine C-Translokation v.a. zwischen der Wurzel und den Keimbléttern fordern.
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Abb. 3.2.13 Kohlenstoffmenge [uMol] in den einzelnen Organen von Ricinuskeimlinge nach frithzeitiger
Entfernung des Endosperms. Das Endosperm wurde am Tag 3 entfernt. Die Ernte der Gewebe erfolgte
entweder am Tag 3, 4, 5 oder 6. Die Translokationsraten [pMol x h'x Keimling'l] wurden aus dem Zuwachs
der verschiedenen Organe errechnet. Sie sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. Es sind jeweils Mittelwerte
angegeben (n>4).

Zwischen Tag 3 und Tag 4 sank die Saccharosekonzentration in den Keimbléttern von
426 mM auf 52 mM, damit wurde die vermutete untere Schwellenkonzentration fir den
symplastischen Efflux und den Saccharoseexport unterschritten. Tatsdchlich konnte ab Tag 4 auch
kein Netto-C-Export aus den Keimblittern mehr nachgewiesen werden, obwohl der Stirkepool
noch nicht vollstdndig mobilisiert war (Tab. 3.2.17).

Tab. 3.2.17 Saccharose- und Stidrkegehalte in den Keimbléttern nach frithzeitiger Entfernung des
Endosperms. Das Endosperm wurde am Tag 3 entfernt. Die Ernte der Gewebe erfolgte entweder am Tag 3, 4
oder 5. Es sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n>4).

Gehalte [uMol Hexoseeinheiten x (gFG)™|

Tag 3 Tag 4 Tag 5
Saccharose 214 £20 66,5 + 20,0 32,6 £6,3
Starke 59+ 8 20,4+ 3,5 72+23

In Abb. 1.1 ist der iiblicherweise untersuchte sechs Tage alte Keimlinge schematisch
dargestellt. Die hier verwendeten Keimlinge zeigten jedoch ein verdndertes Aussehen. Die
Blattflache der Keimblitter wuchs nur bis zum Tag 4. Das Hypokotyl lie} sich am Tag 6 optisch
nicht mehr in drei Teile untergliedern, die Verdickungszone und der Hypokotylhaken fehlten

vollig. Die Wurzel waren in ihrer GroBe reduziert.
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Verblieben die iblicherweise verwendeten Keimlinge nach dem sechsten Tagen der
Anzucht auf néhrstofffreiem Medium, betrug das TG/FG zwischen Tag 8 und Tag 14
durchschnittlich ca. 30 %. Die Konzentrationen der Hexosen waren unabhingig vom Alter bei
jeweils ca. 20 mM, die Saccharosekonzentration nahm um nahezu die Hailfte ab. Die vermutete
Schwellenkonzentration fiir Saccharose wurde erreicht, aber nicht unterschritten (Tag 14:
170 mM). Der Stéirkegehalt reduzierte sich in diesem Zeitraum bis auf durchschnittlich 140 pMol
Hexoseeinheiten x (gFG) ™" am Tag 14 (Tab. 3.2.18). Eine Exsudatnahme war nicht moglich.

Tab. 3.2.18 Saccharose- und Stirkegehalte in den Keimblittern auf ndhrstofffreiem Medium gezogener
Keimlinge. Die Ernte der Keimblitter erfolgte entweder am Tag 8, 10, 12 oder 14. Es sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n>4).

Gehalte [uMol Hexoseeinheiten x (gFG)|

Tag 8 Tag 10 Tag 12 Tag 14
Saccharose 224 +£37 174 £42 129 +£31 119 £40
Stéarke 321+42 283 + 31 211124 140 £ 36

3.2.9.2 Abhingigkeit vom Alter der Keimblitter

Um zu kldren, ob es in Abhédngigkeit vom Alter bzw. Entwicklungszustand der
Keimblitter zu einer Akkumulation oder zu einer Mobilisierung bestimmter Substanzen kommt,
wurde zundchst das Verhiltnis von Trockengewicht zu Frischgewicht unterschiedlich alter
Keimblitter ermittelt. Wie schon erwihnt, verringert sich das TG/FG mit dem Ausstrom von
Teilchen. Bleibt das TG/FG konstant, miissen sich Wasser- und Teilchenstrome kompensieren.

Eine Erhohung des TG/FG kann durch einen {ibermdfBigen Teilchenimport zustande kommen.

Zunichst untersuchte man Pflanzen, die am Tag 6 in eine Klimakammer lbertragen und
dort bis zum Tag 24 belassen wurden. Das TG/FG verénderte sich nur zwischen Tag 8 und Tag 10
merklich, zeigte ansonsten keine Altersabhingigkeit (Abb. 3.2.14). Die Wasser- und
Teilchenstrome scheinen sich zu kompensieren. Der Stirkegehalt nahm bei Anzucht in einem Hell-
/Dunkelwechselrhythmus von Tag 6 bis zu Tag 14 kontinuierlich zu, um danach wieder bis zum
Tag 24 annihernd linear abzusinken. Am Tag 24 war er nur noch halb so hoch wie am Tag 8 (Abb.
3.2.14). Die Konzentration der 16slichen Zuckern war bei guter Erndhrung unabhingig vom Alter
der Keimblitter (Abb. 3.2.15). Die Saccharosekonzentration lag bei ca. 400 mM, wéhrend die
Konzentrationen von Glukose und Fruktose zwischen 10 mM und 35 mM schwankten. Insgesamt

gesehen verloren die Keimbléttern mit dem Alter an Trockensubstanz (z.B. Stérke).
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Abb. 3.2.14 Abhingigkeit des Verhiltnisses von TG zu FG und des Stirkegehaltes vom Alter der
Keimblatter. Die Ricinuspflanzen wurden nach dem sechsten Tag in die Klimakammer transferiert. Die
Erndhrung der Pflanzen erfolgte ab Tag 7 mit N&hrlosung. Die Balken représentieren Standardabweichungen
(n>9).
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Abb. 3.2.15 Abhéngigkeit der Konzentrationen an 16slichen Zuckern vom Alter der Keimblétter. Es wurden
Ricinuspflanzen untersucht, die nach dem sechsten Tag in die Klimakammer transferiert wurden. Die
Erndhrung der Pflanzen erfolgte ab Tag 7 mit N&hrlosung. Die Balken représentieren Standardabweichungen
(n=06).
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Pflanzen wvariieren sehr stark in ihren Export-, Assimilationsraten und ihrem
Saccharose zu Stirke-Verhiltnis (Grodzinski et al., 1998). Innerhalb derselben Art konnen
verschiedene Situationen gefunden werden. Ein Beispiel dafiir ist das von Matt et al. (1998)
beschriebene variable Verhalten von Kurz- und Langtag-Tabakpflanzen. Auch adulte
Ricinuspflanzen reagieren sehr vielfdltig auf ihre Umwelt- und Wachstumsbedingungen
(Grimmer und Komor, 1999). Der Zuckertransport in Pflanzen ist somit ein dynamischer
Vorgang, er kann effektiv an verdnderte Wachstums- und Umweltbedingungen und

tatsdchlichen Erfordernisse angepal3it werden.

In den Keimblittern des Ricinuskeimlings werden Zucker in Form von Stérke
intrazellular gespeichert. Auch in einer Zeit in denen die Keimblitter ihre Funktion als
Aufnahmeorgan bereits verloren und das Endosperm abgefallen ist, wird immer noch Stérke
akkumuliert. Mit dem Alter verlieren die Keimblatter die Fahigkeit Zucker zu speichern, der
Stérkepool wird mobilisiert. Die Saccharosekonzentration bleibt parallel dazu konstant.
Anders verhélt es sich wenn man noch nicht photosynthetisch aktiven Keimlingen die
Néhrstoffzufuhr entzieht. Setzt man die intrazelluldre Saccharosekonzentration der sechs
Tage alten Keimblitter nach Equilibrierung des Blattapoplasten in unterschiedlichen
Saccharosekonzentrationen mit dem Saccharoseefflux aus dem Symplasten in Beziehung,
entsteht der Eindruck, dal3 es eine intrazelluldre Schwellenkonzentration fiir den Efflux und
den Export gibt. Nach Nahrstoffentzug existiert auch nach drei Tagen noch ein endogener
Saccharose- und Stirkepool, wihrend gleichzeitig kein Nettoexport von Kohlenstoff
gefunden werden konnte (auch é&ltere Keimblitter). Die Phloembeladung aber auch andere
Prozesse scheinen streng kontrolliert. Schon seit Jahren ist bekannt, dal3 Zucker nicht nur
zum Kohlenstofftransport per se sondern auch als Signal zur Regulation verschiedener Gene
dienen (Ubersicht in Thomas und Rodriques, 1994; Koch, 1996). Desweiteren wurde schon
frith klar, daB auch Hormone an der Regulation des Phloemtransport und damit des
Kohlenstoffhaushalts beteiligt sind. Immer héufiger wird von einem Zusammenspiel des

sugar sensings mit den N-sensing diskutiert (Hellmann et al., 2000).

3.2.10 Wechselwirkungen zwischen dem Glutaminstatus der Keimblittern und der

Stickstofftranslokation

Sowohl die Glutaminkonzentration in den Keimblittern als auch der Export waren von
der externen Glutaminkonzentration abhéngig. Auch die intrazelluldre Konzentration wurde durch
das apoplastische Angebot beeinflult und bestimmte ihrerseits den Efflux aus den
Parenchymzellen. Extrapoliert man den symplastische Efflux von Glutamin gegen die
intrazelluldre Konzentration, schneidet die Kurve die x-Achse annidhernd bei Null (Abb. 3.2.16),
d.h. der Symplast gibt freies Glutamin unabhingig von seiner eigenen Konzentration in den

Apoplasten und aufgrund der bevorzugt apoplastischen Beladung auch ans Phloem ab.
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Abb. 3.2.16 Glutaminefflux aus dem Symplasten der Keimblitter von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen
inkubiert in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und 3 mM, 10 mM oder 50 mM
Glutamin. Die symplastische Konzentration wurde aus dem Glutamingehalt unter Beriicksichtigung des
Wasseranteils von 55 % errechnet.

Trotz dieses Befundes wurde untersucht, was geschieht, wenn die Nachlieferung von N-
haltigen Verbindungen aus dem apoplastischen Raum zwischen der Unterseite der Keimblattern

und dem Endosperm unterbrochen wird.

3.2.10.1 Stickstofftransport nach fehlender apoplastischer Versorgung

Bei der Anzucht in stickstofffreiem Medium ist das Wachstum des Ricinuskeimlings
absolut von dem Stickstoff abhédngig, der aus dem Endosperm angeliefert wird. Nun wurde den so
angezogenen Keimlingen das Endosperm bereits am Tag 3 entfernt. Es wurden die einzelnen
Organe sowohl am Tag 3, 4 ,5 als auch am Tag 6 analysiert. Fine Exsudatnahme war nicht
moglich. Zwischen Tag 3 und 6 nahm die Stickstoffmenge in den Keimblittern kontinuierlich ab,
wihrend sie im Hypokotyl und der Wurzel anstieg (Abb. 3.2.17). Der Nettoexport aus den
Keimblittern betrug 0,6 bis 1,0 pMol x h™' x Keimling”. Die Keimblitter verloren tiglich etwa 10
% bis 20 % ihrer N-Menge. Eine Umkehr der Netto-Translokationsrichtung konnte nicht gefunden
werden. Auch bei Keimlingen, die bis Tag 14 ohne zuséitzliche Nahrstoffzufuhr angezogen wurden,
gab es keinen Hinweis auf eine untere Schwellenkonzentration fiir den Glutaminexport
(stellvertretend fiir den N-Export). Die Amino-N-Konzentration (in Aminogruppen gebundener
Stickstoff) betrug zu allen Zeiten durchschnittlich 300 mM Amino-Stickstoff.
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Abb. 3.2.17 Stickstoffmenge [uMol] in den einzelnen Organen von Ricinuskeimlingen nach frithzeitiger
Entfernung des Endosperms. Das Endosperm wurde am Tag 3 entfernt. Die Ernte der Gewebe erfolgte
entweder am Tag 3, 4, 5 oder 6. Die Translokationsraten [uMol x h™' x Keimling™] wurden aus dem Zuwachs
der verschiedenen Organe errechnet. Sie sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. Es sind jeweils Mittelwerte
angegeben (n>4).

Tab. 3.2.19 Gehalte der einzelnen Aminosduren in den Keimblittern von Keimlingen, denen am Tag 3 das
Endosperm entfernt wurde. Die Ernte der Proben erfolgte entweder am Tag 3, 4, 5 oder 6. Es sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n=4).

Gehalte der freien Aminosiuren [uMol x Keimblattpaar™|

Aminosiuren Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
neutral
asn 11,3+0,7 11,0+ 0,9 7,2+0,5 11,7+ 0,7
ser 7,8+£0,7 7,5%0,5 9,1£0,5 3,8%+0,6
gln 29,5+0,8 29,6+ 1,3 21,1 £ 1,2 12,7+2,6
gly 2,2+0,5 2,8+£0,8 33103 3,0£04
thr 3,7£0,5 6,0+0,3 2,604 34103
ala 3,0£0,2 2,3+£0,2 3,6+0,3 1,5+0,3
tyr 8,7+0,5 6,2+0,4 3,6+0,3 3,5+0,5
met 2,0+£0,3 1,9+0,4 1,5+0,3 1,5+0,4
phe 3,0+0,6 3,0+£0,6 2,8 £0,6 3,0+£0,4
ile 42+04 2,6 £0,6 4,0+0,7 35+04
leu 2,7£0,4 1,8+0,2 4,8+0,6 4,0+£0,8
sauer
asp 1,8+0,4 2,1+0,3 54+0,6 5,3%0,6
glu 11,9+0,7 12,0+ 1,0 8,7£0,5 8,5£0,6
basisch
arg 16,6 £ 0,8 17,9+0,9 16,0+ 1,2 13,4+0,9
lys 1,1 £0,5 1,6 £ 0,3 0,6+0,3 0,7+0,2
gsh 6,0+ 0,8 3,7+0,4 24104 2,8+0,1
GABA 7,1+£0,5 7,9+0,6 7,9£0,8 6,6 £0,7

trp/val 16,8 +0,2 16,7 +0,7 16,7+ 1,0 151+1,4
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3.2.10.2 Abhiingigkeit vom Alter der Keimblitter

Das Endosperm und die Keimblétter sind nur in der ersten Entwicklungsphase einer
Pflanze von Bedeutung, sie dienen zunéichst als alleiniger source flir Nahrstoffe wie Stickstoff. Die
Aufnahme von Stickstoff liber die Wurzel, aufgrund der Anzuchtsbedingungen (siche Abschnitt
2.2.2) in Form von Ammonium und Nitrat, gewinnt immer mehr an Bedeutung. Das Endosperm
wird abgebaut, die Keimblitter altern und fallen ab. Man kann sich die Frage stellen, ob es vor

diesem Blattwurf zu einer vollstdndigen Mobilisierung des N-Pools aus den Keimblittern kommt.

Die Konzentration der Gesamtheit der freien Aminosduren (berechnet als Amino-N) war
unabhéngig vom Alter der Keimblitter und betrug 300 bis 400 mM. Die Konzentrationen der
einzelnen Aminosduren zeigten keine signifikanten Tendenzen (vgl. Tab. 3.2.4 und Tab. 3.2.19).
Einzig der Nitratgehalt zeigte einen altersabhidngigen Verlauf (Abb. 3.2.18). Die Keimblatter
scheinen entweder ab Tag 12 mehr Nitrat zu reduzieren, oder weniger Nitrat zu erhalten. Ob dies
mit einer Verdnderung der Funktion der Keimblatter oder mit der Transpirationsrate (Tanner und
Beevers, 1980) verbunden ist, wurde nicht verfolgt. Ein Zusammenhang mit einer Verdnderung des
Wassereintrags ist wahrscheinlich (sieche Abschnitt 3.2.9.2). Auffallig war, da} dieser Zeitpunkt
mit der Abnahme des Stirkegehaltes zusammenfiel. Die Gewinnung von Exsudaten war nicht

moglich.
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Abb. 3.2.18 Abhédngigkeit des Nitratgehalts vom Alter der Keimblatter. Die Ricinuspflanzen wurden nach
dem sechsten Tag in die Klimakammer transferiert. Die Erndhrung der Pflanzen erfolgte ab Tag 7 mit
ammoniumnitrathaltiger Nahrlosung. Die Balken représentieren Standardabweichungen (n=6).
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3.3 Ferntransport von K'-Ionen

Obwohl das Element Kalium fiir alle Pflanzen essentiell ist und meist in weitaus grof3eren
Mengen als die iibrigen Kationen und einige Anionen aufgenommen wird, ist es kaum Bestandteil
organischer Molekiilen. K'-Ionen dominieren bei den Kationen im Phloem (Vreughdenhil und
Koots-Gronsveld, 1989). Es wird angenommen, dal sie dort eine osmotische Funktion ausiiben
und zur Kationen/Anionen-Balance dienen (Marschner et al., 1997). Desweiteren ist die hohe
Kaliumkonzentration im Phloem fiir die apoplastische Beladung von Saccharose und einiger
Aminosduren notwendig (Reismeier et al., 1994). Fiir die Inkubationsversuche wéhlte man
Kaliumchlorid. Chlorid ist in der Natur weit verbreitet. Es ist jedoch, wie Kalium auch, kaum

Bestandteil komplexer Molekiile, es ist metabolisch inert.

3.3.1 Elementverteilung in den Keimblittern

Zur Differenzierung des Vorkommens der verschiedenen Substarte in den einzelnen
Zellagen der Keimbléttern wéhlte man eine Methode der elektronenmikrospischen Elementanalyse,
die EDX-Analyse (electron dispersive X-ray analysis; Abschnitt 2.8). Durch den Vergleich mit
Standards definierter Konzentration konnte der relative Gehalt eines Elementes (im Folgenden
einer Konzentration gleichgesetzt) innerhalb des Mef3bereichs bestimmt werden. Der Durchmesser
der untersuchten Fldche betrug intrazellulir 1 mm oder 250 nm bei den Messungen im
extrazelluldren Bereich, die Position der MeBpunkte im Blattquerschnitt ist jeweils angegeben. Den
einzelnen Zahlenwerten liegen mindestens 3 Messungen pro MeBpunkt an zwei unterschiedlichen
Keimbléttern zugrunde. Die Standardabweichung betrug in allen Fallen maximal 35%.

Verteilung von Kalium und Chlor in den Keimbldttern

Zunéchst wurde die zelluldre und subzelluldre Verteilung von Kalium und Chlor in den
Keimbléttern von Keimlingen mit Endosperm verfolgt. Der intrazellulire Kaliumgehalt pro
MeBpunkt (gewonnen durch den Vergleich mit einem Standard definierter Konzentration) war im
Vergleich zum Gesamtgehalt der Keimblitter deutlich vermindert und ortsabhédngig (Abb. 3.3.1
und Abb. 3.3.2; Zhong et al, 1998). Ein Maximum ergab sich fir die Zellen des
Xylemparenchyms, ein Minimum im Schwammparenchym. An Orten mit hohem symplastischen
Gehalt war der angrenzende apoplastische gering und umgekehrt. Auffillig erschienen schwarze
Korper, die iiblicherweise ca. 80 mM, aber durchaus bis zu 1500 mM Kalium enthielten. Eine
Kontrastierung wird durch eine hohe Elementdichte hervorgerufen. Dementsprechend dunkel
erscheinende Korper (schwarze Korper) werden im Folgenden als EinschluBBkdrper bezeichnet. Der
relative intrazelluldre Chlorgehalt waren mit 4 bis 14 mM deutlich geringer als der Kaliumgehalt,
der extrazelluldre hoch (20-77 mM). Die Maxima ergaben sich in den beiden Epidermen. Dieser
Befund steht im Einklang mit anderen Studien (z.B. Dietz ef al., 1992). Auch in den Plastiden fand
man Spuren von Chlor, nicht aber in den Einschlu8kérpern. Chlor ist in den Ricinuskeimbléttern zu
90 % wasserextrahierbar (Zhong et al., 1998).
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Abb. 3.3.1 Kaliumverteilung in den Keimbléttern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen mit Endosperm.
[lustration der MeBpunkte im Querschnitt. Die Quantifizierung erfolgte anhand von EDX-Analysen. Die
Zahlenwerte geben den relativen Gehalt, gewonnen durch den Vergleich mit Standards definierter
Konzentration (mM), im jeweiligen MeBbereich an.

3.3.2 Kaliumtransport nach Equilibrierung iiber den Keimblattapoplasten

Experimente von Komor et al. (1989) und Zhong (1994) lassen vermuten, daB3 unter
in vivo-Bedingungen die freie Kaliumkonzentration im apoplastischen Raum zwischen den
Keimblédttern und dem Endosperm einen Wert von ca. 1 mM Kalium erreicht. Fiir die
Inkubationsversuche wéhlte man deshalb 0,3 mM, 1 mM und 10 mM Kaliumchlorid. Die
kiinstliche Apoplastenlosung wurde in diesem Fall nicht mit MES-Puffer versetzt, da dieser
normalerweise mit KOH auf einen pH-Wert von 5,5 eingestellt wurde und somit 1,5 mM Kalium
enthielt. Eine Zugabe von NaOH zur Einstellung des pH-Wertes verringerte die VolumenfluBrate
im Phloems stark (auf bis zu5 ul x h™ x Keimling"). Dieser Effekt bestitigte Messungen von
Kallarackal et al. (1989). NMR-Messungen ergaben jedoch eine in vivo-VolumenfluBrate von ca.
17 ul x h'" x Keimling”. Um dieser Situation méglichst nahe zu kommen, wurde letztendlich ein
Medium aus Saccharose, CaCl, und KCI verwendet, da festgestellt wurde, dafl die Pufferkapazitét
der Keimblitter ausreicht, den pH-Wert der kiinstlichen Apoplastenldsung auf 5,5 einzustellen.
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3.3.2.1 Gehalt in den Keimblittern und Konzentration im Siebrohrenexsudat

Der Kaliumgehalt in den Keimblittern betrug bei Keimlingen mit Endosperm ca.
110 pMol x (gFG)". Er verinderte sich weder nach Transfer in 0,3 mM noch in 1 mM
Kaliumchlorid deutlich. Nur 10 mM Kalium fiihrte bereits nach 2stiindiger Inkubation zu einem
hoéheren, neuen steady state-Niveau (Abb. 3.3.2). Die Konzentration des freien Chlorids war im
Vergleich zum Kaliumgehalt sehr gering, in einer Grof3enordnung von 10 bis 20 mM. Nur bei einer
apoplastischen Konzentration von 10 mM Chlorid wurde die Konzentration der Keimlinge mit
Endosperm (ca. 20 mM) {ibertroffen. Man ging im Folgenden fiir Kalium von -einer

Equilibrierungszeit von 8 Stunden aus.
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Abb. 3.3.2 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Kalium und Chlorid in den
Keimblattern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblétter intakter Keimlinge
flir definierte Zeitriume in 100 mM Saccharose, 0,2 mM CaCl, und KCl in den angegebenen
Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Die Chloridkonzentration
in den Keimblittern wurde aus dem Chloridgehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 %
errechnet. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren
Standardabweichungen (n=3).
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Kalium ist das dominante Kation im Siebrohrenexsudat. Schon Zhong (1994) und
Kockenberger (1995) fanden Hinweise darauf, daB3 Kalium im Ricinuskeimling zwischen Phloem
und Xylem zirkuliert. Zur Quantifizierung dieser Zirkulation in Abhéngigkeit vom externen
Angebot wurde zunichst Siebrohrenexsudat gewonnen (Abb. 3.3.3). Bei allen apoplastischen
Bedingungen waren die Unterschiede zur Kaliumkonzentration des Mediums hoch, im Vergleich
zu Keimlingen mit Endosperm gering. Auftillig war, daB die Konzentration im Siebréhrenexsudat
derjenigen im Apoplasten nahe des Phloems entsprach (Abb. 3.3.1).
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Abb. 3.3.3 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Kalium im Siebréhrenexsudat
von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblatter intakter Keimlinge fiir definierte
Zeitraume in 100 mM Saccharose, 0,2 mM CaCl, und Kaliumchlorid in den angegebenen Konzentrationen.
Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das
Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 30 min. Als Vergleich dienten
Keimlinge mit Endosperm. Die Balken repriasentieren Standardabweichungen (n=3).

3.3.2.2 Gradienten zwischen Apoplast, Symplast und Phloem

Verfolgt man den Weg der Kalium-lonen vom apoplastischen Raum zwischen dem
Endosperm und den Keimblittern, in die Keimblétter und auf dem weiteren Wege ins Phloem,
kann man feststellen, da3 es zu einer Anreicherung von Kalium zwischen den Keimblattern und
dem Medium (kiinstliche Apoplastenlosung) aber auch zwischen dem Phloem und dem Medium
kam (Abb. 3.3.4). Sowohl der Akkkumulationsfaktor zwischen Keimblitter und Medium und der
zwischen dem Phloem und dem Medium nahm rapide ab (Tab. 3.3.1). Geht man von 1 mM freiem
Kalium im apoplastischen Raum zwischen den Keimbléttern und dem Endosperm aus, zeigte sich

zum Apoplasten der unteren Epidermis bereits einen ca. 70 %igen Anstieg.
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Abb. 3.3.4 Vergleich der steady state-Konzentrationen im Medium (kiinstliche Apoplastenldsung), in den
Keimblittern und im Siebrohrenexsudat nach Inkubation der Keimblitter in 0,3 mM, 1 mM und 10 mM
Kalium. Die Konzentration in den Keimblittern wurde aus dem Kaliumgehalt unter Beriicksichtigung des
Wasseranteils von 55 % errechnet.

Tab. 3.3.1 Akkumulationsfaktoren unter steady state-Bedingungen fiir Kalium zwischen dem Medium
(kiinstliche Apoplastenlosung), den Keimblittern und dem Siebrohrenexsudat nach Inkubation der
Keimblitter an intakten Keimlingen in 0,3 mM, 1,0 mM oder 10 mM Kalium. Die Konzentration in den
Keimblattern wurde aus dem Kaliumgehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % errechnet.

externe Bedingungen Keimblitter Siebrohrenexsudat
Medium Medium
0,3 mM Kalium 567 133
1 mM Kalium 255 45
10 mM Kalium 31 7

3.3.2.3 Kaliumaufnahme aus dem apoplastischen Raum und symplastischer Efflux

Die Kaliumaufnahme aus dem apoplastischen Raum in die Keimblétter wurde anhand der
Verinderung des Isotopenverhiltnisse K zu *'K im Inkubationsmedium und der Verarmung des
Mediums bestimmt. Man ging von einer gleichberechtigten Aufnahme beider Isotope aus.
Verwendet wurde *'Kaliumchlorid. Die Aufnahmeraten zeigten nur eine geringe Abhingigkeit von
der apoplastischen Konzentration und lagen zwischen 0,8 und 1,1 uMol x h"' x Keimling™. Uber
die Aufnahme in den Parenchymzellen der Keimblétter ist nichts bekannt. Fiir die
Saccharosebeladung des Phloem ist gefordert, dafl die apoplastische Konzentration zumindest im
Bereich des Mesophylls gesteigert und in den Zellwénden des Phloems reduziert ist (Schobert ef al.
1998). Die apoplastische Konzentration wird auch durch den Efflux von Kalium aus den
Parenchymzellen bestimmt. Tatsdchlich kam es bei 10 mM externem Kalium zu einem Efflux von
0,1 bis 0,3 uMol x h"' x Keimling'. Bei der geringen und der mittleren apoplastischen
Kaliumkonzentration wurde jedoch kein symplastischer Efflux gefunden. Moglicherweise sind K-
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Ionen fest an apoplastische Strukturen assoziiert, sie kdnnen dann durch diese Methode nicht erfaf3t
werden.

3.3.2.4 Kalium-Massenflufiraten in Phloem und Xylem

Keimlinge mit Endosperm enthielten in ihrem Wurzeldruckexsudat 11,40 = 1,02 mM
Kalium. Inkubierte man die Keimlinge mit ihren Keimblattern in 0,3 mM, 1 mM und 10 mM
Kalium sank die Konzentration in allen Féllen ab. Es stellt sich jeweils eine neue distinkte
Kaliumkonzentration ein, d.h. es erfolgte eine Zirkulation von Kalium in Abhingigkeit von der
apoplastischen Konzentration. Die Konzentration der Keimlinge mit Endosperm wurde jedoch
auch bei der hohen apoplastischen Konzentration von 10 mM nicht erreicht (Abb. 3.3.5).
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Abb. 3.3.5 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Kalium im
Wurzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblitter intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 100 mM Saccharose, 0,2 mM CaCl, und Kalium in den abgegebenen
Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 15 min. Als
Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken représentieren Standardabweichungen (n=3).

Der VolumenfluBl im Xylem schwankte unabhidngig von den Inkubationsbedingungen
zwischen 40 und 50 pl x h™' x Keimling”. Im Phloem zeigte sich einen Beeinflussung durch das
externe Kaliumangebot. Bei 0,3 mM Kalium wurden ca. 15 pl x h' x Keimling” bei 10 mM K*
durchschnittlich nur noch 9 ul x h™' x Keimling” gemessen. In Tab. 3.3.2 ist die Abhingigkeit der
Kaliummassenfliisse vom externen Angebot dargestellt. Das System arbeitet schon bei niedriger
apoplastischer Konzentration nahe der Substratséttigung fiir die Phloembeladung. 50 bis 80 % des
aus den Keimblittern exportierten Kaliums zirkulieren zwischen Phloem und Xylem, d.h. 50 %

und mehr kehren in den Keimblattapoplasten zuriick.
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Tab. 3.3.2 Steady state-MassenfluBraten fiir Kalium in Phloem und Xylem von sechs Tage alten
Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblatter intakter Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 100 mM
Saccharose, 0,2 mM CacCl, und Kaliumchlorid in den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten
wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Es sind die Mittelwerte der jeweiligen steady state-Situation und
die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Kalium-MassenfluBraten [uMol x h™' x Keimling™]

externe Bedingungen Phloem Xylem
0,3 mM Kalium 0,48 £ 0,025 0,27 £ 0,001
1 mM Kalium 0,49 £ 0,043 0,33 £ 0,003
10 mM Kalium 0,53 £ 0,003 0,45+ 0,080

Nach Etablierung der neuen steady state-Situation in 0,3 mM und 1 mM externem
Kalium wurden die Bedingungen im source im Vergleich zu Keimlingen mit Endosperm
kaum verdndert, vieles spricht daher fiir eine Konzentration von ca. | mM freiem Kalium im
apoplastischen Raum zwischen der Unterseite der Keimblétter und dem Endosperm. Im sink
wurde die in vivo-Situation auch bei 10 mM Kalium in der kiinstlichen Apoplastenlosung
nicht erreicht. Mdglicherweise wird die Kaliumfestlegung durch das Vorhandensein / Fehlen

anderer Stoffe (auler Saccharose) beeinfluf3t.

3.3.3 Kaliumtransport nach Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten

In einer weiteren Versuchsreihe wurde Kalium iiber den Wurzelapoplasten angeboten. Im
Mittelpunkt stand die Frage, bei welcher Fliissen iiber das Xylem die Situation mit den {iber den
Keimblattapoplasten equilibrierten Keimlingen erreicht wird. Die Keimblitter waren in einer
Losung aus 100 mM Saccharose und 0,2 mM CaCl, inkubiert. Die Kaliumkonzentrationen im
Wurzelmedium betrugen zunichst 0,1 mM bzw. 0,3 mM, 1 mM oder 10 mM, zusitzlich wurden
auch 0,01 und 0,03 mM Kaliumchlorid eingesetzt.

3.3.3.1 Kaliumtransport im Xylem und Import in die Keimblitter

Nach Transfer in 0,1 mM Kalium war die Kaliumkonzentration im Wurzeldruckexsudat
mit derjenigen der Keimlinge mit Endosperm vergleichbar. Die Auswirkungen von 0,3 mM und
1 mM Kalium unterschieden sich nicht. Nur 10 mM Kaliumchlorid lie die Konzentration noch
einmal ansteigen (Abb. 3.3.6). Sie war somit in allen Féllen im Vergleich zur Equilibrierung tiber
die Keimblatter erhoht.
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Abb. 3.3.6 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Kalium im
Wurzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 0,5 mM CaCl, und Kalium in den angegebenen Konzentrationen. Der
pH-Wert wurde mittels HCI auf 5,0 eingestellt. Die Keimblatter tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung
aus 100 mM Saccharose und 0,2 mM CaCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur
Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 30 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit
Endosperm. Die Balken reprasentieren Standardabweichungen (n=3).

Nach Transfer in 10 mM Kaliumchlorid kam es parallel zum Anstieg des Imports in die
Keimblitter, auch zu einem leichten Anstieg des Kaliumgehaltes dort (Abb. 3.3.7). Auffillig war,
daB die Kaliumkonzentration im Siebrohrenexsudat relativ unabhidngig vom Angebot an der
Wurzel war. Sie entsprach derjenigen nach Equilibrierung iiber die Keimblatter und auch der mit
Endosperm exsudierender Keimlinge. Die Keimblitter akkumulierten folglich bei {iberméBiger
Versorgung im geringen Ausmall Kalium. Dieser Befund kann jedoch nicht allein durch die
Beladung mit Kalium hervorgerufen werden sondern auch von den jeweils gleichen
Saccharosefliissen abhdngen. Die externe Saccharosekonzentration an den Keimblittern betrug in
allen Féllen 100 mM Saccharose. Saccharose und Kalium interagieren bei der Phloembeladung
(Riesmeier et al., 1994).
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Abb. 3.3.7 Etablierung der steady state-Situation fiir die Kaliumgehalte in den Keimblittern und
Konzentrationen im Siebrohrenexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der
Wurzeln intakter Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 0,5 mM CaCl, und Kalium in den angegebenen
Konzentrationen. Der pH-Wert wurde mittels HCl auf 5,0 eingestellt. Die Keimblétter tauchten wahrend
dieser Zeit in eine Losung aus 100 mM Saccharose und 0,2 mM CacCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 20 min. Als Vergleich
dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken représentieren Standardabweichungen (n=3).

3.3.3.2 Kaliumtransport nach Angebot von Konzentrationen typischer Standorte

Die bislang im Wurzelmedium eingesetzten Konzentrationen waren, um der
Equilibrierung iiber den Keimblattapoplasten vergleichbare Verhéltnisse vorzufinden, hoch. Die
jeweils erzielten Fliisse unterschieden sich kaum. Nun wurden die Konzentrationen im
Wurzelmedium so gewéhlt, dall sie derjenigen der Bodenldsung typischer Standorte entsprachen.
Im Boden kommen bis zu 100 uM Kalium vor (Scheffer und Schachtschabel, 1989). Mit dieser
Versuchen sollte somit die apoplastische Konzentration im Bereich des Phloems deutlicher

manipuliert und die Auswirkungen quantifiziert werden.
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Die Kaliumkonzentration im Wurzeldruckexsudat sank durch das reduzierte
Kaliumangebot deutlich ab, unabhingig davon ob man die Keimlinge mit Endosperm oder die
bisherigen Inkubationsbedingungen als VergleichmaBstab heranzieht. Pro Zeiteinheit wurde
weniger Kalium in die Keimblatter importiert (Abb. 3.3.8).
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Abb. 3.3.8 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Kalium im
Wurzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 0,5 mM CaCl, und Kalium in den angegebenen Konzentrationen. Der
pH-Wert wurde mittels HCI auf 5,0 eingestellt. Die Keimblatter tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung
aus 100 mM Saccharose und 0,2 mM CaCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur
Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 30 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit
Endosperm. Die Balken reprasentieren Standardabweichungen (n=3).

Dieser verringerte Import zeigte Auswirkungen in den Keimbléttern (Tab. 3.3.3). Ein
deutlicher Effekt zeigte sich auch bei der Kaliumkonzentration im Siebrohrenexsudat. Sie betrug
bei 0,01 mM und 0,03 mM Kalium nur noch 26 mM bis 28 mM, 0,1 mM ergaben ca. 40 mM
Kalium. Nach Inkubation iiber die Wurzel schwankten die VolumenfluBraten des Xylems zwischen
30 bis 50 pl x h' x Keimling™, die des Phloems zwischen 10 und 18 pul x h™' x Keimling™.
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Tab. 3.3.3 Steady state-Konzentrationen fiir Kalium in den Keimbléttern und im Phloem von sechs Tage
alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in
0,0l mM und 0,03 mM Kaliumchlorid und 0,5 mM CaCl,. Der pH-Wert wurde mittels HCl auf 5,0
eingestellt. Die Keimblatter tauchten wahrend dieser Zeit in 100 mM Saccharose, 0,2 mM CaCl, ein. Als
Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Exsudationszeit betrug 40 min. Die Konzentration in den
Keimblattern wurde aus dem Gehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % errechnet. Es sind
die Mittelwerte der jeweiligen steady state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen
angegeben (n=3x3).

Kalium-Konzentrationen [mM]

externe Bedingungen Keimblitter Phloem
mit Endosperm 206 £ 21 44 +7
0,01 mM Kalium 153 +13 268
0,03 mM Kalium 192+ 3 28+5

Auch die KaliumfluBraten (Tab. 3.3.4) in den beiden Leitbahnen zeigten, wie die
Konzentrationen, eine eindeutige Abhéngigkeit vom Angebot. Die Differenz Xylem- zu
Phloemtransport nahm mit ansteigender Kaliumkonzentration im Wurzelmedium immer mehr zu.
Es wurde prozentual weniger des in die Keimblétter importierten Kaliums wieder exportiert. Der
PhloemfluB scheint auch hier eine Rate von 0,55 pMol x h" x Keimling" nicht iiberschreiten zu

konnen (vgl. Inkubation iiber die Keimblétter).

Tab. 3.3.4 Steady state-Massenflufiraten fir Kalium im Xylem und Phloem von sechs Tage alten
Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln fiir definierte Zeitrdume in 0,5 mM CaCl, und
Kaliumchlorid in den angegebenen Konzentrationen. Der pH-Wert wurde mittels HCI auf 5,0 eingestellt. Die
Keimblatter tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung aus 100 mM Saccharose und 0,2 mM CaCl, ein. Es
sind jeweils Mittelwerte angegeben.

Kalium-Massenfluiraten [uMol x h™' x Keimling™]

externe Bedingungen Xylem Phloem
0,01 mM Kalium 0,310 0,400
0,03 mM Kalium 0,430 0,420
0,1 mM Kalium 0,490 0,470
0,3 mM Kalium 0,510 0,470
1 mM Kalium 0,520 0,490

10 mM Kalium 0,740 0,550
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3.3.4 Vergleich des Langstreckentransports nach Equilibrierung iiber den
Keimblatt- und den Wurzelapoplasten

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 3.3.5) sind die nach Equilibrierung iiber den
Keimblattapoplasten und nach Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten erzielten Massenfliisse in

Phloem und Xylem einander gegeniibergestellt.

Tab. 3.3.5 Vergleich der steady state-Massenfliisse von Kalium nach Equilibrierung iiber den
Keimblattapoplasten oder iiber den Wurzelapoplasten.

externe Bedingungen Equilibrierung iiber Equilibrierung iiber
Keimblitter Wurzel
Phloem Phloem
0,3 mM K" 0,48 £ 0,025 0,47 £ 0,03
I mMK" 0,49 £ 0,003 0,49 £ 0,03
10 mM K" 0,53 £ 0,003 0,55 £ 0,04
Xylem Xylem
0,3 mM K" 0,27 £ 0,001 0,51 £ 0,02
I mMK" 0,33 £ 0,003 0,52 +£0,01
10 mM K" 0,45 £ 0,080 0,74 £ 0,10

3.3.5 Kaliumverteilung im Hypokotyl

Bestimmte man den Kaliumgehalt entlang des Hypokotyls, zeigte sich das Maximum am
Apex (Abb. 3.3.9). Im Bereich der Verdickungszone war der Kaliumgehalt bereits abgesunken, im
basalen Hypokotyl gering. Dies traf nicht nur auf sechs sondern auch auf sieben Tage alte
Keimlinge zu. Die hochste Kaliumentladung des Phloems ist somit im apikalen Hypokotyl zu
erwarten (sieche Abschnitt 3.2.6). Der durch Wuchsanalyse ermittelte Export betrdgt in diesem
Alter 0,34 uMol x h' x Keimling” (Zhong, 1994; Tab. 1 Anhang). Nach Manipulation der
Apoplastenldsung lagen die Phloemfliisse zwischen 0,48 und 0,53 puMol x h™' x Keimling™, die im
Xylem zwischen ca. 0,27 und 0,45 pMol x h' x Keimling'. Die geforderte Netto-
Translokationsrate wurde unterschritten. Dies ist eine weitere Bestdtigung, da3 ein GroBteil der

Kalium-Ionen bereits im apikalen Hypokotyl wieder aus dem Phloem entladen werden.
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Abb. 3.3.9 Kaliumverteilung entlang des Hypokotyls von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen. Es wurden
5 mm lange Hypokotylabschnitte zur Bestimmung herangezogen. Die Lage der Verdickungszone ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet. Die Balken représentieren Standardabweichungen (n=6).

3.3.6 Wechselwirkungen zwischen der Kaliumkonzentration in den Keimblittern

und der Kaliumtranslokationsrate

Die Kaliumbeladung des Phloems, die auf apoplastischem Wege erfolgt (Zhong et al.,
1998) ist bereits bei relativ geringen Konzentrationen geséttigt, d.h. maximal. Es existiert aber auch
eine vermeintliche untere Schwellenkonzentration fiir die Phloembeladung. Gleiches wurde schon
flir Saccharose beschrieben (Abschnitt 3.2.9), trifft aber nicht auf die freien Aminosduren
(zumindest auf Glutamin) zu (Abschnitt 3.2.10). Unter einer intrazellulédren Konzentration von ca.
250 mM Kalium sollte der Efflux und auch der symplastische und der indirekt apoplastische
Export zum Erliegen kommen. Der Phloemflufl wiirde nur noch aus dem Apoplasten gespeist.
Wenn zusitzlich externes Kalium ausbleibt, ist es leicht vorstellbar, dal der Export vollig
ausbleibt. Um dieses Nachpriifen zu konnen, wurde zunéchst der Kaliumtransport in Keimlingen

nach frithzeitiger Entfernung des Endosperms untersucht.

3.3.6.1 Kaliumtransport nach fehlender apoplastischer Versorgung

Fiir diese Versuchsreihe entfernte man das Endosperm am Tag 3 (Abb. 3.3.10). Die
Keimlinge wurden entweder gleich geerntet oder bis zum Tag 4, Tag 5 oder 6 angezogen.
Bestimmt wurde die Kaliummenge in den einzelnen Organen. Aus dem Zuwachs oder Verlust
errechnete man die Translokationsraten, zur besseren Vergleichbarkeit bezogen auf eine Stunde.

Eine Exsudatgewinnung war in diesem frithen Alter nicht moglich.
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Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
Keimblatter 1,96 2,29
3,43 2,86
A
0,01 A 0.02
y 006 2,42 1,86
2,15
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; v o0l 0,04
Hypokotyl
y 0,11
3,67 003 5,19
Wurzel 3,64

Abb. 3.3.10 Kaliummenge [uMol] in den einzelnen Organen von Ricinuskeimlingen nach frithzeitiger
Entfernung des Endosperms. Das Endosperm wurde am Tag 3 entfernt. Die Ernte der Gewebe erfolgte
entweder am Tag 3, 4, 5 oder 6. Die Translokationsraten [uMol x h™' x Keimling'] wurden aus dem Zuwachs
der verschiedenen Organe errechnet. Sie sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. Es sind jeweils Mittelwerte
angegeben (n>4).

Trotz fehlender Nahrstoffzufuhr verloren die Keimblétter zunidchst netto Kalium.
Zwischen Tag 4 und Tag 5 erkannte man keine Haupttransportrichtung. Die Keimblatter zeigten
kein Wachstum mehr, auch der Kohlenstoffexport war gestort (Abschnitt 3.2.9). Nachfolgend war
die Netto-Transportrichtung wieder eindeutig. Die Wurzel verlor, das Hypokotyl und v.a. die
Keimblétter gewannen an Kalium. Obwohl die Kaliummenge in den Keimblittern anscheinend
kaum abnahm, reduzierte sich die Kaliumkonzentration (380 mM an Tag 3, berechnet aus dem
Kaliumgehalt und dem Wasseranteil) in diesem Zeitraum um den Faktor 10. Die vermutete untere
Schwellenkonzentration von 250 mM wurde bereits am Tag 4 unterschritten (56 mM an Tag 4; 38
mM an Tag 5). Interessanterweise zeigten auch dltere Keimlinge, die nur mit CaCl,-Losung iiber
die Wurzel versorgt wurden, einen leichten Anstieg des Kaliumgehaltes ihrer Keimblatter und zwar
von 160 pMol x (gFG)” (Tag 8) auf 210 pMol x (gFG)" am Tag 14.

3.3.6.2 Abhingigkeit vom Alter der Keimblitter

Es hat sich gezeigt, daB die Kaliumkonzentration in den Keimbléittern bei {iberméfBigem
Kaliumangebot im Apoplasten zunimmt. Die Phloembeladung ist schon bei niedriger
apoplastischer Konzentration gesittigt, auBerdem gibt es bei fehlender apoplastischer Zufuhr eine
untere Schwellenkonzentration fiir den Export. Es stellt sich nun die Frage, ob sich die Situation
wihrend der Alterung der Keimblitter verdndert. Hierzu untersuchte man Keimblatter bei guter
Nahrstoffversorgung. Die Keimblétter wuchsen bis zum Tag 12 bzw. 14 in ihrer GréBe an, dies war
gekoppelt mit einem Anstieg des Kaliumgehaltes. Zwischen Tag 12 und Tag 14 kam es, wie schon
fiir Kohlenstoff und Stickstoff festgestellt, zu einer entscheidenden Verdnderung. Der

Kaliumgehalt blieb von nun an konstant bzw. nahm leicht ab. In Abb. 3.3.11 ist der Kaliumgehalt
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dieser Keimblitter zusammen mit dem Saccharosegehalt (Abschnitt. 3.2.9) dargestellt. Zur

Diskussion steht die Interaktion von Kalium und Saccharose bei der Phloembeladung.
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Abb. 3.3.11 Abhidngigkeit des Kaliumgehaltes vom Alter der Keimblétter. Die Ricinuspflanzen wurden nach
dem sechsten Tag in die Klimakammer transferiert. Die Erndhrung der Pflanzen erfolgte ab Tag 7 mit
kaliumhaltigem Nahrlésung. Die Balken repréasentieren Standardabweichungen (n=6).

3.3.7 Magnesium und Calcium

Die Anzucht der Keimlinge erfolgte in allen Féllen auf Anzuchtstopfen oder Vermiculit
mit einer 0,5 mM Calciumchloridlésung im Wurzelraum. Ohne diese Losung an der Wurzel
stellten die Keimlinge ihr Wachstum zwischen Tag 3 und 4 ein. Dieser Effekt scheint
ausschlieBlich durch Calcium-lonen bedingt zu sein, da schon Zhong (1994) zeigen konnte, daf3

Chlorid-lonen keinen merklichen Einfluf} auf die Verhéltnisse im Keimling haben.

Verteilung der beiden Elemente in den Keimblittern

Der cytoplasmatische Magnesiumgehalt fiel geringer aus als nach Analyse der gesamten
Keimblitter (ca. 93,3 uMol x (gFG)"; Zhong et al., 1993) erwartet werden konnte (Abb. 3.3.12).
Der extrazellulire Gehalt war meist leicht hoher als der korrespondierende intrazelluldre.
Besonders auffillig war der hohe cytoplasmatische und extrazelluldre Gehalt in der oberen
Epidermis. Sogar auf der AuBenseite der oberen Epidermis wurde Magnesium und auch Calcium
gefunden. Der hohe Gesamtgehalt in den Keimbléittern wurde durch das Vorkommen von
EinschluBkdrpern bedingt. Thre Verteilung korreliert mit den P-haltigen Korpern, bei denen es sich
vermutlich um Phytin handelt (Abschnitt 3.4.1). Der apoplastischen Calciumgehalt war mit
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Ausnahme der Wiénde des Palisadenparenchyms hoch (ca. 110 mM), die intrazellulére
Konzentration mit 3 bis 5 mM gering. Karley et al. (2000) sprechen davon, dafl Calcium v.a. in den
Epidermen akkumuliert wird. Mittels EELS-ESI-Messungen konnten auch in den
Ricinuskeimblittern calciumhaltige Einschliisse in der unteren Epidermis der Keimblitter
nachgewiesen werden. Die Messung erfolgte in der Abteilung fiir Elektronenmikroskopie der
Universitit Bayreuth durch G. Acker mittels der dort etablierten Methoden und Geréte (nach Franz,
1994).

Obere Epidermis

Palisadenparenchym

Leitbiindel
Xylem
Phloem

Schwammparenchym

Untere Epidermis

Abb. 3.3.12 Magnesiumverteilung in den Keimbldttern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen mit
Endosperm. Illustration der MeBpunkte im Querschnitt. Die Quantifizierung erfolgte anhand von EDX-
Analysen. Die Zahlenwerte geben den relativen Gehalt, gewonnen durch den Vergleich mit Standards
definierter Konzentrationen (mM), im jeweiligen MeB3bereich an.
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Abb. 3.3.13 Calciumhaltige EinschluBkorper in der unteren Epidermis des sechs Tage alten
Ricinuskeimblattes.

3.4 Phosphatferntransport

Das Element Phosphor wird von der Pflanze v.a. in Form von anorganischem Phosphat
aufgenommen. Im Gegensatz zu einigen anderen Elementen tritt Phosphor auch direkt als Phosphat
bzw. Phosphorsdure in den Stoffwechsel ein. Die Extraktion aus dem Boden ist sehr effektiv. Trotz
geringer Phosphorkonzentration im Boden akkumuliert die Pflanze groBe Mengen in ihrem
Kormus. Phosphat-lonen kommen im Phloem normalerweise in einer Konzentration kleiner als
20 mM vor (Hayashi und Chino, 1985; Zhong et al., 1998). Die Phloembeladung scheint auf
apoplastischem Wege zu erfolgen (Zhong et al., 1998). Desweiteren wird Phosphor aber auch in
organischer Form in die Siebrohren beladen (Geigenberger et al., 1993). Bei Uberangebot sind

Hohere Pflanzen in der Lage Phosphorséure als Phytin zu speichern.

3.4.1 Phosphorverteilung in den einzelnen Kompartimenten der Keimblétter

Phosphor war nicht gleichféormig in den Keimbléittern mit Endosperm verteilt
(Abb. 3.4.2). Die hochsten Phosphorgehalte wurden im Cytoplasma des Schwamm- und
Palisadenparenchyms, die niedrigsten in der unteren und oberen Epidermis gefunden. Der Gehalt
im Zellwandraum war unerwartet hoch. Er lag deutlich iiber der fiir den apoplastischen Raum
zwischen Endosperm und Blattunterseite vorausgesagten freien Phosphatkonzentration von 2 mM,
(Abschnitt 3.1.1 und 3.4.2). Im Palisaden- aber auch im Schwammparenchym fand man Phosphor
in speziellen EinschluBkorpern. Neben den phosphorhaltigen Plastiden entdeckte man dort noch
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Korper, die aufgrund ihrer hohen Elementdichte eine starke Kontrastierung zeigten. Sie enthielten
bis zu 10 M Phosphor mit einem Maximum im Schwammparenchym. Grofle Mengen des
Phosphors in den Keimblittern waren somit in speziellen EinschluBkorpern vorhanden
(intrazellulire Kompartimentierung). Mit Unterstiitzung von E. Fritz (Universitidt Gottingen)
konnten diese Einschlufkorper im Schwamm- und im Palisadenparenchym elementanalytisch
untersucht werden. Es handelt sich dabei vermutlich um Phytinsdureablagerung (Mg-Phytat).
Anzumerken ist, daB anhand dieser Messungen eine genauere Differenzierung zwischen den
einzelnen P-haltigen Verbindungen nicht moglich ist. Um weitere Informationen {iiber die
Phosphatverteilung in den einzelnen Kompartimenten der Keimblitter zu erhalten, sollten *'P-

NMR-Messungen an den Keimblittern durchgefiihrt werden.

Abb. 3.4.1 Phosphor- und magnesiumhaltige Einschlu8kérper im Schwammparenchym des sechs Tage alten
Ricinuskeimblattes.
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Obere Epidermis

Palisadenparenchym

Leitbuindel

Xylem
Phloem

Schwammparenchym

Untere Epidermis

Abb. 3.4.2 Phosphorverteilung in den Keimbléttern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen mit Endosperm.
[ustration der MeBpunkte im Querschnitt. Die Quantifizierung erfolgte anhand von EDX-Analysen. Die
Zahlenwerte geben den relativen Gehalt, gewonnen durch den Vergleich mit Standards definierter
Konzentrationen (mM), im jeweiligen MeBbereich an.

3.4.2 Phosphattransport nach Equilibrierung iiber die Keimblitter

Basierend auf Ergebnisse von Zhong (1994) wurde von 2 mM Phosphat im
apoplastischen Raum zwischen der Unterseite der Keimblatter und dem Endosperm ausgegangen
(siche Abschnitt 3.1.1). Aus diesem Grund setzte man dem Inkubationsmedium zunichst 2 mM
Kaliumphosphatpuffer zu, als Vergleich dienten 0,5 mM und 10 mM. Verglichen wurden der
Phosphorgehalt  (Iosliche und unldsliche Bestandteile) und die Konzentration an
wasserextrahierbarem Phosphat in den Keimbldttern in Abhédngigkeit vom externen Angebot.
Ferner ging man auf die Wechselwirkungen mit dem Transport in Phloem und Xylem ein. Die

Aufnahme in die Keimblatter und der symplastische Efflux wurde bestimmt.

3.4.2.1 Freie Konzentration in den Keimbléttern und im Siebrohrenexsudat

Der Phosphorgehalt in den vom Endosperm umgebenen Keimbléttern war, bedingt durch
die P-haltigen EinschluSkoérper hoch (Abb. 3.4.3). Er wurde im Vergleich zu Keimlingen mit
Endosperm sowohl durch 0,5 mM als auch durch 2 mM externes Phosphat reduziert. Die
Phosphatkonzentration blieb parallel dazu unverdndert. Im Gegensatz dazu erhohte 10 mM
externes Phosphat den P-Gehalt und die Phosphatkonzentration in den Keimbléttern. Insgesamt

gesehen kam es nur bei niedriger und mittlerer apoplastischer Konzentration zu einem Nettoverlust
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von P aus den Keimblittern. Der Anteil des anorganischen Phosphats am Gesamtphosphor lag

unabhéngig vom externen Angebot zwischen 60 % und 80 %.
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Abb. 3.4.3 Etablierung der steady state-Situation fiir die Phosphorgehalte und Phosphatkonzentrationen in
den Keimblittern sechs Tag alter Ricinuskeimlinge nach Inkubation der Keimblatter intakter Keimlinge fiir
definierte Zeitrdume in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CacCl, und Phosphat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wahrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Die
Phosphatkonzentration in den Keimbléttern wurde aus dem Phosphatgehalt unter Beriicksichtigung des
Wasseranteils von 55 % berechnet. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken
repriasentieren Standardabweichungen (n=3).

Schachtmann ef al. (1998) sprechen davon, dafl schon 70 % anorganisches Phosphat im
Blatt toxisch wirken. Es kann die Frage gestellt werden, ob der Phosphatanteil in den Keimblittern
wirklich so /och ist oder ob es sich um einen Artefakt bei der Messung bzw. bei der Extraktion
handelt. Um einen Artefakt auszuschlieen, wurde die Wiederfindung von extra zugegebenen
phosphorhaltige Verbindungen wie ATP und ADP bestimmt. Sie wurden durch den Test nicht
erfafit. Die Vermutung lag nahe, dal bei der Extraktion (10 min Erhitzen) Inositolphosphate, die
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reichlich im Keimblitter vorhanden sind, gespalten werden. Aus diesem Grund wurde mit einem
70 %igem Gemisch aus Diethylether/Wasser (v/v) ohne Erhitzen extrahiert und die wéiirige Phase
zur Messung herangezogen. Diese Methode bestétigte die in Abb. 3.4.3 gezeigten Ergebnisse.

Die Phosphatkonzentration im Siebrohrenexsudat iibertraf bei allen externen
Konzentrationen die der Keimlinge mit Endosperm (Abb. 3.4.4). Auch 2 mM Phosphat lieen die
Konzentration ansteigen, obwohl vermutet wurde, daf3 die natiirliche apoplastische Konzentration
ca. 2 mM betrédgt (Tab. 3.1.1). Der Phosphortransport bei Keimlingen mit Endosperm erfolgt im
Phloem zu 2/3 in Form von organischen Phosphorverbindungen (1:2-Transport von Phosphat und
organischen P-Verbindungen; Komor et a/., 1996). Man kann sich die Frage stellen, ob durch das
apoplastische Angebot auch der Transport von organischen Phosphorverbindungen betroffen ist
(Tab. 3.4.1). Schon 0,5 mM externes Phosphat fiihrte zu einem 2:1-Transport von Phosphat
organischem Phosphor und somit zu einer eindeutigen Umkehr des natiirlichen Verhéltnisses. Der
Export aus den Keimblittern tibertraf den durch Wuchsanalyse ermittelten Bedarf um ca. 1/3
(Tab. 1 Anhang). Erhohte man die apoplastische Konzentration auf 2 mM bzw. 10 mM, stieg
sowohl die Phosphat- als auch die Phosphorkonzentration an, das Verhéltnis zwischen beiden

anderte sich nicht.

® mit Endosperm
—O— 0,5mM
3B —v— 2mM 1
—~— 10mM

=
E
c
S
® 25} .
T
N
N 20t .
[e]
<
S 15¢ .
Q.
[%]
2 qof .
T
5, .
0 L L L L L L L
0 2 4 6 8 10 12 14

Inkubationszeit [h]

Abb. 3.4.4 Etablierung des steady state-Situation fiir Konzentrationen von Phosphat im Siebréhrenexsudat
von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblatter intakter Keimlinge fiir definierte
Zeitraume in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Kaliumphosphat pH 5,5 in
den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit
betrug 10 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken représentieren
Standardabweichungen (n=3).
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Tab. 3.4.1 Phosphor- und Phosphatkonzentration im Siebrohrenexsudat nach 8stiindiger Inkubation der
Keimblatter in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Phosphat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Zur
Bestimmung der Phosphorkonzentration wurde das Exsudat von 5 Keimlingen zur Messung vereinigt. Es
sind jeweils Mittelwert und Standardabweichungen angegeben (n=3). Die Konzentration des organisch
gebundenen Phosphors wurde aus der Differenz zwischen Phosphor und Phosphat errechnet.

Konzentrationen im Siebrohrenexsudat [mM]

externe Bedingungen Phosphor Phosphat organischer Phosphor
0,5 mM Phosphat 14,10 + 1,63 10,32+ 1,17 3,78

2 mM Phosphat 30,52 +2,74 16,89 +2,10 13,63
10 mM Phosphat 45,63 £5,43 32,93 £1,61 12,70

3.4.2.2 Gradienten zwischen Apoplast, Symplast und Phloem

Damit Diffussionsprozesse und Massenfliisse iiberhaupt erfolgen konnen, miissen
Gradienten zwischen den beteiligten Kompartimenten bestehen. Diffusionsprozesse erfordern
einen Konzentrationsunterschied, wihrend fiir einen Massenfluf3 eine Druckdifferenz existieren
muB. Die Aufhahmeaktivitit der Zellen reguliert wiederum die Verteilung in den Geweben. Der
Phosphatpool in den Keimblittern war bereits bei niedriger apoplastischer Konzentration grof3 und
eindeutig durch die apoplastische Konzentration beeinfluBbar (Abb. 3.4.5). Es kam jedoch zu
keinem proportionalen Anstieg der Phosphatkonzentration mit dem externen Angebot. Die
Konzentration im Siebrohrenexsudat ibertraf in allen Féllen die des Mediums. Der
Akkumulationsfaktor zwischen Phloem und kiinstlicher Apoplastenlosung sank von ca. 20 auf
ungefihr 3 (Tab. 3.4.2).
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Abb. 3.4.5 Vergleich der steady state-Konzentrationen im Medium (kiinstliche Apoplastenldsung), in den
Keimbléttern und im Siebrohrenexsudat nach Inkubation der Keimblétter in 0,5 mM, 2 mM oder 10 mM
Phosphat. Die Konzentration in den Keimbldttern wurde aus dem Phosphatgehalt unter Beriicksichtigung des
Wasseranteils von 55 % errechnet.

Tab. 3.4.2 Akkumulationsfaktoren unter steady state-Bedingungen fiir Phosphat zwischen dem Medium
(kiinstliche Apoplastenlosung), den Keimblittern und dem Siebrohrenexsudat nach Inkubation der
Keimblatter in 0,5 mM, 2 mM oder 10 mM Phosphat. Die Konzentration in den Keimbléttern wurde aus dem
Phosphatgehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % errechnet.

externe Bedingungen Keimbliitter Siebrohrenexsudat
Medium Medium
0,5 mM Phosphat 360 20
2 mM Phosphat 110 10
10 mM Phosphat 30 3

3.4.2.3 Phosphat-MassenfluBiraten in Phloem und Xylem

Um die Frage nach einer potentiellen Phosphatzirkulation zu beantworten, wurden die
Wurzeldruckexsudate der equilibrierten Keimlinge untersucht und die Massenflufiraten errechnet.
Die Phosphatkonzentration im Wurzeldruckexsudat von Keimlingen mit Endosperm betrug ca.
2,5 mM (Abb. 3.4.6) Sie wurde durch die Inkubation in 0,5 mM und 2 mM Phosphat an den
Keimbléttern kaum beeinflut. Nur 10 mM externes Phosphat erbrachten eine signifikante

Steigerung anndhernd um den Faktor 2,5.
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Abb. 3.4.6 Etablierung der steady state-Situation fir die Konzentrationen von Phosphat im
Wourzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblatter intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitrdume 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl,, und
Phosphat in den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl,
ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die
Exsudationszeit betrug 20 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren
Standardabweichungen (n=3).

Der VolumenfluB im Phloem betrug durchschnittlich 23 ul x h™' x Keimling” und war im
Vergleich zu den anderen Substraten etwas erhoht. Im Xylem zeigte dies keine Auswirkungen
(Abschnitt 3.1.2.1). Der MassenfluB im Xylem stiegt mit der apoplastischen Konzentration an
(Tab. 3.4.3). Besonders bei der hohen apoplastischen Konzentration von 10 mM wurde deutlich,
daB ein grofler Teil des aus den Keimblattern exportierten Phosphats nicht iiber das Xylem in die
Keimblitter zuriickkehrte. Insgesamt gesehen kann gesagt werden, dal Phosphat im Keimling

zirkuliert, das AusmaB der Zirkulation jedoch gering ist.

Tab. 3.4.3 Steady state-Massenflufiraten fiir Phosphat im Phloem und Xylem sechs Tage alter
Ricinuskeimlingen. Die Keimblitter intakter Keimlinge wurden fiir definierte Zeitrdume in 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Phosphat in den angegebenen Konzentrationen
inkubiert. Die Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Es sind die Mittelwerte der
jeweiligen steady state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Phosphat-MassenfluBraten [uMol x h™' x Keimling™|

externe Bedingungen Phloem Xylem
0,5 mM Phosphat 0,18 £ 0,01 0,13 +0,01
2 mM Phosphat 0,29 £ 0,02 0,16 £ 0,01

10 mM Phosphat 0,60 + 0,02 0,26 £ 0,01
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Wie schon Versuche von Zhong (1994) zeigten, ist die VolumenfluBrate im Phloem nach
Transfer der Keimblétter in Phosphat hoch. Bei Langzeitexsudation kommt es zu einer
Auffilligkeit bei 30 mM Phosphat. Innerhalb acht Stunden nimmt der Volumenflu3 kontinuierlich
ab, um danach wieder deutlich anzusteigen. Es ist denkbar, da3 der hohe Phosphatflufl die Menge
an transportiertem freien Calcium reduziert und somit negativ auf die Kallosesynthese einwirkt.

Der Riicktransport von Phosphat im Xylem war verglichen mit dem
Phloemtransport von Phosphat- und organischen Phosphorverbindungen sehr gering. Schon
bei einer apoplastischen Konzentration von 0,5 mM Phosphat konnte der Phosphorbedarf im

sink allein durch den Phosphateintrag gedeckt werden (Tab.1 Anhang).

3.4.2.4 Phosphataufnahme in die Keimblitter und symplastischer Efflux

Zur Quantifizierung der unidirektionalen Aufnahme in die Keimblitter wurden intakte
Keimlinge bis zur Etablierung der steady state-Bedingung in unmarkiertem Medium vorinkubiert.
Danach iibertrug man die Keimblétter in eine radioaktiv-markiertes Phosphat enthaltende Losung
gleicher Konzentration. Die in den Keimling aufgenommene Radioaktivitit wurde quantifiziert und
der lineare Bereich ausgewertet. Durch umgekehrte Markierungsfolge wurde der Phosphatefflux
aus dem Zellen der Keimblétter bestimmt (sieche Abschnitt 2.7.1 und 2.7.2). Die Aufnahme in die
Keimblitter stieg parallel zur apoplastischen Konzentration an, aber nicht linear. Der Efflux aus
den Zellen in den Apoplasten war gering und bei allen Konzentrationen in einer Gré3enordnung
von ungefahr 10 % der Aufnahme (Tab. 3.4.4).

Tab. 3.4.4 Unidirektionale Phosphataufnahme bzw. unidirektionaler —efflux unter steady state-Bedingungen
nach Inkubation der Keimblatter in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und
Phosphat in den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl,
ein. Es sind jeweils Mittelwert und Standardabweichungen angegeben (n=9).

Fliisse [uMol x h™" x Keimling™]

externe Bedingungen Aufnahme Efflux

0,5 mM Phosphat 0,30+ 0,02 0,02+ 0,01
2 mM Phosphat 0,45 + 0,06 0,04 £0,01

10 mM Phosphat 0,85+0,10 0,08 £ 0,02

Die Phosphataufnahme war konzentrationsabhingig, stieg jedoch nicht linear zum
externen Angebot. Zwischen 2 mM und 10 mM externen Phosphat blieb sie leicht hinter den
Erwartungen zuriick. Es zeigte sich eine beginnende Sittigung. Der symplastische Efflux

war gering.
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3.4.3 Phosphattransport nach Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten

In einer weiteren Versuchsreihe wurde Phosphat iiber die Wurzel angeboten, die
Keimblatter tauchten wéhrend der Inkubation in einer Losung aus 100 mM Saccharose, 0,2 mM
Calciumchlorid und Puffer ein. Die Konzentrationen im Wurzelmedium waren 0,5 mM, 2 mM und
10 mM anorganisches Phosphat. Diese Konzentrationen wurden zur besseren Vergleichbarkeit der
Fliisse gewihlt, wohl wissend, daf die Phosphatkonzentration im Boden sehr gering, ungefahr um
einen Faktor 100 erniedrigt ist. Im Mittelpunkt der Betrachtung standen die Auswirkungen eines
erhohten Xylemtransports auf die Situation in den Keimbléttern und den Langstreckentransport im
Phloem.

3.4.3.1 Phosphattransport im Xylem und Import in die Keimblitter

Die Phosphatkonzentration im Wurzeldruckexsudat zeigte eine Abhingigkeit vom
externen Angebot (Abb. 3.4.7). Sie war, wie bereits gezeigt, bei Keimlingen mit Endosperm sehr
gering, sie lieB sich aber schon nach 2stlindiger Inkubation beeinflussen. Vergleicht man die
Phosphatkonzentrationen im Wurzeldruckexsudat nach Equilibrierung iiber die Keimblatter (Abb.
3.4.6) mit derjenigen nach Equilibrierung iiber die Wurzel, fillt auf, da3 das Phosphatangebot an
der Wurzel die Phosphatkonzentration im Wurzeldruckexsudat merklich erhoht.
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Abb. 3.4.7 Etablierung der steady state-Situation fir die Konzentrationen von Phosphat im
Wurzeldruckexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitrdume in 1 mM MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und Phosphat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Keimblétter tauchten wéhrend dieser Zeit in eine Losung aus 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CacCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das
Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit betrug 15 min. Als Vergleich dienten
Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren Standardabweichungen (n=3).
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In den Keimblattern zeigte sich, aufgrund des Gréfie des Pi-Pools dort, keine deutliche
Abhéngigkeit von den externen Bedingungen (Abb. 3.4.8). Auch der Phosphorgehalt stieg nur
unwesentlich an (Tab. 3.4.5). Die Phosphatkonzentration im Siebréhrenexsudat wurde nur nach
Transfer in eine hohe Konzentration im Wurzelmedium (10 mM Phosphat) verandert (Abb. 3.4.8).
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Abb. 3.4.8 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Phosphat in den Keimblétter
und im Siebrohrenexsudat von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitraume in 1 mM MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und Phosphat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Keimblétter tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung aus 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, ein. Die Konzentration in den Keimbldttern wurde
aus dem Phosphatgehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils der Keimblatter von 55 % errechnet. Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit
betrug 20 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken représentieren
Standardabweichungen (n=3).
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Tab. 3.4.5 Phosphorgehalt in den Keimbléttern nach 10stiindiger Inkubation der Wurzeln in 1 mM
MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und Phosphat in den angegebenen Konzentrationen. Die Keimblétter
tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung aus 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2
mM CaCl, ein. Es sind jeweils Mittelwert und Standardabweichungen angegeben (n=9).

externe Bedingungen Phosphorgehalte [uMol x (gFG)™|
0,5 mM Phosphat 190,7 £ 12,9
2 mM Phosphat 1944+ 83
10 mM Phosphat 200,8 £ 9,7

3.4.3.2 Vergleich der Phosphatfliisse in Xylem und Phloem

Wihrend die VolumenfluBrate im Xylem zwischen 47 und 52 ul x h™' x Keimling™
schwankte, betrug sie im Phloem ca. 19 pl x h™ x Keimling”. Aus der Phosphatkonzentration in
den jeweiligen Exsudaten und den gemessenen VolumenfluBBraten, wurden die Massenflufliraten
errechnet. Die Massenfliisse von Phosphat im Phloem lieBen sich durch das externe
Phosphatangebot iiber die Wurzel nur unwesentlich beeinflussen. Der XylemfluB nahm mit
steigender Phosphatkonzentration im Wurzelmedium deutlich zu (Tab. 3.4.6). Zur Diskussion
steht, ob das im UberschuB in die Keimblitter importierte P; in Form von organischen P-

Verbindungen erneut ins Phloem beladen wird.

Tab. 3.4.6 Steady state-Massenfluiraten fiir Phosphat im Xylem und Phloem von sechs Tage alten
Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln fiir definierte Zeitrdume in 1 mM MES(KOH) pH 5,0,
0,5 mM CacCl, und Phosphat in den angegebenen Konzentrationen. Die Keimblétter tauchten wéhrend dieser
Zeit in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5 und 0,2 mM CacCl, ein. Es sind die Mittelwerte der
jeweiligen steady state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Phosphat-MassenfluBraten [uMol x h™' x Keimling™|

externe Bedingungen Xylem Phloem
0,5 mM Phosphat 0,32 +0,01 0,12 +0,01
2 mM Phosphat 0,36 £ 0,01 0,13 +£0,01

10 mM Phosphat 0,59 + 0,03 0,17 + 0,01
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3.4.4 Vergleich des Langstreckentransports nach Equilibrierung iiber den
Keimblatt- und den Wurzelapoplasten

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 3.4.7) sind die nach Equilibrierung iiber den
Keimblattapoplasten und nach Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten erzielten Massenfliisse in

Phloem und Xylem einander gegeniibergestellt.

Tab. 3.4.7 Vergleich der steady state-Massenfliisse von Phosphat nach Equilibrierung iber den
Keimblattapoplasten oder iiber den Wurzelapoplasten.

externe Bedingungen Equilibrierung iiber Equilibrierung iiber
Keimblitter Wurzel
Phloem Phloem
0,5 mM Phosphat 0,18 +0,01 0,12+ 0,01
2 mM Phosphat 0,29 + 0,02 0,13+ 0,01
10 mM Phosphat 0,60 + 0,02 0,17 +£0,01
Xylem Xylem
0,5 mM Phosphat 0,13 +0,01 0,32+ 0,01
2 mM Phosphat 0,16 £0,01 0,36 £ 0,01
10 mM Phosphat 0,26 £ 0,01 0,59 £ 0,03

3.4.5 Gleichzeitiges Angebot von Phosphat iiber die Keimblitter und die Wurzel

In Anndherung an die in vivo-Situation wurde in dieser Versuchsreihe Phosphat sowohl
iiber die Keimblétter als auch iiber die Wurzel angeboten (Tab. 3.4.8). Die Phosphatkonzentration
im Wurzelmedium betrug in allen Féllen 0,5 mM Phosphat. Der Apoplastenlosung der Keimblatter
wurden entweder 0,5 mM, 2 mM oder 10 mM Phosphat zugesetzt. Mit diesem Versuch sollten v.a.

die apoplastischen Bedingungen im Bereich des Phloems manipuliert werden.

Sowohl die Phosphatkonzentrationen in den Keimblittern als auch diejenige des
Siebrohrenexsudats waren bei 0,5 mM Phosphat (an der Wurzel und an den Keimbléttern) schon
hoch. Durch die Erh6hung des apoplastischen Phosphatangebots an den Keimbléttern stiegen beide
weiter an, wobei der Effekt auf die Phloembeladung nicht sehr deutlich ausgepridgt war. Der
Phosphatimport in die Keimbliatter war im Vergleich zur Equilibrierung {iber den
Keimblattapoplasten gesteigert, erniedrigt im Vergleich zur Equilibrierung iiber die Wurzel. Zur
Phosphatbeladung des Xylem scheint folglich nicht nur die Phosphataufnahme aus dem
Wurzelapoplasten eine Rolle zu spielen, sondern auch die Phosphatanlieferung in die Wurzel iiber
das Phloem. Kommt es zu einem hohen Phosphateintransport in die Keimblétter, wird der Export
von Phosphat tiber das Phloem erhdht. Wenn die apoplastische Konzentration gleichzeitig bereits
hoch ist, wird der Export insgesamt reduziert. Der Volumenflufl im Phloem betrug durchschnittlich

18 pl x h' x Keimling™, der im Xylem ca. 48 pl x h”' x Keimling™.
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Tab. 3.4.8 Abhéngigkeit der Phosphatkonzentration in den Keimbléttern, im Siebréhren- und im
Wurzeldruckexsudat von den Inkubationsbedingungen. Die Wurzeln sechs Tage alter Ricinuskeimlinge
wurden fiir definierte Zeitrdume in 0,5 mM Phosphat und die Keimblitter in 0,5 mM, 2 mM oder 10 mM
Phosphat inkubiert. Es sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Phosphat-Konzentrationen [mM]

externe Bedingungen Keimblitter Siebrohrenexsudat Wurzeldruckexsudat
0,5 mM Phosphat 2033+ 114 21,53 +2,45 4,37+ 1,49
2 mM Phosphat 240,5 + 20,1 24,24 + 1,45 4,65+2,04
10 mM Phosphat 320,0+ 17,9 27,38 + 3,17 6,94 £ 2,30

Equilibriert man Phosphat gleichzeitig iiber die Keimblétter und die Wurzel kam es
zu einer Verschiebung der Phloem- und der Xylemfliisse. Beide waren im Vergleich zur

Einzelinkubation erniedrigt.

3.4.6 Phosphorverteilung im Hypokotyl

Auch das Element Phosphor war v.a. im oberen, apikalen Abschnitt des Hypokotyls
festgelegt (Abb. 3.4.9). Im Bereich der Verdickungszonen fiel der Phosphorgehalt im Vergleich
zum Kohlenstoffgehalt {iberproportional ab. Im basalen Teil war er um einen Faktor von 3-4
erniedrigt. Entsprechendes traf auch auf sieben Tage alte Keimlinge zu. Das apikale Hypokotyl ist
basierend auf den Uberlegungen von Kockenberger (1995) der Ort der groBten Phosphatentladung
(Abschnitt 3.2.6).
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Abb. 3.4.9 Phosphorverteilung entlang des Hypokotyls von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen. Es wurden
5 mm lange Hypokotylabschnitte zur Bestimmung herangezogen. Die Lage der Verdickungszone ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet. Die Balken représentieren Standardabweichungen (n=6).
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3.4.7 Phosphatflufl in den Wurzelapoplasten

Phosphat wird sehr gut in die Keimblatter aufgenommen und schnell und im hohen Maf3e
fiir den Export zur Verfiigung gestellt. In der Wurzel angekommen, kann Phosphat ins Xylem
gelangen und zuriick in die Keimblétter transportiert werden. Neben dem anorganischen Phosphat
stechen auch organische Phosphorverbindungen zur Erndhrung der Pflanze zur Verfiigung.
Organische Phosphorverbindungen kommen im Xylem in einer Konzentration von maximal 1 mM
vor (n=6). Nach Equilibrierung iiber die Keimblitter erreichte im Vergleich zu Keimlingen mit
Endosperm mehr Phosphor die Wurzel. Es stellt sich die Frage nach dem Verbleib des zusétzlich in
die Wurzel geliefertem Phosphor. Neben einer erhohten Metabolisierung kdnnte es auch, wie fiir
Saccharose und Glutamin gezeigt wurde (Schobert, 1988), zu einem Efflux von Phosphat aus dem
Apoplasten der Wurzel kommen. Bei diesen Effluxmessungen wurde das Auftauchen von
Radioaktivitit im Medium der Wurzel nach Angebot von radioaktivem Phosphat iiber die
Keimblatter untersucht. Es zeigte sich, daB3 bei 0,5 mM und 2 mM Phosphat an den Keimblittern
kein Phosphatefflux nachweisbar war. 10 mM Phosphat fithren zu einem Efflux von
durchschnittlich 0,06 uMol x h' x Keimling" (n=6). Folglich gehen ungefihr 10 % des

exportierten Phosphats aus dem Wurzelapoplasten verloren.

3.4.8 Wechselwirkungen zwischen der Phosphatkonzentration in den Keimblittern
und der Phosphortranslokation

Fiir Phosphat konnte gezeigt werden, dal dieser Efflux aus den Zellen der Keimblétter
von der apoplastischen Konzentration abhing und in allen Féllen ungefdhr 10 % der Aufnahme
ausmachte. Extrapoliert man den Efflux aus dem Keimblitter gegen die symplastische
Phosphatkonzentration, erkennt man, dal der Efflux die x-Achse nicht bei Null, sondern bei ca.
100-120 mM intrazellulirem Phosphat schneidet. Wie bereits bei Saccharose und Kalium erwéhnt,
kann man auch hier spekulieren, ob der Symplast unter dieser intrazelluldren Konzentration noch
Phosphat an den Apoplasten und aufgrund der bevorzugt apoplastischen Phloembeladung (Zhong
et al., 1998) an das Phloem abgibt (Abb. 3.4.10). Um weitere Aufschliisse zu gewinnen, wurden

kiinstlich verarmte Ricinuskeimlinge untersucht.
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Abb. 3.4.10 Phosphatefflux aus dem Symplasten der Keimbldtter sechs Tage alter Ricinuskeimlinge
inkubiert in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und 0,5 mM, 2 mM oder 10 mM
Phosphat. Die symplastische Konzentration wurde aus dem Phosphatgehalt unter Beriicksichtigung des
Wasseranteils von 55 % errechnet.

3.4.8.1 Phosphortransport nach fehlender apoplastischer Versorgung

Fiir diesen Ansatz wurde das Endosperm am Tag 3 entfernt, die Ernte der Keimlinge
erfolgte entweder am Tag 3, 4, 5 oder 6. Es wurde die Phosphormenge in den einzelnen Organen
der Keimlinge untersucht. Aus dem Zuwachs zog man Riickschliisse auf die Fliisse. Eine
Gewinnung von Exsudaten war in diesem frithen Stadium der Entwicklung und aufgrund des
Néhrstoffmangels nicht moglich (Abschnitt 3.2.9). Die Keimblitter exportierten zwischen Tag 3
und Tag 4 ca. 1/3 ihrer Phosphormenge (Abb. 3.4.11). Die Festlegung des Phosphors erfolgte in
dieser Zeit v.a. in der Wurzel. Die Wurzel zeigte optisch das grofite Wachstum, das somit nicht nur
auf Zellelongation durch Wasseraufnahme zuriickzufiihren ist, sondern auch auf eine Zunahme der
Menge an Trockensubstanz. Zwischen Tag 5 und Tag 6 drehte sich die Haupttransportrichtung. Bei
den tiblicherweise untersuchten Keimlingen liegen ungefdhr 2/3 des Phosphors als Phosphat vor
(Abb. 3.4.3). Dies war auch hier der Fall. Die geforderte untere Schwellenkonzentration fiir den
Phosphatexport (ca. 100 mM) wurde am Tag 4 erreicht (Tag 3: 328 mM; Tag 4: 44 mM; Tag 5: 22
mM).
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Tag 3 Tag4 Tag 5 Tag6
Keimblatter 299 2.21
4,32
A 4,62
0,10
0,03
2,12
0,06 2,08
Hypokotyl 7'
1,66 0,06
, 003 0.86
Wurzel
0,03
3,15
2,46
1,69 112

Abb. 3.4.11 Phosphormenge [uMol] in den einzelnen Organen von Ricinuskeimlingen nach frithzeitiger
Entfernung des Endosperms. Das Endosperm wurde am Tag 3 entfernt. Die Ernte der Gewebe erfolgte
entweder am Tag 3, 4, 5 oder 6. Die Translokationsraten [uMol x h™' x Keimling'] wurden aus dem Zuwachs
der verschiedenen Organe errechnet. Sie sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. Es sind jeweils Mittelwerte
angegeben (n>4).

3.4.8.2 Abhingigkeit vom Alter der Keimblitter

Es kann gefragt werden, ob es auch mit steigendem Alter zu einer Situation kommen
kann, bei der der Symplast kein P; fiir den Export zur Verfligung stellt. Untersucht wurde dazu der
Phosphor- und Phosphatgehalt in 8 bis 24 Tage alten Keimbléttern. Der Phosphorgehalt der
Keimblitter betrug zu allen Zeiten ca. 500 pMol x (gFG)' (Abb. 3.5.12). Schon bei den
Keimbléttern sechs Tage alter Keimlinge lag Phosphor zu mehr als 50 % als Phosphat vor, gleiches
galt fiir die dlteren Keimblétter. Der Phosphatgehalt war iiber die Periode der Anzucht konstant.
Unabhéngig vom Alter und dem Entwicklungszustand der Keimblatter wurde die geforderte untere
Schwellenkonzentration fiir den Phosphatexport jedoch kaum erreicht. Bei Keimlingen, die bis
zum Tag 14 ohne zusitzliche Néahrstoffzufuhr angezogen wurden, nahm der Phosphor- und
Phosphatgehalt in den Keimbléttern kontinuierlich ab (Tab. 3.4.9).

Tab. 3.4.9 Phosphor- und Phosphatgehalte in den Keimblittern dlterer Keimlinge. Untersucht wurden
Pflanzen, die bis zum Tag 14 auf néhrstoftfreiem Medium verblieben (n=6).

Gehalte [uMol x (gFG)"|
Tag 8 Tag 10 Tag 12 Tag 14

Phosphor 644 + 88 524179 561 +£70 513+£29
Phosphat 207 £ 87 315+91 191 £ 75 129 £ 40
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Abb. 3.4.12 Abhéngigkeit des Phosphorgehalts vom Alter der Keimblatter. Die Ricinuspflanzen wurden nach
dem sechsten Tag in die Klimakammer transferiert. Die Erndhrung der Pflanzen erfolgte ab Tag 7 mit
phosphathaltiger Nahrlosung. Die Balken reprisentieren Standardabweichungen (n=6).

3.5 Sulfatferntransport

Schwefel gehort zu den essentiellen Bestandteilen aller lebenden Organismen. Er ist z.B.
Baustein der Aminosiuren Cystein und Methionin, des Tripeptides Glutathion, sowie der Fe-S-
Redoxzentren und der Thioredoxine. Pflanzen, Bakterien und Pilze konnen diese Stoffe durch
Assimilation von Sulfat aus ihrer Umgebung bilden. Die Sulfatassimilation findet im allgemein in
den Blattern statt (Fankhauser und Brunold, 1978). Schwefel kommt im Pflanzen in weitaus
geringeren Mengen als Kalium und Phosphor vor. Im Ricinuskeimling wird er zumindest im
Phloem sowohl in organischer Form als auch in anorganischer Form als Sulfat transportiert
(Komor et al., 1996), die Sulfatbeladung erfolgt bevorzugt auf apoplastischem Weg (Zhong et al.,
1998).

3.5.1 Schwefelverteilung in den einzelnen Kompartimenten der Keimbléitter

Untersucht wurde der Schwefelgehalt in den einzelnen Zellen, den subzelluldren
Kompartimenten aber auch im Zellwandraum der Keimblitter von sechs Tage alten Keimlingen
mit Endosperm (Abb. 3.5.1). Die hochsten Schwefelgehalte fand man im Cytoplasma der unteren
Epidermis und des Schwammparenchyms. Auch im Palisadenparenchym und der oberen Epidermis
kam viel Schwefel vor. Insgesamt gesehen waren die intrazelluldren Gehalte auferhalb der
Biindelscheide erhoht, innerhalb reduziert. Der apoplastische Gehalt war maximal an der
Eintrittsstelle der Substrate, d.h. um die Zellen der unteren Epidermis, und im Bereich des
Phloems. Wiahrend der intrazellulére Gehalt entlang des Phloembeladungweges abnahm, stieg der

apoplastische parallel dazu leicht an. In Plastiden war erstaunlicherweise kein S nachweisbar, die
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EinschluBBkorper enthielten ca. 100 mM, somit deutlich weniger als Phosphor und Magnesium.
Vergleicht man die durch EDX-Messungen ermittelten Gehalte und den Gesamtgehalt besteht eine
gute Ubereinstimmung (Abschnitt 3.5.2; Zhong et al., 1998).

Obere Epidermis
Palisadenparenchym
Leitbiindel

Xylem
Phloem

Schwammparenchym

Untere Epidermis

Abb. 3.5.1 Schwefelverteilung in den Keimblittern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen mit Endosperm.
[ustration der MeBpunkte im Querschnitt. Die Quantifizierung erfolgte anhand von EDX-Analysen. Die
Zahlenwerte geben den relativen Gehalt, gewonnen durch den Vergleich mit Standards definierter
Konzentrationen (mM), im jeweiligen MeBbereich an.

3.5.2 Sulfattransport nach Equilibrierung iiber die Keimblitter

Um die Rolle des Apoplasten beim Sulfattransport zu untersuchen, wurden die
Keimblétter an sechs Tage alten Ricinuskeimlingen in drei verschieden konzentrierten
Sulfatlosungen inkubiert. Zunidchst wurde dem Medium um die Keimblitter 5 mM Sulfat
zugegeben, da dies die vermutete in vivo-Konzentration zwischen dem Endosperm und der
Unterseite der Keimblattern ist (Abschnitt 3.1.1; Zhong, 1994) . Zum Vergleich dienten 2 mM und
15 mM Sulfat. Es wurden die neuen steady state-Bedingungen in den Keimblittern, in den
Siebrohren und im Xylem etabliert. Zusétzlich dazu bestimmte man die Sulfataufnahme in die

Keimblatter und der Efflux aus dem Parenchymzellen in Abhingigkeit vom externen Angebot.
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3.5.2.1 Freie Konzentration in den Keimbléttern und im Siebrohrenexsudat

Nur etwa 1/3 des Schwefels in den Keimbléttern mit umgebendem Endosperm lag in
Form von Sulfat vor, 2/3 waren in anderen schwefelhaltigen Verbindungen gebunden. Dafiir
kommen v.a. freie Aminosduren, Peptide, Proteine und Sulfolipide in Frage. Der Schwefelgehalt
der Keimblitter verdnderte sich durch die Inkubation kaum. Etwas anders sah es bei der
Sulfatkonzentration aus. Nach Transfer in 5 mM Sulfat blieb sie unbeeinflufit. 2 mM Sulfat
verringerte die Sulfatkonzentration der Keimblitter. Bei 15 mM Sulfat stieg sie hingegen leicht an.
Es kam folglich zu einer Verschiebung des Verhéltnisses von Schwefel zu Sulfat. Es nahm mit
steigendem externen Sulfatangebot ab. Insgesamt gesehen war bei allen drei Bedingungen anteilig
mehr Sulfat in den Keimbléttern enthalten (Abb. 3.5.2).
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Abb. 3.5.2 Etablierung der steady state-Situation fiir die von Schwefelgehalte und Sulfatkonzentrationen in
den Keimblittern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblitter intakter
Keimlinge fiir definierte Zeitriume in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CacCl, und
Sulfat in den angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CacCl, ein.
Die Sulfatkonzentration in den Keimblittern wurde aus dem Sulfatgehalt unter Beriicksichtigung des
Wasseranteils von 55 % berechnet. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken
reprasentieren Standardabweichungen (n=3).
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Inkubierte man die Keimlinge mit ihren Keimblittern in einem Medium aus
Natriumsulfat, 100 mM Saccharose, 0,2 mM CaCl, und 5 mM MES (NaOH, pH 5,5) nahm der
Volumenflufl des Phloems stark ab. Die resultierende Sulfatmassenflufirate lag weit unter der des
Xylem. Da das Medium die einzige Nahrstoffquelle war, wiirde dies bedeuten, dal3 es unabhéngig
vom Angebot zu einer Mobilisierung von Schwefelspeichern im Hypokotyl und der Wurzel kam.
Dies ist unwahrscheinlich. Versuche mit Kalium-, Calcium- und Magnesiumsulfat erbrachten keine
Veranderung der VolumenfluBraten. Erst nach einem Wechsel der Samenvarietit kam es zu einem
deutlich Verdnderung. Fiir die folgenden Versuche wurde deshalb Ricinus communis var.
Carmencita verwendet.

Der Transfer der Keimblitter in sulfathaltige Medien beeinflulite auch die
Sulfatkonzentration im Siebrohrenexsudat. Bei Keimlingen mit Endosperm fand man im
Siebrohrenexsudat durchschnittlich 1,60 mM Sulfat. Wihrend 2 mM externes Sulfat die
Konzentration im Vergleich zu Keimlingen mit Endosperm leicht absinken lieBen, stieg sie sowohl
bei 5 mM als auch bei 15 mM apoplastischem Sulfat an. Der Unterschied zur in vivo-Situation war
besonders gering bei 5 mM Sulfat (Abb. 3.5.3).
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Abb. 3.5.3 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Sulfat im Siebréhrenexsudat
von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblatter intakter Keimlinge fiir definierte
Zeitrdume in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Natriumsulfat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit
betrug 25 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren
Standardabweichungen (n=3).
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Bei Keimlingen mit Endosperm findet man im Siebréhrenexsudat Schwefel zu 40 % in
organischer Form. Bei 60 % des im Phloem transportierten Schwefels handelt es sich um Sulfat
(Komor et al., 1996). Es kann die Frage gestellt werden, ob das Sulfatangebot den Transport von
organischen Schwefelverbindungen verdndert. Die Equilibrierung in 2 mM Sulfat fiihrte zu einem
1:2-Transport von organischem Schwefel und Sulfat (n=6). Der Export aus den Keimblittern
iibertraf den durch Wuchsanalyse ermittelten Schwefelbedarf um ca. 1/3 (Tab. 1 Anhang). Erhohte
man die Sulfatkonzentration in der kiinstlichen Apoplastenlosung der Keimblétter verdnderte sich
der Export der organischen Schwefelverbindungen nicht. Organischer Schwefel wird im Phloem
v.a. in Form von Glutathion, Methionin und Cystein transportiert. Der Transport von reduziertem
Glutathion wurde bereits in Abschnitt 3.2 beschrieben. Insgesamt gesehen kam es unabhéngig vom
externen Sulfatangebot zu einem kontinuierlichen Export organischer Schwefelverbindungen. Es

wurde netto jedoch kaum Schwefel aus den Keimbléttern exportiert (Abb. 3.5.2).

Tab. 3.5.1 Schwefel- und Sulfatkonzentration im Siebrohrenexsudat nach S8stiindiger Inkubation der
Keimblatter in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(NaOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Sulfat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Zur
Bestimmung der Schwefelkonzentration wurde das Exsudat von 5 Keimlingen zur Messung vereinigt. Es
sind jeweils Mittelwert und Standardabweichungen angegeben (n=3). Die Konzentration des organisch
gebundenen Schwefels wurde aus der Differenz zwischen Schwefel und Sulfat errechnet.

Konzentrationen im Siebrohrenexsudat [mM]

externe Bedingungen Schwefel Sulfat organischer Schwefel
2 mM Sulfat 3,60 + 1,01 1,21+ 0,14 2,39
5 mM Sulfat 3,92 +0,75 2,00£0,10 1,92

15 mM Sulfat 4,79 £ 1,09 2,85%0,13 1,94

3.5.2.2 Gradienten zwischen Apoplast, Symplast und Phloem

Im folgenden Abschnitt wird auf die transmembranen Konzentrationsgradienten (Abb.
3.5.4) und die Akkumulationsfaktoren in Abhéngigkeit vom apoplastischen Angebot (Tab. 3.5.2)
eingegangen. Es kam zwischen der kiinstlichen Apoplastenldsung, den Keimbléttern und dem
Phloem zu einer Anreicherung von Sulfat. D.h. alle Kompartimente akkumulieren aktiv Sulfat aus
dem Medium. Der Akkumulationsfaktor zwischen dem internen und dem externen Sulfat sanken
mit zunehmender Sulfatkonzentration im Apoplasten (9 auf 2,4). Gleiches galt fiir das Verhéltnis
Phloem zu Medium (0,5 auf 0,2).
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Abb. 3.5.4 Vergleich der steady state-Konzentrationen im Medium (kiinstliche Apoplastenldsung), in den
Keimblattern und im Siebrohrenexsudat nach Inkubation der Keimblédtter in 2 mM, 5 mM oder 15 mM
Sulfat. Die Konzentration in den Keimbléttern wurde aus dem Sulfatgehalt unter Beriicksichtigung des
Wasseranteils von 55 % berechnet.

Tab. 3.5.2 Akkumulationsfaktoren unter steady state-Bedingungen fiir Sulfat zwischen dem Medium
(kiinstliche Apoplastenlosung), den Keimblittern und dem Siebrohrenexsudat nach Inkubation der
Keimblitter in 2 mM, 5 mM oder 15 mM Sulfat. Die Konzentration in den Keimblittern wurde aus dem
Sulfatgehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % berechnet.

externe Bedingungen Keimblitter Siebrohrenexsudat
Medium Medium
2 mM Sulfat 9,0 0,5
5 mM Sulfat 6,2 0,4
15 mM Sulfat 24 0,2

3.5.2.3 Sulfat-Massenflufiraten in Phloem und Xylem

Zur Quantifizierung einer moglichen Sulfatzirkulation wurde Wurzeldruckexsudat
gewonnen. Von Interesse war zunédchst die Wechselwirkungen zwischen der Subtratkonzentration
im Xylem mit dem apoplastischen Angebot. Auch im Wurzeldruckexsudat kam es in Abhidngigkeit
vom externen Sulfatangebot an den Keimblittern zu einer Verdnderung der Sulfatkonzentration
(Abb. 3.5.5). Wihrend der Transfer in 5 mM Sulfat die Konzentration im Vergleich zu Keimlingen
mit Endosperm nicht beeinflufite, nahm sie bei 15 mM Sulfat zu. 2 mM Sulfat reduzierte die

Sulfatkonzentration des Wurzeldruckexsudats.
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Abb. 3.5.5 Etablierung der steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Sulfat im Wurzeldruckexsudat
von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Keimblitter intakter Keimlinge fiir definierte
Zeitraume in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(NaOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Natriumsulfat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit
betrug 30 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren
Standardabweichungen (n=3).

Die FluBrate im Phloem lag bei ca. 15 pl x h™' x Keimling” , im Xylem zwischen 36 und
55 ul x h'' x Keimling™. Ein Vergleich der MassenfluBraten in Phloem und Xylem zeigte, daf
Sulfat zirkuliert. Wie bereits im Abschnitt {iber den Stickstofftransport gezeigt, wurde reduziertes
Glutathion nicht oder zumindest nicht in groBeren Mengen im Xylem gefunden. Die

Methioninkonzentration des Wurzeldruckexsudats war hingegen hoch (Keimlinge mit Endosperm).

Tab. 3.5.3 Steady state-Massenflufiraten fiir Sulfat im Phloem und Xylem von sechs Tage alten
Ricinuskeimlingen. Die Keimblétter intakter Keimlinge wurden fiir definierte Zeitrdume in 100 mM
Saccharose, 5 mM MES(NaOH) pH 5,5, 0,2 CaCl, und Sulfat in den angegebenen Konzentrationen
inkubiert. Die Wurzeln tauchten wéhrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Es sind die Mittelwerte der
jeweiligen steady state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Sulfat-MassenfluBraten [uMol x h”' x Keimling™]

externe Bedingungen Phloem Xylem
2 mM Sulfat 0,180 £ 0,026 0,120 £ 0,016
5 mM Sulfat 0,330 £ 0,031 0,220 £ 0,023

15 mM Sulfat 0,450 + 0,047 0,310 £ 0,038
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Die Sulfatmassenflufirate im Phloem iibertraf in allen Féllen den durch
Wuchsanalysen ermittelten Bedarf an Schwefel (Tab.1 Anhang). Es konnte gezeigt werden,
daB das im UbermaB exportierte Sulfat zwischen Phloem und Xylem zirkuliert. Unabhéingig
von der apoplastischen Konzentration der Keimblétter kehren 70 % des exportierten Sulfats
in den Apoplasten zuriick. Eine frei Sulfatkonzentration von 5 mM im apoplastischen Raum
zwischen der Unterseite der Keimblétter und dem Endosperm ist wahrscheinlich, wéhrend
die in vivo-Schwefelkonzentration bereits in den Seitenwinden der unteren Epidermis

deutlich hoher war.

3.5.2.4 Sulfataufnahme in die Keimblitter und symplastischer Efflux

Zur Bestimmung der unidirektionalen Aufnahme in die Keimblitter wurden die
Keimblitter an intakten Keimlingen bis zur Etablierung der steady state-Bedingungen in
unmarkiertem Medium vorinkubiert. Danach tibertrug man die Keimblétter in eine radioaktiv-
markiertes Sulfat enthaltende Losung gleicher Konzentration. Die nach dieser Inkubation
aufgenommene Radioaktivitit wurde gemessen und der lineare Bereich ausgewertet. Durch
umgekehrte Markierungsfolge wurde der Sulfatefflux aus den Zellen der Keimblitter quantifiziert
(auch Abschnitt 2.7.1, 2.7.2 und Abschnitt 3.2.1.4).

Tab. 3.5.4 Unidirektionale Sulfataufnahme bzw. —efflux im steady state nach Inkubation der Keimblétter in
100 mM Saccharose, 5 mM MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und Sulfat in den angegebenen
Konzentrationen. Die Wurzeln tauchten wihrend dieser Zeit in 0,5 mM CaCl, ein. Es sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n=9).

Fliisse [uMol x h™" x Keimling™|]

externe Bedingungen Aufnahme Efflux
2 mM Sulfat 0,24 + 0,06 0,04 + 0,02
5 mM Sulfat 0,45 + 0,08 0,08 + 0,03
15 mM Sulfat 0,52 +0,12 0,09 + 0,03

Es zeigte sich, dafl die Aufnahme mit der externen Sulfatkonzentration anstieg, aber nicht
linear (Tab. 3.5.4). Die hohe apoplastische Konzentration von 15 mM Sulfat filhrte zu einem
geringeren Zuwachs als erwartet. Der Efflux aus dem Symplasten in den Apoplasten war eindeutig
und durchaus hoher als bei anderen Ionen (z.B. Phosphat) und bei allen Konzentrationen in einer

GroBenordnung von ungeféhr 20 % der Aufnahme.

Die maximale Aufnahmekapazitit in die Keimblétter wurde frith erreicht. Der
Efflux betrug anndhernd 20 % der Aufnahme. Er ist im Vergleich zu einigen anderen
Substraten (Glutamin, Phosphat) hoch.
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3.5.3 Sulfattransport nach Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten

Das Sulfat-Anion liegt entweder frei in der Bodenlosung oder absorbiert an
Bodenkolloiden vor. In Abhédngigkeit von verschiedenen Faktoren stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen den beiden Verteilungszustéinden ein. Dieses bestimmt letztlich die Verfiigbarkeit fiir die
Pflanze, d.h. die Aufnahme der freien Anionen durch die Wurzel. Um die Frage kliren zu konnen,
bei welcher Konzentration liber die Wurzel dem Angebot iiber die Keimblitter vergleichbare
Fliisse erzielt werden, wurden alle Substrate in hohen externen Konzentrationen an der Wurzel
angeboten. Die Sulfatkonzentrationen im Wurzelmedium betrugen 2 mM, 5 mM und 15 mM. Die
Keimblétter waren in dieser Zeit in einer Losung aus 100 mM Saccharose, 5 mM MES(NaOH)
pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, inkubiert.

3.5.3.1 Sulfattransport im Xylem und Import in die Keimblitter

Im Wurzeldruckexsudat zeigte sich, wie bei vielen der anderen untersuchten Elementen,
eine deutliche Abhidngigkeit vom externen Angebot (Abb. 3.5.6). Die Konzentration von
Keimlingen mit Endosperm wurde in allen Féllen iiberschritten. Je hoher die Sulfatkonzentration
im Wurzelmedium, desto hoher war auch Sulfatkonzentration im Wurzeldruckexsudat.

—&— mit Endosperm
—O0— 2mM
—v— 5mM
—— 15mM

Sulfatkonzentration [mM]

0 2 4 6 8 10 12 14

Inkubationszeit [h]

Abb. 3.5.6 Etablierung des steady state fiir die Konzentrationen von Sulfat im Wurzeldruckexsudat von sechs
Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln fiir definierte Zeitrdume in | mM MES(NaOH)
pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und Sulfat in den angegebenen Konzentrationen. Die Keimblatter tauchten wihrend
dieser Zeit in eine Losung aus 100 mM Saccharose, 5 mM MES(NaOH) pH 5,5 und 0,2 mM CacCl, ein. Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die Exsudationszeit
betrug 30 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren
Standardabweichungen (n=3).
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Um zu kldren, was mit dem tber das Xylem in die Keimblitter importierten Sulfat
geschieht, wurde die Sulfatkonzentration und der Schwefelgehalt in den Keimblittern untersucht
(Abb. 3.5.7).
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Abb. 3.5.7 Etablierung der steady state-Situation fiir die Schwefelgehalte und die Konzentrationen von Sulfat
in den Keimbldttern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln fiir definierte
Zeitraume in 1 mM MES(NaOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und Sulfat in den angegebenen Konzentrationen.
Die Keimblitter tauchten wahrend dieser Zeit in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(NaOH) pH 5,5 und
0,2 mM CaCl, ein. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Konzentration in den Keimblattern
wurde aus dem Sulfatgehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von 55 % errechnet. Die Balken
reprasentieren Standardabweichungen (n=3).

Der Schwefelgehalt in den Keimblittern zeigte keine deutliche Abhéngigkeit vom
externen Angebot. Bei 5 und 15 mM Sulfat wurde der Gehalt von Keimlingen mit Endosperm
erreicht, bei 2 mM wurde er um ca. 20 % unterschritten. Dies gilt als ein Anzeichen fiir einen
kontinuierlichen Export von schwefelhaltigen Verbindungen. Die Sulfatkonzentration der

Keimbléttern lie einen stirkere Abhdngigkeit von der iiber die Wurzel angebotenen Sulfatmenge
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erkennen. Auch hier unterschieden sich die beiden hoheren Konzentrationen kaum, wihrend 2 mM

Sulfat die Sulfatkonzentration im Vergleich zu Keimlingen mit Endosperm annihernd halbierte.

3.5.3.2 Vergleich der Sulfatfliisse in Xylem und Phloem

Wihrend 2 mM Sulfat die Sulfatkonzentration im Siebrohrenexsudat deutlich reduzierte,
blieb sie bei 5 mM und 15 mM Sulfat hoch (Abb. 3.5.8). Die Konzentration von Keimlingen mit
Endosperm wurde in diesen Fillen nicht unterschritten. Der VolumenfluB3 im Phloem schwankte
unabhingig von den Inkubationsbedingungen zwischen 12 und 16 ul x h” x Keimling™, im Xylem
betrug er meist 48 ul x h™' x Keimling”. Die Sulfatmassenflufiraten waren sowohl im Xylem als
auch im Phloem gering. Der Massenflufl im Phloem betrug nur etwa 10 % des Massenflusses im
Xylem (Tab. 3.5.5).
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Abb. 3.5.8 Etablierung des steady state-Situation fiir die Konzentrationen von Sulfat im Siebréhrenexsudat
von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln fiir definierte Zeitrdume in 1 mM
MES(NaOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl, und Sulfat in den angegebenen Konzentrationen. Die Keimblétter
tauchten wihrend dieser Zeit in eine Losung aus 100 mM Saccharose, 5 mM MES(NaOH) pH 5,5 und 0,2
mM CaCl, ein. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Hypokotyl zur Exsudatnahme angeschnitten. Die
Exsudationszeit betrug 30 min. Als Vergleich dienten Keimlinge mit Endosperm. Die Balken reprisentieren
Standardabweichungen (n=3).
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Tab. 3.5.5 Steady state-Massenflufiraten fiir Sulfat im Xylem und Phloem von sechs Tage alten
Ricinuskeimlingen nach Inkubation der Wurzeln fiir definierte Zeitrdume in 1 mM MES(NaOH) pH 5,0,
0,5 mM CaCl, und Sulfat in den angegebenen Konzentrationen. Die Keimblitter tauchten wéhrend dieser
Zeit in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(NaOH) pH 5,5 und 0,2 mM CaCl, ein. Es sind die Mittelwerte der
jeweiligen steady state-Situation und die resultierenden Standardabweichungen angegeben (n=3x3).

Sulfat-MassenfluBraten [uMol x h™ x Keimling™]

externe Bedingungen Xylem Phloem
2 mM Sulfat 0,099 + 0,003 0,007 +2x 10™
5 mM Sulfat 0,135+0,016 0,019 +5x10™
15 mM Sulfat 0,157 0,002 0,021 £7x 10™

3.5.4 Vergleich des Langstreckentransports nach Equilibrierung iiber den
Keimblatt- und den Wurzelapoplasten

In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 3.5.6) sind die nach Equilibrierung iiber den
Keimblattapoplasten und nach Equilibrierung iiber den Wurzelapoplasten erzielten Massenfliisse in

Phloem und Xylem einander gegeniibergestellt.

Tab. 3.5.6 Vergleich der steady state-Massenfliisse von Sulfat in Phloem und Xylem nach Equilibrierung
tiber den Keimblattapoplasten oder iiber den Wurzelapoplasten.

externe Bedingungen Equilibrierung iiber Equilibrierung iiber
Keimblitter Wurzel
Phloem Phloem
2 mM Sulfat 0,180 £ 0,026 0,007 + 0,001
5 mM Sulfat 0,330 £ 0,031 0,019 £ 0,001
10 mM Sulfat 0,450 £ 0,047 0,021 £ 0,001
Xylem Xylem
2 mM Sulfat 0,120 £ 0,016 0,099 £ 0,003
5 mM Sulfat 0,220 £ 0,023 0,135+0,016
10 mM Sulfat 0,310 £ 0,038 0,157 £ 0,002

3.5.5 Schwefelverteilung im Hypokotyl

Der Schwefelgehalt in den verschiedenen Abschnitten des Hypokotyls unterscheidet sich
deutlich (Abb. 3.5.9). Wihrend er im basalen Hypokotyl konstant war, kam es vom direkt an den
Apex angrenzenden Teil bis hin zur Verdickungszone zu einem kontinuierlichen Absinken. Im
apikalen Hypokotyl lag der Schwefelgehalt durchschnittlich zwischen 20 und 12 uMol x (gFG)™,
im basalen Hypokotyl nur noch bei ca. 7 pMol x (gFG)™. Ein vergleichbares Bild ergab sich fiir
sieben Tage alte Keimlinge. Das apikale Hypokotyl scheint, auf den Uberlegungen von
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Kockenberger (1995) basierend (Abschnitt 3.2.6), der Ort der groBiten Phloementladung von

Schwefel zu sein.
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Abb. 3.5.9 Schwefelverteilung entlang des Hypokotyls von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen. Es wurden
5 mm lange Hypokotylabschnitte zur Bestimmung herangezogen. Die Lage der Verdickungszone ist mit
einem Pfeil gekennzeichnet. Die Balken représentieren Standardabweichungen (n=6).

Fiir Keimlingen mit Endosperm wurde nach Wuchsanalyse ein fiir normales Wachstum
erforderlicher Sulfatmassenflufl ermittelt. Er betrug 0,07 uMol x h™' x Keimling™ (Tab. 1 Anhang),
fiir organische Schwefelverbindungen sogar leicht iiber 0,07 uMol x h' x Keimling". Nach
Equilibrierung der Keimbléttern in sulfathaltigen Medien wurde dieser Massenflul zumindest bei
mittlerer und hoher apoplastischer Konzentration {iberschritten. Auch der Transport von

organischen Schwefelverbindungen war deutlich erhdht.

3.5.6 Sulfatflufl in den Wurzelapoplasten

Bei keiner der untersuchten apoplastischen Konzentrationen konnte ein Sulfatflul in den
Wurzelapoplasten (Efflux) nachgewiesen werden. Falls dieser wirklich auftritt, ist er in seiner
GroBenordnung unter 0,5 nMol x h"' x Keimlingswurzel'. Es stellt sich die Frage nach dem
Verbleib des exportierten Schwefels bzw. Sulfats. Wie durch die Analyse des
Langstreckentransports gezeigt, zirkulieren groffe Mengen an ungenutztem Sulfat in der Pflanze,
fiir die Schwefelversorgung werden anscheinend fast ausschlieBlich die im System vorhandenen
organischen Schwefelverbindungen herangezogen. Schon friih ging man nicht nur in pflanzlichen
Systemen davon aus, daf} reduziertes Glutathion als Speicher- und Transportform von Schwefel
dient (Rennenberg et al., 1979; Leber-Zellen: Tateishi und Higashi, 1978). Eine Rezirkulation von

Glutathion konnte nicht gefunden werden.
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3.5.7 Wechselwirkungen zwischen der Sulfatkonzentration in den Keimbliittern

und der Schwefeltranslokation

Der unidirektionale Sulfatefflux aus dem Symplasten wurde nach Vorinkubation der
Keimblitter an intakten Keimlingen in radioaktiv markiertem Sulfat bestimmt. Der Efflux zeigte
eine Abhéngigkeit von der apoplastischen Konzentration und lieB sich, wie die Aufnahme auch,
nicht unendlich steigern. Extrapolierte man diesen symplastischen Efflux gegen die symplastische
Konzentration, schneidet der Efflux die x-Achse nicht bei Null sondern bei ca. 15 mM (Abb.
3.5.10). Unter dieser intrazelluliren Konzentration scheint es offenbar zu keinem weiteren
Sulfatefflux aus den Zellen der Keimblitter zu kommen. Wiirde gleichzeitig auch der Nachschub
aus dem apoplastischen Raum in den Blattapoplasten ausbleiben, miifite der Export zum Erliegen

kommen.
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Abb. 3.5.10 Sulfatefflux aus dem Symplasten der Keimblétter sechs Tage alten Ricinuskeimlingen inkubiert
in 100 mM Saccharose, 5 mM MES(NaOH) pH 5,5, 0,2 mM CacCl, und 0,5 mM, 2 mM und 10 mM Sulfat.
Die symplastische Konzentration wurde aus dem Sulfatgehalt unter Beriicksichtigung des Wasseranteils von

55 % errechnet.

3.5.7.1 Schwefeltransport nach fehlender apoplastischer Versorgung

Um detailliertere Erkenntnisse iiber die vermuteten untere Schwellenkonzentration fiir
den Sulfatexport zu erhalten, wurde die Sulfatverteilung in Keimlingen nach friihzeitiger
Entfernung des Endosperms untersucht. Den Keimlingen wurde am Tag 3 das Endosperm
abprépariert anschlieBend wurden die einzelnen Organe zu definierte Zeiten geerntet und die
Schwefelmenge quantifiziert. Die Exsudatgewinnung war in diesem Alter nicht moglich. Die
errechnete Netto-Translokationsraten wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf eine Stunde

bezogen.
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Die Keimblitter verloren zwischen Tag 3 und Tag 4 netto nur wenig Schwefel (Abb.
3.5.11). Die Translokationsrate war im Vergleich zu den inkubierten Keimlingen gering.
Erstaunlicherweise geht auch aus dem Hypokotyl Schwefel verloren. Nach Tag 4 ergab sich eine
Umkehr der Nettotransportrichtung. Sowohl in der Wurzel als auch im Hypokotyl reduzierte sich
die Schwefelmenge. Besonders das Hypokotyl litt unter dem Néhrstoffentzug. Das gleiche Bild
ergab sich zwischen Tag 5 und Tag 6. Nur 50 % des Schwefels lagen in den Keimbléttern in Form
von freiem Sulfat vor. Der fiir den Sulfatexport geforderte untere Schwellenkonzentration von

15 mM wurde am Tag 4 mit 10,5 mM unterschritten.

Tag 3 Tag4 Tag5 Tag6
Keimblatter
1,41 122 137
1,64
0,010 I
v 0008 0,015
0,83 0.60
Hypokotyl g
0,90 0,40
y 0,005 0,006
0,010
0,79 0.66
Wurzel 042 g 0,51

Abb. 3.5.11 Schwefelmenge [uMol] in den einzelnen Organen von Ricinuskeimlingen nach frithzeitiger
Entfernung des Endosperms. Das Endosperm wurde am Tag 3 entfernt. Die Ernte der Gewebe erfolgte
entweder am Tag 3, 4, 5 oder 6. Die Translokationsraten [uMol x h™' x Keimling™'] wurden aus dem Zuwachs
der verschiedenen Organe errechnet. Sie sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. Es sind jeweils Mittelwerte
angegeben (n>4).

3.5.7.2 Abhingigkeit vom Alter der Keimblitter

Auch in diesem Abschnitt stand die Frage im Mittelpunkt, ob dieser fiir den Sulfatexport
geforderte untere Schwellenkonzentration wirklich existiert. Es wurden Keimblétter mit
sulfathaltiger Nahrlosung versorgter Pflanzen untersucht. Der Schwefelgehalt bei optimaler
Erndhrung nahm tiber den Versuchszeitraum kontinuierlich zu (Abb. 3.5.12). Bis zum Tag 24 kam
es zu einer Anreicherung um den Faktor 5. Auch die Konzentration an freiem Sulfat stieg
proportional mit dem Schwefelgehalt an (von ca. 100 auf ca. 600 pMol x (gFG)™"). Die Keimblitter
akkumulierten bei guter Versorgung der Pflanze mit dem Alter Schwefel. Auch in den

Keimbléttern der Pflanzen, die bis zum Tag 14 auf den Anzuchtstopfen verblieben, kam es
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erstaunlicherweise zu einem leichten Anstieg des Schwefelgehaltes (von ca. 90 auf 120 uMol x
(gFG)™"). Wiederum lagen ca. 50 % als Sulfat vor.

1000 b

800 -

600 ~ -

400 | .

Schwefelgehalt [uMol x (gFG)'1]

200 - b

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Alter der Keimblatter [d]

Abb. 3.5.12 Abhéngigkeit des Schwefelgehalts vom Alter der Keimbltter. Die Ricinuspflanzen wurden nach
dem sechsten Tag in die Klimakammer transferiert. Die Erndhrung der Pflanzen erfolgte ab Tag 7 mit
schwefelhaltiger Néhrlosung. Die Balken reprisentieren Standardabweichungen (n=6).

3.6 Mpyo-Inositol, Natrium und Bor

Das Testsystem Ricinuskeimling kann gezielt dazu benutzt werden, Wechselwirkungen
zwischen der apoplastischen Substratkonzentration und dem Fernstreckentransport zu untersuchen.
Man kann Stoffe sowohl iiber die Keimblitter als auch iiber die Wurzel anbieten. Myo-Inositol
steht in einem engen Bezug zu Vorgingen wie cell signaling, Membranbiogenese, aber besonders
auch Salinitét. Es ist im extrazelluliren Raum fast aller Lebewesen beweglich (Garcia-Perez und
Burg, 1991). Seine Bewegung scheint jedoch streng reguliert. Basierend auf den Ergebnissen von
Nelson et al. (1998) wurde myo-Inositol an den Keimblittern und Natrium iiber die Wurzel
angeboten. Ziel dieser Versuche war es, die Interaktion zwischen der apoplastischen
Konzentration, dem myo-Inositol-Transport liber das Phloem und dem Natriumtransport {iber das
Xylem zu untersuchen (die myo-Inositol-Analytik wurde von M. Rice (University of Tucson,
Arizona USA) durchgefiihrt).



Ergebnisse 107

Tab. 3.6.1 myo-Inositol-* und Natrium-Konzentrationen in den Keimblittern bzw. Inositol-MassenfluB3raten
im Phloem nach Inkubation von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen mit Inositol iiber die Keimblatter oder
Natriumchlorid iiber die Wurzel (Inkubationsbedingungen vgl. Tab. 3.2.8). Die Inkubationszeit betrug 6, 8
und 10 Stunden. Es sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben; n.a. = nicht analysiert
(n>10).

Inkubationsmedium Konzentrationen Massenflufraten
[mM] [uMol x h™” x Keimling™]
Keimblitter Phloem
1 mM Inositol 11,53 £2,52%* 0,18 £ 0,02
5 mM Inositol 26,93 +2,20%* 0,30 £ 0,02
10 mM Inositol 32,14 £1,13* 0,46 0,11
25 mM Inositol n.a. 0,52 +0,17
10 mM NaCl 1,08 £0,19 n.a.
50 mM NaCl 2,04 +£0,18 n.a.

Keimlinge mit Endosperm enthielten ungefdhr 3 mM myo-Inositol in ihren Keimbléattern,
der PhloemfluB war mit 0,05 pMol x h' x Keimling”' gering. Durch Equilibrierung des
Keimblattapoplasten in unterschiedlichen Konzentrationen von Inositol konnte die Konzentration
in den Keimblattern signifikant erhoht werden (Tab. 3.6.1). Der FluB im Phloem stieg weder
proportional zur apoplastischen noch zur Konzentration in den Keimbléttern. Pinitol und Ononitol
wurden nicht gefunden. Auch bei gleichzeitiger Versorgung mit Inositol (iiber die Keimblatter) und
Natrium (iiber die Wurzel) fand man einen erheblichen Transport von Inositol im Phloem (Tab.
3.6.2), jedoch bestanden keine signifikante Unterschiede zum Transport in Abwesenheit von
Natrium. Die Natriumkonzentration in den Keimbléttern lag in allen Fillen bei durchschnittlich
1,2 mM. Sie zeigte folglich keine Abhingigkeit vom externen Inositolangebot (Tab. 3.6.2) und nur
einen geringen Unterschied zur Situation ohne zusétzliches Inositol.

Tab. 3.6.2 Abhingigkeit der myo-Inositolkonzentrationen und der Inositol-Massenflulraten von den
Inkubationsbedingungen. Keimblitter intakter Keimlinge wurden fiir definierte Zeitrdume in 5 mM
MES(KOH) pH 5,5, 0,2 mM CaCl, und myo-Inositol in den angegeben Konzentrationen inkubiert, wiahrend
die Wurzeln in 1 mM MES(KOH) pH 5,0, 0,5 mM CaCl,, und 10 mM NaCl eintauchten. Es sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben (n>5).

Inkubationsmedium Konzentrationen MassenfluBiraten
der Keimblitter [mM] [nMol x h™' x Keimling™]
1 mM Inositol 6h 16,55 + 8,25 0,22 0,07
1 mM Inositol 8h 9,47 + 3,38 0,25 + 0,05
1 mM Inositol 10h 13,57 £5,20 0,27 £ 0,05
5 mM Inositol 10h 29,65 +9,64 0,35+0,15
10 mM Inositol 6h 26,49 + 10,17 0,42 £ 0,09
10 mM Inositol 8h 31,85 +5,98 0,41 £0,09

10 mM Inositol 10h 27,48 £0,43 0,43+ 0,16
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Trotz der Fahigkeit der Keimlinge Natrium unter moderaten Bedingungen auf dem Weg
in die Bléatter effektiv aus dem Xylem zu entladen und in der Rinde und der Epidermis des
Hypokotyls zu akkumulieren (Olt et al., 2000), gelangt ein Teil des transportierten Natriums bis in
die Keimblitter. Von dort ausgehend kann es wieder ins Phloem beladen werden (Wolf und
Jeschke, 1988). Die Natriumaufnahme {iiber die Wurzel und der Natriumtransport im Xylem
zeigten, entgegen der Hypothese von Nelson et al. (1999), keine Wechselwirkung zum
Inositolexport aus den Keimbléttern. Die Natriumkonzentration in den Keimblittern miillte
ansonsten in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit steigen. Dies trat nicht ein. Mdglich ist, daf3 der
Inositolstatus der Wurzel bzw. der Phloemtransport negativ auf die Natriumaufnahme
zuriickkoppelt. Desweiteren kann es sein, daB Natrium, erst einmal in die Keimblatter gelangt,
nicht in den Symplasten aufgenommen, sondern direkt ins Phloem beladen wird. Natrium ist
phloemmobil, und der Phloemtransport wird durch die apoplastische Konzentration beeinfluft
(Zhong et al., 1998).

Inositol kommt, wie gezeigt, sowohl in den Keimblittern als auch im Siebrohrenexsudat
vor, es konnte als Partner fiir den Transport von Bor im Phloem dienen. Bor kann Komplexe mit
Schiffschen Basen aber auch mit Polyolen bilden (Blevins und Lukaszewski, 1998). An Sorbitol
gebunden wird es z.B. in Rosaceen translokiert (Bellaloui ef al., 1999). Im Siebrohrenexsudat von
sechs Tage alten Ricinuskeimlingen wurde Bor in einer Konzentration von 30 bis 110 uM
gefunden (Messungen von M. Wimmer, Universitdt Bonn). Diese Konzentration ist deutlich hoher
als die Inositolkonzentration (Verhéltnis:10:1). Zum Bortransport im Phloem des Ricinuskeimlings

miissen somit zusdtzlich oder ausschlieSlich andere Verbindungen als Partner dienen.
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Die Apoplastenlosung des Blattes und der Wurzel sind Ausgangs- und Endpunkt einer
Vielzahl von Nahrstofffliissen, die in engem Zusammenhang zueinander stehen. Ziel dieser Arbeit
war es, die kinetischen Wechselwirkungen zwischen den Substratfliissen im Blattapoplasten und
dem Fernstreckentransport in Phloem und Xylem zu messen und zu bilanzieren. Als
Versuchsobjekt diente dabei der sechs Tage alte Keimling von Ricinus communis L.. Untersucht
wurden die Elemente und Ionen Kohlenstoff, insbesondere Saccharose, Stickstoff (Glutamin),
Kalium, Phosphat und Sulfat. Bislang wurden diese Wechselwirkungen v.a. am
dauerexsudierenden Keimling beschrieben (besonders detailliert von Zhong, 1994). Man inkubierte
zundchst intakte Keimlinge liber einen relativ kurzen Zeitraum (meist 3 Stunden), schnitt sie
danach zur Probenahme an und sammelte iiber einige Stunden hinweg Exsudat. Dabei kam es zu
einer zeitabhdngigen Verdnderung der Substratkonzentration im Exsudat, gleiches traf auf die
VolumenfluBraten zu. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dafl zur Equilibrierung des
intakten Systems (nach Verdnderung der externen, apoplastischen Konzentrationen)
Inkubationszeiten von bis zu 8 Stunden notwendig sind. Um diese neue steady state-Bedingungen
zweifelsfrei dokumentieren zu kénnen, ist des weiteren eine kurze Exsudationszeit erforderlich
(Abschnitt 3.1.2). Zur Quantifizierung einer potentiellen Zirkulation zwischen Phloem und Xylem
wurde eine neue Methode zur Gewinnung von Wurzeldruckexsudat entwickelt. Sie zeichnet sich
dadurch aus, daB3 sie den in vivo-Bedingungen (Kockenberger et al., 1997) vergleichbare
Volumenflufliraten liefert, v.a. aber durch einen geringen Grad der Verunreinigung des
Wurzeldruck- mit Siebrohrenexsudat (Abschnitt 3.1.3).

4.1 Saccharose als Hauptkomponente des Kohlenstofferntransports

4.1.1 Wechselwirkung zwischen der apoplastischen Saccharosekonzentration und
dem Kohlenstoffhaushalt in den Keimblittern und im apikalen Hypokotyl

In Abb. 4.1 ist zu erkennen, daBl die Keimblitter Saccharose in Abhingigkeit vom
externen, apoplastischen Angebot an den Keimblittern akkumulieren. Bick ez al. (1998b) zeigten,
daB das Transskript des RcSUTI-Genes, das einen Saccharosecarrier kodiert, v.a. in der unteren
Epidermis der Ricinuskeimblitter auftritt. Ferner konnten sie eine filir Transferzellen iibliche
Ausbildung der Zellwand und eine hohe Anzahl von Plasmodesmen zwischen unterer Epidermis
und dem angrenzenden Parenchym feststellen. Ein grofer Teil der aus dem apoplastischen Raum
stammenden Saccharose wird offenbar aktiv vermutlich iiber die Membranen der unteren

Epidermis in den Symplasten aufgenommen. Ein Teil diffundiert aber sicherlich direkt in den
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Apoplasten der Keimblitter. Der Export der im UberschuB in die Keimblitter aufgenommenen
externen Saccharose erfolgt iiber das Phloem. Die Beladung des Phloems an sich ist schon
frithzeitig gesittigt (Abb. 4.1). Das adulte Ricinusblatt wurde von Gamalei (1991) als Typ 1-2a,
somit als apoplastisch beladend, klassifiziert. Wie Orlich und Komor (1992) zeigen konnten, wird
im Keimling mindestens die Hilfte der Saccharose direkt aus dem Apoplasten ins Phloem beladen,
ein weiterer Teil auf einem als indirekt apoplastische Phloembeladung bezeichneten Weg. Die
Moglichkeit der symplastische Beladung des Phloems {iber Plasmodesmen besteht ebenfalls
(Orlich et al., 1998). Der Efflux aus den Zellen der Keimblétter steigt mit der apoplastischen
Konzentration. Er kann bis zu 35 % der Aufnahme ausmachen, die dafiir verantwortlichen Efflux-

Transporter wurden bislang nicht gefunden (Ward et al., 1998).

Unabhingig vom externen Angebot werden 70 % der in die Keimblétter aufgenommenen
Saccharose iiber das Phloem in den sink exportiert. 30 % der Aufnahme bleiben in den
Keimbléttern und dem apikalen Hypokotyl zuriick, das aufgrund der Exsudatnahme dem source
zugerechnet wird und den Ort der groBiten Saccharoseentladung darstellt. Die intrazelluldre
Starkespeicherung wird von der apoplastischen Saccharosekonzentration kaum beeinflufit
(Abschnitt 3.2.7).

4.1.2 Ferntransport von loslichen Zuckern

Bei addquatem Angebot im Apoplasten der Keimblatter konnte keine Saccharose im
Wurzeldruckexsudat gefunden werden (Abschnitt 3.2.3). Es kommt unter diesen Bedingungen zu
keiner short term-Zirkulation von Saccharose im Keimling. Widerspriichliche Befunde, z.B. von
Schobert und Komor (1990) und Kockenberger (1995), resultieren aus der unterschiedlichen
Methode zur Gewinnung des Wurzeldruckexsudats (Abschnitt 3.1.3) oder auf der
unwahrscheinlichen Annahme, daB8 der Eintransport in die Wurzel eine Konzentration von 300 mM
Saccharose 1iibersteigt. Im basalen Hypokotyl (I c¢m oberhalb der Wurzel) werden im

Siebrohrenexsudat nur Konzentrationen von ca. 200 mM Saccharose erreicht (Verscht ef al., 1998).

Auch der Xylem- bzw. Riicktransport von Hexosen war gering und nur maBig durch das
apoplastische Saccharoseangebot beeinflubar. Das Auftreten der Hexosen scheint durch die
intrazelluldre Spaltung der angelieferten Saccharose und ein unspezifisches Lecken ins Xylem
bedingt, da die Saccharoseentladung in der Wurzel auf symplastischen Wege erfolgt (Chapleo und
Hall, 1989). Trotzdem kann man davon ausgeht, dafl auch ein kleiner apoplastischer Pool an
Zuckern vorhanden ist. Die Gefahr des Saccharoseverlustes aus dem extrazelluldren Raum besteht
aber kaum. Auch die Fahigkeit zum Saccharose-retrieval, allgemein ein aktiver Proze8 (Chin et
al., 1981), ist vernachlaBigbar (Abschnitt 3.2.6).

Obwohl relativ hohe Konzentrationen an organischem Kohlenstoff im Xylem, speziell
von Baumen (Satoh et al., 1992; Voitsekhovskaja et al., 2000), gefunden wurden, befassen sich nur
wenige Studien mit einer potentiellen Zirkulation von Saccharose bzw. Zuckern {iber Phloem und
Xylem. Dies ist erstaunlich, da Cataldo et al. (1988) davon ausgehen, daB3 es sich bei 15 % der im
Xylem transportierten organischen Verbindungen um Zucker handelt. Ein merklicher
Zuckertransport konnte bislang jedoch nur vor der Bliitenentfaltung in Zea mays (5 mM Zucker;
Canny und Mc Cully, 1989) und bei Biumen (s.0.) vor dem Blattaustriecb im Friihjahr
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nachgewiesen werden. Bei diesen Pflanzen kommt es in Zeiten eines iiberdurchschnittlichen
Energiebedarfs zu einer Mobilisierung von Zuckerspeichern und zu einer long term-Zirkulation
von Zuckern. Bei vielen anderen Pflanzen, wie z.B. adulten Ricinuspflanzen (Schurr, 1991; auch
Abschnitt 3.2.5), wurden die Kohlenhydrate zwar in die Analysen des Xyleminhaltes einbezogen,
ihre Konzentration lag aber meist unter der Nachweisgrenze oder waren vernachlidssigbar (Abb.
4.1). Einzig Heizmann et al. (2001) fanden vor kurzem eine short term-Zirkulation von Zuckern in

Quercus robur.

Phloem Xylem Phloem Xylem Phloem Xylem

3,98 ‘ 0.07 7.45 ‘ 0,13

mM|| MM

1,907
Apoplast

Symplast
265 MM*

3,10°
Apoplast
Symplast
320 mM*

0,30
Apoplast
Symplast
180 mM*

Medium
10 mM Saccharose 6,10% 100 mM Saccharose 9,30* 300 mM Sa.ccharoseeio*

Abb. 4.1 Steady state-Fliisse der Saccharose in den Keimblattern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen in
Abhingigkeit von der externen, apoplastischen Konzentration. Es sind die Fliisse [uMol x h™" x Keimling ]
zwischen dem Blattapoplasten, dem Blattgewebe, dem Phloem und dem Xylem angegeben. Sie sind jeweils
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die steady state-Konzentrationen [mM] sind angegeben. * nach Orlich
(1998); ~ nach Orlich (unveréffentlicht).

4.2 Ferntransport stickstoffhaltiger Verbindungen

4.2.1 Glutaminaufnahme in die Keimblitter und der Weg zum Phloem

Externes Glutamin wird aktiv sowohl in den Keimbléttern als auch im Phloem
aufgenommen (Abschnitt 3.2.1.1), jedoch mit unterschiedlichen Raten (Abschnitt 3.2.1.2). Der
Konzentrationsgradient zwischen Exsudat und Medium zeigt, dal bei niedriger apoplastischer
Konzentration der FluB vor allem in den Ferntransport lduft. Es scheint, dafl der/die
Glutamincarrier am Phloem wesentlich aktiver sind als der/die Carrier am Mesophyll. Demonstriert
wurde die Aktivitdt von Aminosédurecarriern erstmals von Bush (1993). Seit dieser Zeit fand man

bislang drei verschiedene Gruppen von Aminosdure-Transporter-Genen v.a. aus Arabidopsis
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thaliana. Es handelt sich dabei um: 1.) die AAPs (amino acid permease), 2.) den ProTs (proline
transporter) und 3.) AUXI1 (auxin resistance). Die Familie der AAPs wird aufgrund von
Unterschieden in ihrer Substratspezifitdt in zwei Unterfamilien eingeteilt. Es gibt Transporter ohne
Spezifitit, d.h. sie konnen alle Aminoséuren transportieren, aber auch welche, die bevorzugt
neutrale und saure Aminosduren erkennen. Diese Familie enthélt in Arabidopsis mindestens
7 Mitglieder (Kwart et al., 1993; Fischer et al., 1995; Rentsch et al., 1996; Rentsch et al., 1998).
Die zweite Gruppe beinhaltet Transporter, die bevorzugt Prolin transportieren (Rentsch et al.,
1996), die dritte wird durch einen putativen Indolessigsdure-Transporter gebildet (Bennett et al.,
1996). Aus Ricinus communis-Keimlingen wurde die cDNA zweier vermeintlicher
Aminoséuretransporter (RcAAP1 und RcAAP2) isoliert (Bick ef al., 1998a). Beide sind in groflem
Menge in den Keimbléittern und der Wurzel expremiert, weniger im Endosperm. [In situ-

Hybridisierung ergab fiir RcAAP1 eine hohe Expression in Zellen nahe des Wurzelxylems.

4.2.2 Glutaminzirkulation zwischen Phloem und Xylem

Durch die Quantifizierung der Wechselwirkungen zwischen dem apoplastischen
Glutaminangebot und dem Langstreckentransport konnte gezeigt werden, dafl Glutamin rege in der
Pflanze zirkuliert (Abb. 4.2). Bei mittlerer und hoher apoplastischer Konzentration kommt es zu
einem 1:1-Transport von Glutamin iiber Phloem und Xylem. Auch Schobert (1988) wies nach, daf3
der Keimling in diesem Alter mehr N im Phloem transportiert, als er fiir sein Wachstum benotigt.
Fiir die Deckung des Stickstoffbedarfs im sink dienen folglich andere organische N-Verbindungen
auBer Glutamin, wobei man davon ausgehen kann, da es sich vor allem um Purin- und
Pyrimidinbasen handelt (Abschnitt 3.2.2). Interessanterweise geht Kockenberger (1995) aufgrund
seiner Modellierung des N-Transports entlang des Hypokotyls davon aus, daB die
Glutamintranslokationsrate ortsabhédngig ist. Die maximale Rate ergibt sich fiir das Phloem nahe
des Apex, im Bereich der Verdickungszone (dem Ort der Exsudatnahme) ist sie mit 1 pMol
Glutamin x h' x Keimling”" bereits reduziert. Die nach Equilibrierung in 10 mM Glutamin
gemessene Massenflufirate entspricht somit der vermeintlichen in vivo-Translokationsrate.
Zuséatzlich wird deutlich, dal es durch den Abbau von organischen N-Verbindungen zu einer
Freisetzung von Glutamin im sink kommt. Dies ist nicht erstaunlich, da schon friih darauf
hingewiesen wurde, dall die Zusammensetzung des Xyleminhaltes nicht anders gesteuert werden
kann, als durch die Bedingungen der Stoffaufnahme und der -entnahme wihrend des Transportes
nach oben (Biddulph ef al., 1958). Atkins (2000) konnte zeigen, dall es bei Lupinen zu einer
Akkumulation von Asparagin entlang des Xylemweges kommt. Desweiteren geht Atkins (2000)
von einem Xylem-Phloem-Transfer des iiber den Transpirationsstrom in die Blétter importierten

Asparagins aus. Gleiches scheint auf den Glutamintransport im Ricinuskeimling zuzutreffen (s.u.).

Ein weiteres Phdnomem, das die Bedeutung der apoplastischen Verfiigbarkeit und somit
der apoplastischen Substratkonzentration zeigt, wurde von Schobert und Komor (1989)
beschrieben. Sie verglichen das Exsudat aus mit Endosperm exsudierender Keimlinge und
demjenigen nach 2 Stunden Inkubation und anschliefender einstiindiger Exsudation ohne
Substratzufuhr (Inkubation in Puffer). Die Aminosaurekonzentration in den nun nicht mehr an die

Vorgénge im sink gekoppeltem System (fehlende sink-Limitierung) sank von 157,6 mM auf 16,4
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mM ab, wobei v.a. die auf apoplastischem Wege beladenen Aminosduren (z.B. Glutamin)

betroffen waren.
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Abb. 4.2 Steady state-Fliisse des Glutamins in den Keimbléttern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen in
Abhingigkeit von der externen, apoplastischen Konzentration. Es sind die Fliisse [uMol x h™' x Keimling ]
zwischen dem Blattapoplasten, dem Blattgewebe, dem Phloem und dem Xylem angegeben. Sie sind jeweils
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die steady state-Konzentrationen [mM] sind angegeben.

4.2.3 Nitrattransport im Xylem und Reduktion in der Wurzel

Nach Transfer der Wurzel in nitrathaltiges Medium, war kaum Nitrat im
Waurzeldruckexsudat und in den Keimblittern nachweisbar. Dieser Befund steht im Gegensatz zu
Ergebnissen von Peuke und Jeschke (1993), die fanden, dal3 es sich nach Nitratangebot an der
Wurzel bei 74 % der N-haltigen Verbindungen im Xylem um Nitrat handelt (auch Allen und Raven
1987; Van Beusichem et al., 1988; Schurr, 1991). Alle diese Untersuchungen wurden jedoch an
adulten Ricinuspflanzen durchgefiihrt. Die Glutaminkonzentration im Xylem iibertraf parallel dazu
diejenige der Keimlinge mit Endosperm deutlich. Das Schliisselenzym zur Bildung von
reduzierten, N-haltigen Verbindungen ist das Enzym Nitratreduktase. Dieses Enzym kann in
verschiedenen Formen in den Bléttern aber auch in der Wurzel von Pflanzen gefunden werden,
wobei jeweils zwischen einer konstitutiven und einer induzierbaren Aktivitit dieses Enzyms
unterschieden wird (Clarkson, 1985; Abschnitt 3.2.4). Die hohe Glutaminkonzentration im
Wurzeldruckexsudat (z.B. nach 2 Stunden) 146t vermuten, daB die Reduktion groBer Teile des
Nitrats bereits in der Wurzel erfolgte. Auch Jeschke und Pate (1991b) gehen davon aus, daB} in
Ricinuspflanzen Nitrat v.a. in der Wurzel reduziert wird (51 %). Eine feedback-Regulation
zwischen Nitrat- und Glutaminfliissen, wie von Tillard et al. (1998) vermutet, liel sich nicht

erkennen.
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Durch pulse chase-Versuche 14t sich zeigen, daB ein GroBteil des importierten
Stickstoffs direkt nach Eintrag in die Keimblétter aus dem Apoplasten oder nach Umweg {iber
Transferzellen (scavenging: Canny, 1988; Atkins, 2000) ins Phloem beladen und wieder aus den
Keimbléttern exportiert wird (Abschnitt 3.2.4.3). Auch Hayashi et al. (1997) fanden im Rahmen
von Experimenten mit "N, das iiber die Wurzel angeboten wurde, nach 10 min Markierung im

Phloem. Die Phloembeladung an sich scheint sehr schnell zu erfolgen.

4.2.4 Zusammenspiel von Kohlenstoff und Stickstoff bei der Phloembeladung aus
dem Apoplasten

Der Ricinuskeimling zeigt eine fiir Pflanzen typische C- und N-Verteilung. In den
Keimblittern findet sich der hochste Stickstoffanteil, ein niedriger im Hypokotyl und der Wurzel.
Dieses Verhiltnis dnderte sich nur wenig, wenn das Endosperm entfernt wird. Es kommt jedoch zu
einem frithen Erliegen des Netto-C-Transport (Abschnitt 3.2.9), gleichzeitig erfolgt weiterhin ein
Nettoexport von N aus den Keimblattern (Abschnitt 3.2.10). Der gegenlaufige C-Import kann nicht
durch Zucker getragen werden sondern 148t auf eine {iberméfBige Translokation von organischen
Sauren schliefen. Thre Bildung und ihr Transport wird iiblicherweise durch Trockenheit gefordert
(Schurr, 1991; Patonnier ef al., 1999). Die Wurzel dieser Keimlinge war durch den Substratentzug

nur mangelhaft ausgebildet, die Wasseraufnahme konnte erschwert sein.

Erstaunlich ist die Tatsache, daB es, trotz des anscheinend erheblichen C-Mangels
(fehlende externe Zufuhr), zu keiner vollstdndigen Mobilisierung der Kohlenhydratreserven kommt
(Tab. 3.2.17). Mittlerweile besteht die einhellige Meinung, da3 Saccharose nicht nur als Substrat
fiir den Stoffwechsel dient sondern auch spezifisch Gene aktiviert und repremiert (Lalonde ef al.,
1999). Diese Gene werden in zwei Kategorien eingeteilt (feast und famine-responses; Koch, 1996).
Kohlenhydratmangel stimuliert allgemein die Photosynthese aber auch Gene, die fiir die
Mobiliserung von Speichern verantwortlich sind. Ansteigende Zuckerkonzentrationen wirken auf
Gene zur Nutzung und vermehrten Speicherung (Koch, 1996), wobei in beiden Féllen nicht nur
intrazellulire Enzyme sondern auch Membran-Transporter als Sensor dienen. Es ist jedoch
bekannt, dafl ein Mangel an apoplastischen Zuckern, die Aktivitdt des Saccharose-Transporters
SUTI verringert (Chiou und Bush, 1998). Die Expression von SUT! wird sowohl auf dem m-
RNA- als auch dem Protein-Level reguliert (Kiihn et al., 1997).

Stickstoff- und Zuckermetabolismus konkurrieren in mehrerlei Hinsicht um die aus der
Photosynthese hervorgehenden C-Skelette (Scheible ef al., 1997; Oliveira und Coruzzi, 1999). Eine
Koordination beider Prozesse ist notwendig. Man geht von einer Regulation iiber den TCA-Zyklus
und den Stirkemetabolismus aus. Nitrat spielt dabei eine Schliisselrolle (Pouteau et al., 1989; Hoff
et al., 1994). Desweiteren reagiert auch die apoplastische Aminosdurebeladung iiber die Aktivitit
der Aminosdurepermeasen auf die extrazellulire Aminosdurekonzentration (Hein et al., 1995,
Thorens, 1996). Zusitzlich wird zumindest der C-Stoffwechsel durch verschieden Hormone
beeinfluflt (Hellmann et al., 2000).

Fiir die Situation in den Keimlingen, denen das Endosperm frithzeitig entfernt wurde,
bedeutet dies, da3 die apoplastische Phloembeladung von Saccharose und einiger Aminosduren

durch das Fehlen der Substrate vermindert wird bzw. durch den fehlende Efflux aus dem
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Symplasten ganz ausbleibt (untere Schwellenkonzentration fiir Saccharose). Die Aktivitat der
Transporter an den SR bzw. dem SRGZ-Komplex und der Massenflul im Phloem, der v.a. durch
den Saccharosetransport bedingt ist (Winter et al., 1992), wird auf ein Minimum reduziert. Anders
verhélt es sich mit dem symplastischen Export, einem auf Diffusion basierenden Vorgang. Dieser
Beladungsweg ist flir eine Vielzahl von stickstoffhaltigen Verbindungen obligat (Abschnitt
3.2.2.1). Sie werden weiterhin exportiert (Tab. 3.3.19). Eine Konkurrenz um C-Skelette kann nicht
als entscheidender Grund gesehen werden (s.0.). Die frithzeitige Streckung des Hypokotyls
(Abschnitt 3.2.9) kann durch den Stirkeabbau im apikalen Hypokotyl bedingt sein, aber auch auf
hormonelle Signale, die durch die Verarmung ausbleiben. Das Aufrichten des Hypokotyl ist somit
nicht allein auf einen Lichtreiz und seine Beteiligung am Kohlenstoffmetabolismus zuriickzufiihren
(Balane, 1997).

4.3 K" als dominantes Kation im Phloem

4.3.1 Kaliumverteilung in den Keimblittern

Die Kaliumkonzentration in den Blittern erreicht in den meisten Pflanzen Werte
zwischen 100 und 200 mM (Leigh und Wyn-Jones, 1984; Marschner, 1995). Die Keimblitter des
sechs Tage alten Keimlings sind mit einer hochkonzentrierten Losung der verschiedenen
Néhrstoffe vergleichbar, z.B. kann die intrazelluldre Kaliumkonzentration bis auf das 1,5fache
ansteigen (Abb. 3.4.2). Da die Parenchymzellen noch keine grofle zentrale Vakuole besitzen, kann
die vermehrte Kompartimentierung des osmotisch wirksamen Kaliums nicht allein durch Transport
in die Vakuole erfolgen. Das Unschddlichmachen erfolgt durch Bindung an Protein- und andere
EinschluBBkorper (vgl. Lott et al., 1985), deren Konzentration bis tiber 1,5 M Kalium betragen kann.
Das cytoplasmatische Vorkommen ist ortsabhingig, die Differenz zwischen den einzelnen
Zellagen jedoch gering. In Gerste fand man ca. 130 mM Kalium im Mesophyll und 250 mM in den
Epidermen (Fricke et al., 1994; Karley et al., 2000). Andere Studien an der selben Pflanzenart
zeigten eine bevorzugte Akkumulation im Mesophyll (Dietz ef al., 1992; Leigh und Storey, 1993).
Interessant ist der lokale Verlauf der apoplastischen Konzentration. Sie ist erhdht in den Bereichen
auBBerhalb der Biindelscheide, erniedrigt innerhalb, aber in der Gesamtheit durchaus mit den bei
manchen anderen Pflanzen gefunden Konzentrationen vergleichbar (Grignon und Sentenac, 1991;
Speer und Kaiser, 1991). Auffillig ist, daB die extrazelluldre Kaliumkonzentration bereits in den
Seitenwénden der unteren Epidermis deutlich iiber der fiir den apoplastischen Raum vermuteten
freien Konzentration von 1 mM liegt. Mdglicherweise ist Kalium im Apoplasten fest mit polaren
Gruppen assoziiert (aber Bush und Mc Coll, 1987).

4.3.2 Zirkulation von Kalium und die Phloembeladung als Kontrollpunkt

Die Abhéngigkeit der Kaliumfliisse zwischen Keimblattapoplast, Blattgewebe, Phloem
und Xylem sind in Abb. 4.3 dargestellt. Bei der niedrigen externen Konzentration von 0,3 mM

kehren ca. 50 % des exportierten Kaliums in die Keimblatter zuriick, bei der mittleren und hohen
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apoplastischen Konzentration steigt dieser Anteil sogar auf 60-80 % an (Abschnitt 3.3.2.4). Wird
Kalium an der Wurzel angeboten, zeigt sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen der
Kaliumkonzentration im Wurzelmedium und dem Kaliumtransport im Xylem (Abschnitt 3.3.3).
Anders verhélt es sich mit den Fliissen im Phloem. Trotz gesteigertem Eintrag in den Apoplasten
der Keimblitter iibersteigt der MassenfluB im Phloem einen distinkten Wert (ca. 0,55 uMol h™' x
Keimling') nicht. Das zusitzlich in die Keimblitter importierte Kalium akkumuliert in den
Keimblittern.

Auch Jeschke et al. (1985; Lupinen) und Jeschke und Pate (1991c; Ricinus communis)
gehen bei Ricinuspflanzen von ca. 80 % Zirkulation aus (auch Armstrong und Kirkby, 1979; Bhatti
et al., 1993; Jeschke et al., 1995). Der Kaliumtransport wird jedoch nicht nur vom externen
Kaliumangebot bestimmt sondern auch durch die Beladungskapazitit des Phloems. Neben der
Regulation der Kaliumfliisse durch die Verhéltnisse im Bereich des Phloems ist eine zusitzliche
Regulation durch die Aufnahme ins Xylem wahrscheinlich, da es ansonsten zu einem iibermiBig
hohen Kaliumeintrag in die Blatter kommen wiirde (Engels und Marschner, 1992). In der Wurzel
wurden am Xylemparenchym Kalium-Kanile gefunden (Maathuis et al., 1997; Wegner und De
Boer, 1999), genauso in den Bléttern im Bereich des Phloems (Marten et al., 1999).

4.3.3 Rolle der apoplastischen Konzentration fiir den K'-Transport im Phloem

Die Phloembeladung von Saccharose und einiger Aminosduren, wie z.B. von Glutamin
(Baker et al., 1980; Lohaus ef al., 1995), erfolgt bevorzugt auf apoplastischem Wege. Um dies zu
ermdglichen, miissen die im Mesophyll gebildete Assimilate zunichst in den Apoplasten entlassen
werden. Die Abgabe erfolgt vermutlich als Co-Transport zusammen mit Kalium (Huber und
Moreland, 1981). Schobert et al. (1998) konnten zeigen, dal Kalium-lonen den Efflux der
Saccharose aus den Mesophyllzellen des Ricinuskeimblattes stimulieren. Die apoplastische
Konzentration ist dort tatsdchlich erhoht (Abb. 3.4.1). Andererseits wird Kalium aufgrund der
ATPase-Aktivitit im Plasmalemma der Siebzellen vermehrt in den Siebrohren-Geleitzellen-
Komplex aufgenommen. Die Aufnahme der Saccharose aus dem Apoplasten ist ein aktiver
Transport und hingt vom Membranpotential ab (Komor, 1977; Riesmeier et al., 1994). Kationen,
die von Mesophyllzellen im Ricinuskeimblatt aufgenommen werden, depolarisieren das
Plasmalemma dieser Zellen (Kohler, 1992). Wenn diese Depolarisierung auch die Siebrohren
betrifft, konnen Kationen die Beladung von Saccharose in die Siebrohren direkt beeintrdchtigen.
Ein Zusammenhang zwischen dieser Depolarisation und den Kaliumfliissen wurde bislang jedoch
nicht eindeutig nachgewiesen (Reinhold und Kaplan, 1984; Marten et al., 1999).

Die Phloembeladung selbst hingt auBlerdem von der osmotischen Wirksamkeit der
Teilchen des Phloeminhaltes und dem Turgor der Siebzellen ab. Ein hoher Turgor hemmt die
Beladung. Die von der ATPase aufgebaute elektrische Potentialdifferenz bewirkt die Aufnahme
von Kationen (K*), das Wasserpotential der Zelle wird erniedrigt, es kommt zum Wassereinstrom
und der Turgor baut sich ab. Kommt es zu einer iibermadfligen Anreicherung im Apoplasten der
Leitbiindel, hat dies negative Auswirkungen auf den Turgor, der fiir den Massenflul im Phloem
verantwortlich ist. Der Volumenflu (Abschnitt 3.3.2.1 und 3.3.2.4) und damit auch der
Saccharoseexport werden reduziert. Ein weiterer Regulator fiir die Verhéltnisse im Blattapoplasten
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ist die Aufnahme- und Abgabetitigkeit der Xylemparenchymzellen (mdglicherweise als
Transferzellen ausgebildet). Die Kaliumkonzentration ist dort tatséchlich erhoht (Abb. 3.4.1). Die
optimale Kaliumkonzentration im apoplastischen Raum zwischen der Unterseite der Keimblétter
und dem Endosperm scheint 1,5 mM zusammen mit ca. 100 mM Saccharose (siche Abschnitt
2.3.1) zu betragen. Dies ist die einzige Bedingung, bei der die in vivo-Situation mit einer
VolumenfluBrate von 17 ul x h' x Keimling™' erreicht wird (Abschnitt 3.1.3).

Phloem Xylem Phloem Xylem Phloem Xylem

0,48 ‘ 0,27 0,49 ‘ 0,33 0,53 ‘ 0,45
| | e ]

41 10

Medium
0,3 mM Kalium 0,80 1 mM Kalium 1,00 10 mM Kalium 1,10

Abb. 4.3 Steady state-Fliisse des Kaliums in den Keimblittern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen in
Abhingigkeit von der externen, apoplastischen Konzentration. Es sind die Fliisse [uMol x h”' x Keimling ']
zwischen dem Blattapoplasten, dem Blattgewebe, dem Phloem und dem Xylem angegeben. Sie sind jeweils
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die steady state-Konzentrationen [mM] sind angegeben.

4.3.4 Speicherkapazitiit des Blattapoplasten

Der Apoplast der Keimblitter stellt einen wichtigen Transportweg fiir Kalium zwischen
dem Mesophyll und den Leitbahnen dar. Er ist auch ein Speicher, der durch die Substanzaufnahme
und —abgabe aus den einzelnen Zellen beeinfluit wird. Die apoplastische Konzentration wird durch
den Xylemimport, den Phloemexport aber auch durch die Aufnahme aus dem apoplastischen Raum
beeinfluBft. Die vorliegenden Ergebnisse lassen darauf schlieBen, daB die apoplastische
Konzentration einer strengen Regulation unterliegen muf3 (siehe auch Freundling ef al., 1988). Aus
den Phloem- und Xylemfliissen (nach Equilibrierung iiber den Blattapoplasten) 148t sich errechnen,
wie lange die Speicherkapazitit des Apoplasten (12,6 % des Keimblattvolumens; Kéhler, 1992) fiir
die gemessene Beladungsrate reichen wiirde, mit Rezirkulation iiber das Xylem. Diese Werte
driicken aus, wie bei eciner bestimmten Konzentration bestimmte Néahrstoffe Gefahr laufen,
Fluktuationen im Apoplasten bzw. als Konsequenz auch bei der Phloembeladung zu unterliegen,

z.B. wenn die Nachlieferung aus dem Symplasten und aus dem apoplastischem Raum ausbleibt. Im
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Falle der untersuchten externen Konzentrationen an Kalium, ergeben sich Werte zwischen
ungefdhr 1,5 (0,3 mM), 7 (1 mM) und 81 Minuten (10 mM). Der Apoplast ist somit bei der
vermeintlichen geringen in vivo-Konzentration von 1 mM Kalium auf stete Nachlieferung aus dem
Endosperm angewiesen. Dies stellt einen effektiven Weg dar, zu hohe apoplastische
Konzentrationen, die sich besonders negativ auf den Massenflul im Phloem auswirken, zu

vermeiden.

4.4 Phosphat als Hauptkomponente des Phosphorferntransports

4.4.1 Phosphorverteilung in den Keimblittern

In den Keimblittern des Ricinuskeimlings werden gro3e Mengen von Phosphor in Form
von EinschluBkorpern, die zusétzlich auch magnesium- und kaliumhaltig sind, gespeichert. Es
handelt sich dabei vermutlich um Phytat (myo-Inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisphosphat; Abschnitt
3.4.1). Diese Einschliisse kommen v.a. im Schwamm- und Palisadenparenchym vor. Desweiteren
ist dort auch die intrazelluldre P-Konzentration erhoht (Leigh und Storey, 1993; Williams et al.,
1993). Anzumerken ist jedoch, dafl dies keine Riickschliisse auf die Aufnahmeaktivitit und die
Verteilung der Transporter in den Membranen zuld$it. Fiir Calcium wurde z.B. gezeigt, dal3 es v.a.
in den Epidermen lokalisiert ist, aber der Influx dort eine mit den aus dem Mesophyll isolierten
Protoplasten vergleichbare Rate erreicht (Karley et al., 2000). In dieser Studie wurde aber auch
nachgewiesen, dal P; v.a. im Mesophyll akkumuliert wird (vgl. auch Williams ef al., 1993; Fricke
et al., 1994). Die apoplastische Phosphorkonzentration ist an allen Stellen unerwartet hoch. Diese
Verhiltnisse konnen nicht allein durch das Vorkommen von freiem Phosphat erklart werden, es
miissen auch noch einen Vielzahl anderer P-haltiger Verbindungen dazu beitragen. Diese scheinen
durch Bindung an die Zellwédnde immobilisiert. Zur Beantwortung dieser Frage sollten zunichst
3'P-NMR-Messungen an den Keimblittern durchgefiihrt werden.

4.4.2 Phosphataufnahme in die Keimblitter

Das Verhéltnis von Phosphat zu Gesamtphosphor betrdgt in den Keimblittern von
Keimlingen mit Endosperm 0,6. Gleiches findet man im Siebréhrenexsudat (Geigenberger ef al.,
1993) wieder. Nach Transfer in phosphathaltiges Medium ist anteilig mehr Phosphat in den
Keimblittern vorhanden, zusétzlich wird nun mengenméfBig mehr Phosphor exportiert (Abb. 3.4.4).
Bei niedriger und mittlerer apoplastischen Konzentration kommt es sogar zu einem Nettoverlust
von Phosphor aus den Keimblattern (Abb. 3.4.3). Das bedeutet, dal die Phosphoraufnahme unter in
vivo-Bedingungen nicht ausschlieBlich in Form von Phosphat getragen wird und daf} das aus dem
apoplastischen Raum aufgenommene Phosphat sehr effektiv in den Ferntransport flie3t. Insgesamt
gesehen ist die Phosphat-Aufnahme immer um einen distinkten Anteil hoher als der Phosphat-
Export.
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Uberall dort, wo der Apoplast als Kompartiment am Transport beteiligt ist, kann durch
die Aufnahmeaktivitéit der Zellen die Verteilung der Stoffe in den Geweben reguliert werden. Der
Transport wird durch integrale Membranproteine katalysiert. Man unterscheidet zwei Systeme fiir
den Phosphatransport iiber Membranen: 1.) ein hochaffines System, das bei geringen
Konzentrationen (uM) aktiv ist und 2.) ein niederaffines System fiir hohe Konzentration (mM)
(Leggewie et al., 1997; Liu et al., 1998). Die Gene fiir den hochaffinen Transporter wurden bereits
bei Hefe (Bun-Ya et al,, 1991; Versa, 1995) und Hoheren Pflanzen wie Arabidopsis, Kartoffel,
Tomate, Catharanthus, Medicago und Gerste kloniert (Raghothama, 2000). Auch der niederaffine
Transporter aus Arabidopsis wurde vor kurzem gefunden (Daram ef al., 1999). In Anbetracht der
hohen intrazelluliren Phosphatkonzentration kann man davon ausgehen, dafl die Carrier im

Mesophyll hochaffin sind, aber mit niedriger Rate arbeiten.

4.4.3 Abschitzung der apoplastischen Phosphatkonzentration

Schobert et al. (1998) konnten zeigen, dal externe Phosphat-lonen die
Saccharoseaufnahme der Mesophyllzellen, aber auch die Saccharosebeladung des Phloems
hemmen. Die Pflanze scheint dieses Problem dadurch zu 16sen, dafl sie Phosphat in den
Symplasten aufnimmt und P hauptsidchlich (mindestens 60 % bis 70 %) in organischer Form
exportiert (Abschnitt 3.4.2.1). So kdnnen zu hohe Salzakkumulationen im Apoplasten und eine zu
hohe intrazelluldre Phosphatkonzentration (Phosphattoxizitit; Schachtmann et al., 1998) vermieden
werden. Ein weiterer Hinweis auf eine geringe freie apoplastische Phosphatkonzentration ist die
Speicherkapazitit der Blattapoplasten. Aus den fiir Phosphat gemessenen Phloem- und
Xylemfliissen (Abschnitt 3.4.2.3) 146t sich errechnen, wie lange die Speicherkapazitit im
Blattapoplasten fiir die gemessene Beladungsrate reichen wiirde, mit und ohne Rezirkulation iiber
das Xylem. Bei der niedrigen apoplastischen Konzentration steigt die Speicherdauer von 3 auf 10
min, bei der mittleren apoplastischen Konzentration von 8 auf 18 min und bei 10 mM Phosphat im
Medium von 21 auf 35 min. Insgesamt gesehen erfolgt keine iibermifige Phosphatspeicherung im
Apoplasten. Dies wire auch aufgrund der oben genannte Griinde nicht sehr vorteilhaft fiir die

Pflanze.

Nach Equilibrierung in 10 mM Phosphat iiber den Keimblattapoplasten stieg die
Phosphatkonzentration im Siebréhrenexsudat bis auf 32 mM an, wihrend Zhong (1994) nur
ca. 5 mM nachweisen konnte. Die Zusammensetzung des Inkubationsmediums unterschied sich
durch die Ab- bzw. Anwesenheit von Saccharose. Es existiert jedoch kein offensichtlicher Grund
fiir eine Abhéngigkeit der Phosphatkonzentration im Exsudat und dem Saccharoseangebot im
Apoplasten. Die Anwesenheit von Phosphat im Keimblattapoplasten, bewirkt die Freisetzung von
Phosphat aus den Phytat-Korpern (Zhong, 1994; Abb. 3.4.1). Ein vermehrtes Vorkommen dieser
EinschluBkdrper erklirt auch den unerwartet hohen Phosphattransport der in Puffer inkubierten
Keimlinge (Abschnitt 3.1.1). Im Einklang mit Ergebnissen von Zhong (1994) erhoht Phosphat die
Phloemleitfahigkeit (VolumenfluB). Die Exsudationsrate ist einerseits vom radialen Wasserflufl
andererseits von der axialen Leitfdhigkeit abhéngig. Die einfachste Erklarung (nach Zhong, 1994)
fiir die Erhhung der Volumenflusse durch Phosphat ist eine Wirkung auf die axiale Leitfahigkeit.
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Phosphat konnte die Konzentration der freien Calcium-Ionen erniedrigen und somit negativ auf die

Calloseablagerung um die Siebporen einwirken.

4.4.4 Auswirkungen der apoplastischen Phosphatkonzentration auf den

Ferntransport in Phloem und Xylem

Biddulph et al. (1958) konnten durch die Gabe von radioaktivem Phosphor zeigen, da3
das Element Phosphor einer starken Metabolisierung unterliegt und mehrfach pro Tag in seiner
Versuchspflanze zirkuliert. Jeschke er al. (1997) wiesen dies fiir adulte Ricinus-Pflanzen nach.
Auch bei Ricinuskeimlingen zirkuliert Phosphat {iber Phloem und Xylem (Abschnitt 3.5.2.3). Die
im Xylem transportierte Phosphatkonzentration ist jedoch unter diesen Bedingungen gering (Abb.
4.4). Eine Zirkulation im groBen Umfang ist nicht notwendig, da die Phosphatassimilation in allen
Teilen der Pflanze erfolgen kann. P; ist aber an der Regeneration und Aktivitit der ATPase, d.h. an
der aktiven Saccharosebeladung, beteiligt. Aus diesem Grund fordern Marschner et al. (1997) eine
Riickkehr der Phosphats zur Phloembeladungsstelle.

Phloem Xylem Phloem Xylem - Phloem Xylem -
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Abb. 4.4 Steady state-Flisse des Phosphats in den Keimbléttern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen in
Abhingigkeit von der externen, apoplastischen Konzentration. Es sind die Fliisse [uMol x h"' x Keimling ']
zwischen dem Blattapoplasten, dem Blattgewebe, dem Phloem und dem Xylem angegeben. Sie sind jeweils
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die steady state-Konzentrationen [mM] sind angegeben.

4.4.5 Phosphattransport nach Angebot iiber die Wurzel

Bietet man Phosphat iiber die Wurzel an, steigt der Phosphatmassenflufl im Xylem mit

der externen Konzentration an. Er ist im Vergleich zum Angebot iiber die Keimblatter deutlich
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erhoht. Im Gegensatz dazu ist der Phloemriicktransport reduziert (Abschnitt 3.4.4). Das libermafig
in die Keimblatter importierte Phosphat akkumuliert dort nicht sondern wird anscheinend in Form
von organischen P-Verbindungen erneut exportiert. Phosphor rezirkuliert. Bietet man Phosphat
gleichzeitig iiber die Keimblitter und iiber die Wurzel, sind die Fliisse in beiden Leitbahnen im
Vergleich zur FEinzelinkubation erniedrigt (Abschnitt 3.4.5). Phosphat bleibt vermehrt in den
Keimblittern zuriick. Eine zusétzliche Phosphorakkumulation konnte jedoch nicht gefunden
werden. Es scheint bei guter Versorgung der Keimblétter und einem steten Eintrag in den
Keimblattapoplasten zu einer feedback-Regulation auf die Aufnahme iiber die Keimblétter, den
Phloemexport und die Freisetzung aus EinschluSkérpern (s.0.) zu kommen. Eine andere Erkldrung
kann sein, daB die Phosphatanreicherung im Apoplasten rund um das Phloem auf die
Saccharosebeladung und somit auf den Massenflull zuriickwirkt (s.0.). Der Volumenflufl im

Phloem ist tatsdchlich reduziert.

Sowohl die Phosphataufnahme durch die Wurzel als auch die Abgabe ans Xylem stellen
weitere mogliche Kontrollpunkte fiir den Phosphorhaushalt dar. Es handelt sich dabei um zwei
unabhéngig voneinander arbeitende Vorgénge. Bei Phosphatmangel und sicherlich auch bei
Uberangebot werden jedoch beide Prozesse beeinflut. Eine Mutation, die die Xylembeladung
betrifft, kann durch ein erhohtes Phosphatangebot an der Wurzel {iberwunden werden (Poirier et
al., 1991). Es kommt zu einem passiven leakage von Phosphat ins Xylem. Ein hoher
Phosphateintrag in den Wurzelapoplasten scheint die Xylembeladung aber zu reduzieren
(Abschnitt 3.4.5), d.h. er muB3 auf die Aufnahme zuriickkoppeln. So konnen wiederum hohe
Konzentrationen im Apoplasten der Blétter, als Zielorgane des Transpirationsstroms, vermieden

werden.

4.4.6 Phosphat-Homoostase in den Keimblittern

Die Nahrstoffkonzentration in den einzelnen Kompartimenten der verschiedenen
Pflanzenorgane, wie z.B. die des Blattes, ist keine zufillige Groe sondern unterliegt einer strengen
Regulation. Schon friih erkannte man, daB3 unter Phosphatmangel P; aus den &lteren Bléttern
mobilisiert und zu den jlingeren Bléttern transportiert wird (Biddulph et al., 1958). Mittlerweile
konzentriert man sich immer mehr auf die Vorgidnge innerhalb eines Organs und auf die
subzelluldiren Kompartimente (Mimura, 1995; Mimura et al., 1996). Messungen der
Phosphatkonzentration in isolierten Protoplasten und Vakuolen zeigten, da3 die cytoplasmatische
Konzentration konstant und unabhéngig vom Substratangebot ist. Der Pool in der Vakuole nimmt
unter moderaten Mangelzustinden zugunsten der cytoplasmatischen Konzentration ab (Lee und
Ratcliff, 1993; Mimura et al, 1996). Wurden verschiedene Phosphatkonzentrationen iiber den
Transpirationsstrom gefiittert, blieb die apoplastischen Konzentration der untersuchten
Gerstenblatter unveridndert. Folgte auf einen Phosphatpuls (10 mM) ein chase (Wasser), oszillierte
die apoplastische Konzentration um ein konstantes Niveau. Diese Ergebnisse lassen auf eine
apoplastische Phosphat-Homoostase schlieBen (Mimura et al., 1990, 1992). Die apoplastische

Konzentration scheint {iber die Aufnahmeaktivitit der Zellen reguliert.

Es gibt aber auch eine symplastische Phosphat-Homoostase, die wiederum durch

Transport iiber den Tonoplasten gesteuert wird. Die Speicherung in der Vakuole wirkt bis auf die
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apoplastische Konzentration zurlick. Bei ldngeranhaltendem Phosphatmangel wird die
cytoplasmatische Konzentration konstant gehalten, die Vakuole verarmt und die apoplastische
Konzentration nimmt parallel zur Gesamtkonzentration ab. Somit erkennt man erst bei Betrachtung
von Langzeitprozessen, dal der cytoplasmatische Phosphatlevel hochreguliert und wichtiger ist als
der Level des extrazelluliren Raums. Dies trifft bei Gerste (Mimura et al., 1996) erst auf ein
Blattalter von mehr als 8 Tagen =zu. Interessanterweise liegt die apoplastische
Phosphatkonzentration in dieser Untersuchung zwischen 0,1 und 1 mM. Sie ist mit der fiir den
Keimling vermuteten Konzentration von 2 mM vergleichbar. Unter den oben genannten
Gesichtspunkten sind auch die an den dlteren Keimblittern bzw. bei Néhrstoffentzug beobachteten
Verhéltnisse nicht erstaunlich. Die Pflanzen sind bemiiht, auch unter Phosphormangel die
cytoplasmatische Phosphatkonzentration konstant zu halten, wéhrend der apoplastischer Speicher
leerldiuft (Abschnitt 3.4.8).

4.5 Sulfat als Hauptkomponente des Schwefelferntransports

4.5.1 Schwefelverteilung in den Keimblittern und Sulfataufnahme aus dem
apoplastischen Raum

Schwefel ist vergleichsweise gleichmiBig in den Zellen der Keimblittern verteilt, der
relative apoplastische Gehalt (gewonnen durch Vergleich mit Standards definierter Konzentration)
unerwartet hoch (Abb. 3.5.1). Dies 1dBt, wie schon fiir Kalium und Phosphor vermutet, nur den
Schlufl zu, dal Schwefel fest an eine Vielzahl von extrazelluldren Strukturen gebunden ist. Die
Sulfataufnahme aus dem apoplastischen Raum in die Keimblatter ist frithzeitig geséttigt (Abschnitt
3.5.2.4), einen Nettoverlust von Schwefel aus den Keimblittern findet man nur bei erniedrigter
externer Konzentration (Abb. 3.5.2). D.h. die Aufnahme ist effektiv auf den Bedarf des
wachsenden Keimlings abgestimmt, toxische Wirkungen eines iiberméBigen Sulfatangebotes
konnen somit vermieden werden. Dies steht im Einklang mit anderen Studien (Renosto et al.,
1993). Das Verhéltnis Schwefel zu Sulfat schiebt sich aber mit ansteigender externer
Sulfatkonzentration in Richtung Sulfat, folglich besitzen die Keimblétter nicht die Féhigkeit

groBBere Mengen an Sulfat zu assimilieren.

Anders verhilt es sich mit dem Phloemtransport. Hier ist zu erkennen, dall der Export
zwischen der mittleren und hohen apoplastischen Konzentration noch merklich ansteigt (Abb. 4.5).
Die Phloembeladung erfolgt nach Zhong et al. (1998) auf apoplastischem Wege. Der/die Carrier
am Mesophyll arbeiten mit einer zu denen am Phloem unterschiedlichen Rate. Der Efflux
entspricht etwa einem Sechstel der Aufnahme. Er ist somit im Vergleich zu den anderen Elementen
hoch und vermutlich ein aktiver ProzeB. Die dafiir verantwortlichen Transporter wurden bislang
noch nicht in Pflanzen identifiziert, ihr Vorkommen ist jedoch wenig umstritten (Smith et al.,
2000). Wie erwéhnt, scheinen fir die Aufnahme in die Zellen der Keimblitter und die
Phloembeladung aus dem Apoplasten verschiedene Mechanismen und Transporter verantwortlich

zu sein. Physiologische Studien an anderen Pflanzenarten haben ergeben, daf fiir den
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Sulfattransport (Kurz- und Langstreckentransport) unterschiedliche Systeme mit verschiedenen
Affinitdten zur Verfiigung stehen (Lass und Ullrich-Eberius, 1984; Kreuzwieser et al., 1996). Thr
Auftreten ist zellspezifisch (Clarkson ef al., 1993; Takahashi et al., 2000).

Phloem Xylem Phloem Xylem

0,33 ‘ 0,22 0,451 ‘ 0,31
W ==

0,08 0,09

Apoplast

Symplast
36 mM

0,04
Apoplast
Symplast
18 mM

Apoplast

Symplast
31 mM

Medium
2 mM Sulfat 0.24 5 mM Sulfat 0.45 15mMSulfst (50

Abb. 4.5 Steady state-Fliisse des Sulfats in den Keimblittern von sechs Tage alten Ricinuskeimlingen in
Abhingigkeit von der externen, apoplastischen Konzentration. Es sind die Fliisse [uMol x h”' x Keimling ']
zwischen dem Blattapoplasten, dem Blattgewebe, dem Phloem und dem Xylem angegeben. Sie sind jeweils
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die steady state-Konzentrationen [mM] sind angegeben.

4.5.2 Sulfatferntransport — Zirkulation zwischen Phloem und Xylem

Bonas et al. (1982) konnten zeigen, daf3 griine Zellen (sicherlich auch schon Keimlinge)
die Fahigkeit besitzen, mehr Sulfat zu reduzieren, als sie flir ihren eigenen Verbrauch nutzen. Sie
gehen davon aus, daB das Uberangebot in reduziertes Glutathion eingebaut wird. Tatsichlich fiihrt
eine Erhohung des Sulfatangebotes im Apoplasten zu einem Anstieg des Exportes von organischen
Schwefelverbindungen (Tab. 3.5.1). Aus der Bilanzierung in Abb. 4.5 ist ersichtlich, da3 auch der
Abtransport von anorganischem Sulfat aus den Keimblittern ansteigt. Zusitzlich ist der
Xylemtransport von Sulfat durch die externe, apoplastischen Sulfatkonzentration beeinfluBBbar. Der
Import in die sink-Organe betrug in allen Fillen ungefdhr 70 % des Exportes, d.h. nur etwa 30 %

wurden dort verbraucht oder gespeichert.

Bei adulten Pflanzen wird eine Schwefelzirkulation gefordert, da die Sulfataufnahme
iiber die Wurzel die Assimilation jedoch hauptsichlich in den Bléttern erfolgt. Sulfat wird aktiv ins
Xylem beladen und bis in die Blétter transportiert (Takahashi ez al., 2000). Dort kann es aus dem
Apoplasten in die Zellen aufgenommen, iiber die Membranen der Chloroplasten transportiert und

assimiliert werden. Die Versorgung der anderen Teile der Pflanze erfolgt in Form von organischen
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Schwefelverbindungen, v.a. reduziertes Glutathion aber auch Methionin und Cystein (Herschbach
und Rennenberg, 1994), die zuriick in die Wurzel transportiert werden. Somit ist der Kreis
geschlossen. In Weizen zirkulieren zwischen 12-33 % des Schwefels (Larson ef al., 1991). Auch
Schupp ef al. (1991) und Sunarpi und Anderson (1996) gehen von einer regen Schwefelzirkulation
aus. Im Keimling beginnt und endet dieser Kreis in den Keimblattern und speziell im Apoplasten.
Es zirkulieren groBe Mengen an anorganischem Schwefel, weniger organische
Schwefelverbindungen (Abschnitt 3.5.2.1, Tab. 3.5.1). Der Keimling scheint nicht die Moglichkeit
zu besitzen, diese groBe Mengen an Sulfat gleichzeitig umzusetzen. Der Export aus den Blittern
16st aber nur lokal das Problem des Uberangebotes fiir die Pflanze (Sulfattoxizitit in den Zellen;
Salzakkumulation im Apoplasten). Eine Abgabe in die Umwelt stellt eine wesentlich bessere
Moglichkeit der Schwefelentgiftung dar, wobei eine Abgabe an die Atmosphére einer Abgabe an
die Rhizosphire vorzuziehen ist (Rennenberg, 1984). Tatséchlich konnte auch in den inkubierten

Keimlingen kein Efflux iiber die Wurzel nachgewiesen werden (Abschnitt 3.5.6).

4.5.3 Sulfattransport nach Angebot iiber die Wurzel

Bietet man Sulfat liber die Wurzel an, kommt es im Vergleich zur Situation ohne
zusitzliches Sulfat zu einer Erhdhung des Sulfattransport im Xylem (Abschnitt 3.5.3). Der
Riicktransport iiber das Phloem ist jedoch gering. Interessanterweise akkumulieren die Keimblatter
Sulfat verlieren aber netto an Schwefel, ihre Féhigkeit zur Sulfatreduktion scheint, wie bereits
erwdhnt, nicht stark ausgepragt (Abschnitt 4.5.4). Um die Frage nach dem Ort der
Sulfatassimilation zu beantworten, sollte der Transport von organischen S-Verbindungen im
Xylem verfolgt und die Aktivitdt einiger fiir die Sulfatassimilation zustdndiger Enzyme

ortsspezifisch quantifiziert werden.

Phylogenetische Studien, basierend auf Sequenzanalysen, gehen sogar von vier Gruppen
von Transportern mit unterschiedlicher Funktionalitit und Gewebespezifitit aus (Ubersicht in
Takahashi et al., 2000). In der Wurzel wird z.B. Sultrl;1 ausschlieBlich in der Wurzelspitze und
den duBeren Schichten expremiert, d.h. in den Zellen, die Kontakt mit Bodensulfat haben. Die
Expression der hochaffinen Transporter der Gruppe 1 kann entweder durch Sulfat oder durch
einige organische Schwefelverbindungen reguliert werden (feedback-Regulation). Sultr2;1 und
Sultr2;2, als Vertreter der Gruppe 2, sind fiir den Ferntransport aus der Wurzel in die Blatter
zustdndig. Sie sind beide fiir die Xylembeladung verantwortlich und in den Wénden der
Xylemparenchymzellen lokalisiert. Die Transporter der Gruppe 3 findet man ausschlieBlich in
Blattern und die der Gruppe 4 werden in Chloroplasten exprimiert. Sulfat kann aber auch v.a. beim

Transport in die Chloroplasten Phosphat-Transporter nutzen (Rennenberg, 1984).

4.5.4 Keimblitter oder Wurzel als Ort der Sulfatreduktion

Obwohl Schwefel auch in geringen Mengen direkt als Sulfat in den Stoffwechsel
einflieBen kann, ist die Reduktion zum Aufbau von schwefelhaltigen Verbindungen notwendig. Es
handelt sich dabei v.a. um die Aminoséuren bzw. Peptide Glutathion, Methionin und Cystein.

Schobert und Komor (1989) gehen davon aus, dal man im apoplastischen Raum zwischen
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Keimbléttern und Endosperm kein Cystein und auch kein Methionin findet (Tab. 2 Anhang;
Glutathion wurde nicht untersucht). Im Phloem des sechs Tage alten Keimlings wird Schwefel zu
50 % und mehr in organischer Form transportiert (Komor et al., 1996; Tab. 3.5.1), ein Umbau in
den Keimblittern ist wahrscheinlich. Es konnte gezeigt werden, daB3 die Sulfatreduktion ein
lichtabhéngiger Prozef} ist. Die Reduktion und der Einbau in Kohlenstoffskelette findet in den
Chloroplasten statt (Milfin und Lea, 1977), sie kann aber auch ohne Belichtung in der Wurzel
erfolgen (Brunold und Suter, 1989). Da die Keimlinge noch nicht photosynthetisch aktiv sind,
besitzen sie auch keine voll entwickelten Chloroplasten, folglich ist von einer Sulfatassimilation in
der Wurzel auszugehen. Schon frith fand man, da3 auch Wurzeln und im Dunkeln gewachsene
Zellkulturen fahig sind, Sulfat zu reduzieren (Pate, 1965; Smith, 1975). Dafiir spricht auch der
geringe Sulfatmassenflufl im Xylem nach Angebot tiber die Wurzel (Abschnitt 3.5.3). Um die oben
erwdhnten Verhéltnisse des Phloemtransports zu erreichen, ist eine zusitzliche Versorgung mit
organischen Schwefelverbindungen entweder durch die Synthesetétigkeit in den Keimbléttern, z.B.
in den Proplastiden, oder iiber das Endosperm wahrscheinlich. Durch EDX-Messungen (Abb.
3.5.1) konnte kein S in den Plastiden gefunden werden, das Ausmall der Sulfatassimilation in den
Keimbléttern ist vernachlédssigbar. Dies 146t im Gegensatz zu Schobert und Komor (1989) auf eine

Versorgung iiber das Endosperm schlieBen (s.o0.).

4.6 Stoffliche Zusammensetzung des Blattapoplasten — Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB es eine Vielzahl von Grdfen
innerhalb der Pflanze durch die stoffliche Zusammensetzung der Apoplastenlésung beeinfluflt sind,
der Schwerpunkt der Betrachtung lag dabei die Wechselwirkung der apoplastischen
Substratkonzentration mit dem Ferntransport iiber Phloem und Xylem. Abb. 4.6 zeigt weitere
Flisse durch den Keimblattapoplasten. Die stoffliche Zusammensetzung des Blattapoplasten ist
folglich nicht nur von der Stoffkonzentration im apoplastischen Raum zwischen Endosperm und

Keimbléttern bzw. der kiinstlichen Apoplastenldsung (Medium) abhéngig sondern u.a. auch von:

o der Diffusionsgeschwindigkeit der Stoffe in die und in den Keimbléttern,
e der Aufnahmeaktivitdt der Parenchymzellen (2)

e Anteil der Diffusion in den Apoplasten (1)

e Metabolisierungs-, Mobilisierungsaktivitét (3) der Parenchymzellen,

o der Carrierausstattung der Zellen,

e der Stoffkonzentration in den verschiedenen Zelltypen der Keimblitter,
e der Stoffabgabe aus den Parenchymzellen (4),

e der Exportrate {iber das Phloem (5),

e dem Eintrag itiber das Xylem (6),

e  Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Stoffen und Prozessen.
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Phloem Xylem

Medium 1

Abb. 4.6 Fliisse durch die Keimblitter des Ricnuskeimlings ausgehend vom apoplastischen Raum zwischen
den Keimblittern und dem Endosperm, das durch ein Medium (kiinstliche Apoplastenldsung) ersetzt wurde.
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4.7 Anhang

Tab. 1 Durch Wuchsanalyse ermittelte Phloemflufiraten fiir verschiedene Elemente, bestimmt aufgrund des

tatsdchlichen Zuwachses der sink-Gewebe (nach Zhong, 1994).

. . . Konzentration el‘fOI‘derliChe
Element | Finbau in sink-Gewebe Transportform . PhloemfluBrate
pMol x h™ x Keimling im Exsudat [mM] 1 S
pl x h™ x Keimling
Saccharose 300
C 67 Aminosduren 150 15
N 4 Aminosduren 150 21
SO~ 2,5
S 0,15 organisches S 2,1 33
PO,> 3,5
P 0,22 organisches P 5,9 23
Mg 0,16 Mg?** 55 29
K 0,34 K" 20 17

Tab. 2 Aminosdurenkonzentration in den am Transport beteiligten Geweben des sieben Tage alten
Ricinuskeimlings (mM bezogen auf den Wassergehalt) (nach Schobert, 1988).

Apoplast zwischen
Aminosduren Endosperm Endosperm und Kotyledon Phloemexsudat Hypokotyl
Kotyledon
neutral 15,6 14,1 29,4 119,3 83,2
gln 1,3 2,7 16,5 49,9 46,9
val 2,0 1,6 6,7 16,1 9,0
ile 1,4 1,3 3,7 10,6 6,3
ser 1,9 0,8 4,5 8,8 34
thr 1,3 1,3 3,6 8,2 2,5
leu 1,6 0,7 2,2 6,1 1,4
GABA 0,2 2,2 4,6 5,8 5,6
phe 1,2 0,7 2,5 5,5 1,6
asp 0,4 0,3 2,0 4,9 2,4
ala 2,8 2,1 1,9 1,1 2,7
gly 1,0 0,4 0,8 0,7 0,7
tyr 0,2 0,0 0,4 0,7 0,2
cys 0,1 0,0 0,0 0,5 0,0
met 0,2 0,0 0,0 0,4 0,5
sauer 3,6 1,0 14,1 5,9 19,6
glu 2,9 0,5 11,5 5,0 16,3
asp 0,7 0,5 2,6 0,9 33
basisch 4,2 34 27,6 32,4 20,6
lys 0,5 1,7 2,6 13,6 24
arg 2,5 1,0 20,0 11,1 14,7
his 1,0 0,5 3,6 5,7 3,0




5 Zusammenfassung

Die stoffliche Zusammensetzung der Apoplastenldsung ist keine unabhéngige GrofBe,
sondern Ausgangspunkt und Ergebnis mehrerer in gegensétzliche Richtungen verlaufende Fliisse.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Nahrstofffliisse zwischen Blattapoplast, Blattgewebe,
Phloem und Xylem nach Equilibrierung mit einer definierten apoplastischen Substratkonzentration
zu messen und zu bilanzieren. Von Interesse waren die Elemente und lonen Kohlenstoff
(Saccharose), Stickstoff (Glutamin), Kalium, Phosphat und Sulfat. Als Versuchsobjekt diente der

sechs Tage alte Keimling von Ricinus communis L..

Externe Saccharose wird in die Keimblétter aufgenommen und auf apoplastischem Wege
ins Phloem beladen, wobei beide Prozesse bereits unter in vivo-Bedingungen maximal sind.
Unabhingig vom apoplastischen Angebot werden 70 % der aufgenommenen Saccharose in die
sink-Organe exportiert, 30 % bleiben in den Keimblittern (und dem apikalen Hypokotyl) zuriick.
Es kommt zu keiner Zirkulation von Saccharose iiber Phloem und Xylem. Die in den sink
importierte Saccharose wird anndhernd quantitativ verbraucht oder gespeichert. Auch der
Xylemtransport der Hexosen Glukose und Fruktose erfolgt relativ unabhingig vom apoplastischen
Angebot und spielt zu keiner Zeit eine entscheidende Rolle fiir die Erndhrung der Pflanze. Externes
Glutamin wird aktiv sowohl in den Keimblittern als auch im Phloem aufgenommen, jedoch mit
unterschiedlichen Raten. Der Akkumulationsfaktor zwischen Exsudat und Medium zeigt, dal3 v.a.
bei niedriger apoplastischer Konzentration der FluB bevorzugt in den Ferntransport liuft. Es
scheint, dall der/die Glutamincarrier am Phloem wesentlich aktiver sind als der/die Carrier am
Mesophyll. Nur unter moderaten Mangelbedingungen fliet Glutamin in den Stoffwechsel der sink-
Organe ein, ansonsten kommt es zu einer 1:1-Zirkulation {iber Phloem und Xylem. Nitrat wird
bereits in der Wurzel groBtenteils reduziert und nach Import in die Keimblatter erneut, vermutlich

nach Aufnahme in spezielle Transfer-Zellen, {iber das Phloem exportiert.

Kalium-Ionen haben einen entscheidenden Einflu auf die Saccharosebeladung ins
Phloem und den Volumenflu3 dort. Sie scheinen sowohl aus dem Apoplasten als auch aus den
Zellen der Keimblétter ins Phloem beladen zu werden, wobei die maximale Rate nicht sehr hoch ist
(maximal 0,55 uMol x h"' x Keimling"). Bei Uberangebot aus dem Xylem akkumuliert Kalium
folglich in den Keimblittern. Die iiber das Phloem exportierten Kalium-lonen werden kaum im
sink festgelegt sondern zirkulieren (bis zu 80 %). Das Verhéltnis Phosphat zu Phosphor insgesamt
betrdgt in den Keimblittern mit Endosperm 0,6, gleiches findet man im Siebrohrenexsudat wieder.
Nach Transfer in phosphathaltiges Medium ist anteilig mehr Phosphat in den Keimblittern
vorhanden, zusétzlich wird nun mengenméfig mehr Phosphor iiber das Phloem exportiert. Nur ein
Uberangebot an externem, apoplastischem Phosphat verhindert einen Netto-Verlust von organisch-
gebundenem Phosphor aus den Keimblittern. Eine Zirkulation von Phosphat zwischen Phloem und
Xylem konnte zwar gefunden werden, jedoch ist sie in ihrem Ausmal3 gering. Nach Angebot von
Phosphat iiber die Wurzel kommt es zu einer konzentrationsabhidngigen Erhoéhung der
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Phosphatfliisse im Xylem, aber zu keiner Phosphorakkumulation in den Keimbléttern. Erfolgt die
Phosphorzufuhr gleichzeitig iiber den Keimblattapoplasten und iiber die Wurzel sind die
Massenfliisse in den Leitbahnen im Vergleich zu den Einzelinkubationen reduziert. Der
Phosphattransport im Keimling wird somit hauptsichlich durch das Phosphatangebot an der
Wurzel und den Phosphateintrag in die Wurzel (iiber das Phloem) bestimmt. Die Sulfataufnahme in
die Keimblétter ist schon bei relativ geringen apoplastischen Konzentrationen maximal, anders
verhélt es sich mit der Phloembeladung. Dies 146t den Schluf3 zu, daB3 sich der/die Carrier an den
Parenchymzellen (Mesophyll) in ihren Raten unterscheiden. 70 % der iiber das Phloem
exportierten Sulfat-Ionen zirkulieren zwischen Phloem und Xylem. Die Sulfat-Assimilation scheint
gleichzeitig in den Keimblattern und der Wurzel zu erfolgen. Dafiir spricht auch die Feststellung,
daB nach Angebot iiber die Wurzel der XylemfluB3 und der Phloemflu3 deutlich reduziert sind.

Glutamin, Phosphat, Sulfat und Kalium-Ionen treten in weit hoheren Konzentrationen in
den Keimblittern auf als sie im Siebrohrenexsudat nachweisbar sind. Neben der apoplastischen
scheint auch eine symplastische Phloembeladung dieser Substrate moglich. Um Hinweise iiber den
Beladungsweg des Phloems zu gewinnen, wurde die Versorgung des Keimlings mit Substraten aus
dem apoplastischen Raum zwischen dem Endosperm und der Unterseite der Keimblittern
unterbrochen. Bleibt die Nachlieferung aus dem apoplastischen Raum und iiber die Wurzel aus,
kommt es bei Kalium, Phosphat und Sulfat spitestens nach drei Tagen, trotz betrachtlicher
intrazelluldrer Gehalte, zum Erliegen der Netto-Translokation aus den Keimbléttern. Dies 148t auf
eine rein apoplastische Beladung des Phloems schlieBen. Stickstoffverbindungen werden weiterhin
aus den Zellen des Phloems bzw. den Geweben entlang des Transportweges ins Phloem entlassen
(symplastisch). Die Netto-Translokation aus den Keimblittern kommt auch nach lingerem N-
Mangel nicht zum Erliegen. Ob der Grund fiir diese duale Verhalten der Substrate bei der
Beeinflussung der apoplastische beladenden Carrier oder bei der massiven Verdnderung des

Turgors (Massenflull im Phloem) zu suchen ist, bleibt noch unklar.

Allgemein wird durch diese Untersuchungen deutlich, welche z.T. katastrophale
Auswirkungen bestimmte apoplastische Bedingungen auf die Prozesse in einer Pflanze haben
konnen (untersucht am Beispiel eines source-Organes, dem Keimblatt). Dabei handelt es sich nicht
nur um ein lokales Phinomen, es ist auch der Ferntransport und somit alle Teile des Kormus
betroffen. Zusammenfassend kann gesagt werden, da3 der Apoplast, obwohl es sich um ein totes
Gewebe handelt, einen entscheidenden Beitrag an den Transportprozessen innerhalb der Blatter

aber auch der Wurzel hat.



6 Summary

The nutrient concentration in the leaf is regulated by several interdependent fluxes. The
aim of this work was to measure and to balance nutrient fluxes between leaf apoplast, leaf tissue,
phloem and xylem after equilibrating a defined substrate concentration in the apoplast. Fluxes of
the following major nutrients were analysed in 6 day old seedlings of Ricinus communis L.: carbon

(sucrose), nitrogen (glutamine), potassium (ion), phosphorus (phosphate) and sulfur (sulfate).

External sucrose is taken up into the cotyledons and loaded into the phloem from the
apoplast. Both processes are saturated under in vivo conditions. Independent of the concentration in
the apoplast, 30 % of the external sucrose remains in the cotyledons and the apical hypocotyl, 70 %
are translocated into the sink. There is no recirculation of sucrose from the sink back to the
cotyledons via xylem. The exported sucrose is almost completely utilized in the sink.
Concentration of hexoses (glucose and fructose) in the xylem does not dependent on the apoplastic
sucrose concentration and the transported amounts are negligible for plant nutrition. Glutamine in
the apoplast is taken up into the cotyledons and loaded into the phloem. At low concentration
export via the phloem is favoured. It appears that the phloem glutamine uptake-mechanism(s)
operate with higher affinity than the mechanism(s) responsible for uptake into the mesophyll. In
this situation which may represent nitrogen deficiency, glutamine is used in the sink organs. At
higher glutamine concentration, glutamine exported via the phloem is completely recirculated via
the xylem. The major part of nitrate added to the root is presumably-reduced there and imported
into the cotyledons from the root via the xylem is and leads to an increased glutamine export in the

phloem.

Potassium ions have a major effect on sucrose loading and volume flow within the
phloem. Potassium ions transported in the phloem are taken up from the apoplast or are loaded
from the symplast. The maximum phloem export capacity is low. After export out of the
cotyledons potassium is hardly utilized in the sink but circulates back (up to 80 %). An additional
supply to the root caused increased xylem flux and led to an accumulation of potassium within the
cotyledons. Under in vivo-conditions the ratio phosphate to total phosphorus is the same in the
endosperm, cotyledons and in the sieve tube-sap (about 0.6). Equilibrating the apoplast with
different concentrations of phosphate led to an increase of this ratio. Only at high phosphate
concentration in the apoplast the net loss of phosphate out of the cotyledons was prevented.
Phosphate exported in the phloem was recirculated in the xylem but to a minor extend. Phosphate
offered to the root led to an increase of the mass flow within the xylem but not to an accumulation
of phosphate within the cotyledons. An simultaneous incubation of phosphate via the cotyledons
and via the root decrease the mass flow within the phloem and also the mass flow within the
xylem. This was considered as a hind for a predominant metabolic control based on the phosphate
status of the roots affecting the uptake of external phosphate and the import via the phloem. Sulfate
uptake into the cotyledons was saturated at low apoplastic concentration. However, the capacity for
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sulfate loading into the phloem was higher. It appears that the phloem sulfate uptake-mechanism(s)
operate with higher affinity than the mechanism(s) responsible for uptake into the mesophyll. 70 %
of the phloem exported sulfate ions circulate via phloem and xylem. Sulfate assimilation occurred
within the cotyledons but also within the root tissue. The reduction of the mass flows (phloem and

xylem) after equilibration via the roots leads to the same conclusion.

Glutamine, phosphate, sulfate and potassium ions are found in higher concentrations
within the cotyledons than in the sieve tube-exudate. A completely symplastic phloem loading
pathway can be considered. To get more information about the involved pathway for phloem
loading (apoplastic or symplastic), the supply of these nutrients from the endosperm was
interupted. Within a period of 3 days, net translocation of potassium, phosphorus and sulfur out of
the cotyledons stopped though abundant amounts of these substrate were still present in the
cotyledons. The explanation is a predominant loading via the apoplast. Nitrogen containing
substrates behaved in a different manner. Removal of endosperm supply did not prevent phloem

export out of the source into sink.

In conclusion, the control of apoplastic nutrient concentration plays an important role for
nutrient allocation between the leaf tissue and the root. The apoplastic substrate concentration in
the leaf not only controls nutrient fluxes within the leaf but impacts all parts of the plant via fluxes

through the phloem and the xylem.
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