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Abstract

The adverse effects of aluminium (Al) on growth of plants is primary caused by inhibition of
root elongation. The mechanism of Al-induced inhibition of root growth is still not fully
understood. In the presented study, it was investigated if the compaosition of the cell wall can
modulate Al-toxicity and if Al can alter the activity of enzymes which are involved in the
modification of cell walls. Three plant species which are similarly sensitive to Al were used:
potato, broad bean and maize. These species have different composition of their cell wall;
maize contains only low amounts of pectin, while broad bean has higher pectin contents.
Transgenic lines of potato differing in grade of expression of pectinmethyl esterase (PME)

were used to determine the effect of DM (degree of methylation) of pectins on Al-toxicity.

It is still unclear if Al-toxicity is generated from the apoplastic or symplastic site. Therefore,
the distribution of Al in root tips of maize and broad bean was investigate via LAMMA (laser

microprobe mass analysis).

The radial mobility of Al was lower in broad bean than in maize. In root tips of maize Al
reached the stele within one hour. In broad bean Al was confined to rhizodermis and outer
cortex cell, which implies a stronger binding of Al in the cell wall of the latter plant. After 3 h
symplastic Al could be detected in both plant species, although in much lower concentrations
than in the apoplast. The total contents of Al in roots of broad bean was higher than in maize.
The different distribution and contents of Al in the roots of these species was not reflected in
their sensitivity to Al since both are approximately similar sensitive. The role of the cell wall
for Al-toxicity in the comparison of both plant species was most probably overlaid by different

expression of resistance mechanisms e.g. release of complexors (organic anions, mucilage).

Pectins are possible binding sites for Al in the apoplast. The pectin content was higher in
broad bean than in maize which was reflected in the higher Al-contents of root tips of broad
bean. Pectin is not evenly distributed along the root but showed a gradient in both plant
species with its maximum in the very tip of the root (0-1 mm). There was a positive
correlation between the pectin and the Al-contents of individual root segments within one

plant species as well as when both species were combined.

The pectin content of cell suspension cultures was lowered by short-term treatment with
pectolytic enzymes or enriched by long-term adaptation to NaCl and 2,6-dichlorbenzonitrile
(DCB). There was a close positive correlation of pectin content and Al-content of the different

cell cultures.



PME is an enzyme which cleaves the methylester from pectin, thus releasing methanol and
creating a free carboxylic group in the pectin. In this manner PME is regulating the degree of
methylation of the pectins. In transgenic lines of potato differing in expression of PME Al-
sensitivity was higher in lines overexpressing PME than in the wild type, antisense inhibition
of PME resulted in a slight decrease of Al-sensitivity. The degree of methylation of pectin in
differently adapted cell cultures showed a negative correlation to the Al-contents of these
cells. An exception are the cells which were short-term treated with pectolyase. It could be
clarified that not the degree of methylation per se, but the content of unmethylated pectin

was important for the binding of Al.

Increasing Al-contents in root tips resulted in higher lesions by Al in all investigated plant
species and differently adapted cell cultures. For the determination of Al-toxicity both

inhibition of root elongation and callose induction was used.

Al-induced callose formation is a sensitive parameter of Al-injury, but it is not suitable to
compare the Al-sensitivity of different plant species or tissues. Therefore, this parameter was
modified to take the differences in species and tissue into account, while it remains easily
determined as it is necessary for a parameter used in screening. In the modified version Al-
induced callose was set into relation to digitonin-induced callose formation (relative callose
formation). When combining the data of different genotypes of potato, broad bean and maize
there was a positive correlation between the inhibition of root growth and relative callose

induction after Al-treatment.

The treatment of plants with Al resulted in changes in enzyme activity. Al resulted in higher
PME-activity within 2 h especially in root tips (0-1 cm) of Al-sensitive potato genotypes. The
increased PME-activity resulted in reduction of degree of methylation, thus higher Al-

contents of the root tips.

The activity of peroxidase was increased after 2 h of Al treatment especially in root tips (0-1
cm). In sensitive genotypes the activity of peroxidase of younger root segments (0-1 and 1-2
cm) reached the level of the older regions (3-6 cm). In cell cultures of maize the increase of
peroxidase activity was accompanied by a decrease of extractable phenols, which might

indicate oxidative crosslinking of the phenols in the cell wall.

The activity of apoplastic acid phosphatase was reduced by Al as well as the exsudation of

the enzyme.

The exsudation of proteins and pectins was inhibited by Al. The transport of PTS (1-
hydroxypyren-3,6,8-trisulfonic acid), a fluorescent dye which is used to mark apoplastic
transport, was reduced by Al and the dye accumulated in the root tips. This indicates that Al

inhibits the mobility and exsudation of molecules in the apoplast by altering its mobility.



In closing, it can be summarised that binding of Al in the apoplast does not result in
detoxification of Al but is a step in perception of Al-toxicity. The binding of Al is determined by
the content of unmethylated pectin and results in physical alterations of the cell wall
(porosity). Al is altering the activity of enzymes which take part in modification of the cell wall
and regulation of growth processes. Thus, Al-toxicity can at least in parts be explained by

effects in the apoplast.
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1 Einleitung

Die Toxizitat von Aluminium (Al) ist einer der wichtigsten Faktoren, der sowohl die Verteilung
von Pflanzenarten und Okotypen als auch das Wachstum und den Ertrag von landwirtschaft-
lichen Kulturpflanzen auf sauren Mineralbéden beeinfluRt (Kinzel, 1983; von Uexkill und
Mutert, 1995). Al hemmt das Wurzellangenwachstum und aufgrund des reduzierten Wurzel-
systems kénnen Wasser und Nahrstoffe weniger effektivaufgenommen werden. Dieses fihrt
oft auch zu Phosphat- und Calciummangelsymptomen am Sprof3, und es kommt zu einem
schlechteren Wachstum der Gesamtpflanze (Taylor, 1988). Besonders die humiden Tropen
sind von diesem Problem betroffen, da deren Bdden infolge der raschen Verwitterung stark
entbast sind und sich sowohl Al-Verbindungen als auch Eisenoxide angereichert haben
(Osmond et al., 1980). Dieses natlrliche Phdnomen kann durch Einflisse des Menschen wie
z.B. unsachgeméfRe Dingung und saure Deposition noch verstarkt werden (Haug, 1984;
Hem, 1986).

Die Konzentration von Al-lonen in der Bodenlésung und das Verhaltnis der mdglichen Aqua-
Hydroxy-Komplexe von Al hangen vor allem vom pH-Wert des Bodens ab (Jabuke und
Jeschkeit, 1987; Kinraide, 1997). Das reduzierte Wurzelwachstum wird durch phytotoxische
Al-Formen verursacht, die entstehen, wenn der pH-Wert der Bodenldsung unter 5,5 fallt (Foy
et al., 1978). Die monomeren Al-Formen Al**, AIOH*" und AI(OH)," (Alva et al., 1986; Noble
et al., 1988) und das polymere Al1l3 (Wagatsuma und Kaneko, 1987; Parker et al., 1988)
werden hierbei als besonders toxisch eingestuft. Im allgemeinen treten Al-Toxizitats-
symptome bei den meisten Kulturpflanzen ab einer Konzentration von 50 ppm geléstem Al
auf (Beaudet, 1984). Die Tatsache, daf’ ca. 30%, fast 4000 Millionen ha, der eisfreien Land-
flache einen Boden-pH unterhalb von 5,5 aufweisen, unterstreicht, wie gro3 die Bedeutung
von Al-Toxizitat fur die landwirtschaftliche Produktion und die Ernahrung der Bevélkerung ist
(von Uexkill und Mutert, 1995).

Kalkung stellt ein Mittel dar, den pH-Wert des Bodens zu erhéhen und auf diese Weise Al-
Toxizitat zu vermindern (Dowswell et al., 1996), aulRerdem wird auch die Aufnahme von
Nitrat, Phosphat und Kalium geférdert. Dennoch ist Kalkung nicht immer ein probates Mittel,
denn durch Kalkung wird nur der pH-Wert im Oberboden erhdht, so dafd Al in toxischer Form
im Unterboden verbleibt und weiterhin zur Hemmung des Wachstums fihrt (Foy et al., 1978).
DarlUber hinaus ist Kalk, sowie andere Dinger fur Landwirte in armen, strukturschwachen
Gebieten aus 6konomischen oder logistischen Griinden nicht verfigbar (Dowswell et al.,
1996). Deshalb spielt die Zichtung von Al-resistenten Genotypen eine Schlisselrolle in der

nachhaltigen Produktion von landwirtschaftlichen Kulturpflanzen auf sauren Bdden.

Obwohl Al-Toxizitat bereits Anfang dieses Jahrhunderts beschrieben (Fluri, 1909) und seit-

dem intensive Forschung betrieben wurde, ist der Mechanismus von Al-Toxizitat und Resi-
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stenz bisher noch nicht ausreichend erklart (Taylor, 1991; Horst, 1995). Die zur Zeit disku-
tierten Resistenzmechanismen lassen sich in zwei Strategien einteilen: Immobilisierung bzw.
Detoxifizierung im Symplasten (innere Resistenz) und Al-Ausschluf’ (externe Resistenz)
(Taylor, 1991).

Zu den internen Toleranzmechanismen zahlen die Komplexierung von Al im Cytosol (Lee
und Foy, 1986), die Kompartimentierung in der Vakuole (Vazquez et al., 1999) und die Bil-
dung von Al-resistenten Enzymen oder Ausgleich der Al-Wirkung durch veranderte Enzym-
aktivitat (Slaski, 1989; 1990).

Zu den externen Mechanismen gehoéren die Erhéhung des pH-Werts in der Rhizosphéare
bzw. im Apoplasten (Degenhardt et al., 1998), die Ausscheidung von verschiedenen Kom-
plexbildnern (Basu et al., 1994; Horst et al., 1982; Pellet et al., 1995; Ma et al., 2000) und
eine geringere Oberflachennegativitat der Plasmamembran (Wagatsuma und Akiba, 1989;

Wagatsuma et al., 1997).

Die physiologische Wirkungsweise von Al ist hoch weitgehend unbekannt (Horst, 1995;
Taylor, 1995; Kochian, 1995). Inzwischen ist aber bewiesen, daR der Wurzelapex den
Hauptort der Perzeption von und Reaktion auf Al darstellt (Delhaize et al., 1993a; Ryan et al.,
1993) und dalR zumindest bei Mais ein bestimmter Bereich des Wurzelapex, 1-2 mm von der

Wourzelspitze entfernt (Sivaguru und Horst, 1998), besonders empfindlich auf Al reagiert.

Zur Beurteilung der Al-Empfindlichkeit von Pflanzenarten oder Genotypen kénnen verschie-
dene Versuche durchgefuhrt und unterschiedliche Parameter herangezogen werden. In
Feldversuchen bietet sich die Mdglichkeit, die Wirkung von Al unter nattrlichen Bedingungen
zu untersuchen und dabei den Ertrag als Parameter zu verwenden, dem in der landwirt-
schaftlichen Realitat die héchste Prioritdt zukommt. Nachteil dieser Methode ist jedoch, dal3
sich Umwelteinfliisse wie die raumliche Variabilitdt der Al-Verfigbarkeit im Boden, klima-
tische Faktoren und der Befall durch Pflanzenkrankheiten oder Schadorganismen nicht kon-
trollieren lassen. Aul3erdem sind diese Versuche sehr arbeitsintensiv und zeitraubend (Blum,
1988). Nahrlésungsversuche bieten den Vorteil, Al unter kontrollierten Bedingungen zu
applizieren, wobei als Parameter die Hemmung des Wurzellangenwachstums (Llugany et al.,
1995; Horst et al., 1997), die Al-Gehalte der Pflanze (Delhaize et al., 1993a; Llugany et al.,
1994; Rincon und Gonzales, 1992) und die Kalloseinduktion (Wissemeier und Horst, 1995;

Zhang et al., 1994) bereits nach einem Tag herangezogen werden kdnnen.

Aufgrund der geringen radialen Mobilitat von Al in der Wurzel (Marienfeld und Stelzer, 1993)
und durch die unterschiedliche Empfindlichkeit einzelner Wurzelzonen kommt in solchen
Versuchen letztendlich nur ein kleiner Anteil von relevanten Zellen mit Al in Kontakt. Da Al-
Toxizitat auf zellularer Ebene ausgebildet wird (Taylor, 1991), kbnnen auch Suspensions-

zellen zur Untersuchung der Al-Wirkung herangezogen werden (Stal3, 1995). Zellsuspen-
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sionskulturen weisen darlber hinaus noch den Vorteil auf, daf} sie eine homogene Zell-
population mit einer groRen Oberflache darstellen, die gleichzeitig mit Al behandelt werden

kann.

Der Angriffsort von Al auf zellularer Ebene ist noch nicht bekannt. Sowohl symplastische als
auch apoplastische Lasionen werden diskutiert. Symplastisches Al wurde bisher Uber
Desorption des apoplastischen Al mittels Austauschern, Aufnahmekinetiken oder Zellfrak-
tionierung bestimmt. Dabei wurden intrazellulare Al-Konzentrationen berechnet die 30-90%
des Gesamtgehalts an Al ausmachten (Tice et al., 1992; Taylor, 1995). Diese Methoden
scheinen jedoch die tatséachlich im Symplasten vorhandenen Mengen weit zu Uberschatzen,
weil es zu Kontamination durch apoplastisches Al kommt, das sich nicht vollstandig desor-
bieren laRt (Rengel, 1996). In den letzten Jahren hat es immer mehr Hinweise flr die Hypo-
these gegeben, dalR der Wurzelapoplast eine bedeutende Rolle fur die Al-Toxizitat und Al-
Resistenz spielt (Blamey et al., 1993; Horst, 1995; Rengel, 1996). Symplastische Schadi-
gungen, wie die beobachtete Veranderung des Cytoskeletts (Sivaguru et al., 1999a; Horst et
al., 1999) missen nicht unbedingt auf symplastisches Al zuriickzufiihren sein, sondern las-
sen sich auch mit der Bindung von Al im Apoplasten erklaren, denn es hat sich gezeigt, dal3
Apoplast und Symplast nicht unabhangig voneinander existieren. Das Modell des "cell-wall
plasmamembrane cytoskeleton continuum” (Miller et al., 1997ab; Wyatt und Carpita, 1993)
legt nahe, dal} sich Symplast und Apoplast gegenseitig beeinflussen, es ware demnach

denkbar, daf sich die Bindung von Al im Apoplasten auf das Cytoskelett auswirkt.

Die Auspragung von genotypischen Unterschieden in der Al-Empfindlichkeit, aber auch die
Verteilung von Schadigungssymptomen entlang des Wurzelapex (Sivaguru und Horst, 1998;
Kollmeier et al., 2000) steht in Zusammenhang mit der Akkumulation von Al (Rincon und
Gonzales, 1992; Llugany et al., 1994), was nahelegt, dafl3 Al-Resistenz den Ausschluf3 von Al
aus dem Apoplasten beinhaltet. In der Zellwand stellen die Carboxylgruppen des Pektins den
grofRten Anteil an mdoglichen Bindungsstellen fur Al zur Verfigung (Blamey et al., 1990).
Zellwande koénnen in zwei verschiedene Typen eingeteilt werden, die bestimmte Pflanzen-
gruppen umschlieRen, wobei Dicotyle und nicht-graminde Monocotyle zum Typ |, und
graminde Monocotyle zum Typ Il gehoren (Carpita und Gibeaut, 1993). Die Zellwande des
Typs | bestehen aus verflochtenen Netzwerken aus Cellulose/Xyloglukan, Pektin und Struk-
turproteinen, wahrend die Wéande von Typ Il aus einem Netzwerk aus Cellulose und Glu-
curonoarabinoxylan und einem geringen Anteil an Pektin, Xyloglucan und Proteinen gebildet
werden. Als Beispielpflanzen fur Typ | wurden in dieser Arbeit Ackerbohne und Kartoffel ver-

wendet und fur Typ Il Mais.

Der Pektingehalt von Zellwanden kann auch durch Umwelteinflisse modifiziert werden. So
resultiert die Anpassung von Pflanzen (Zhong und L&auchli, 1993) oder Suspensionszellen
(Iraki et al., 1989) an Salz (NacCl) in der Erhéhung des Pektingehalts. Auch die Adaptation
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von Zellkulturen an das Herbizid 2,6-Dichlorbenzonitril (DCB) fuhrt durch Hemmung der
Cellulosesynthese zum Anstieg der Pektingehalte (Shedletzky et al., 1990; 1992). Die Mole-
kulargenetik stellt weitere Moglichkeiten zur Verfiigung, die Zusammensetzung der Zellwand
gezielt zu verandern. So konnten Pflanzen gewonnen werden, die das Enzym Pektinmethyl-
esterase (PME) in unterschiedlicher Starke exprimieren (Pilling, 1999). PME ist ein apopla-
stisches Enzym (Goldberg et al., 1992), das die Spaltung von Methylestern am Pektin kata-
lysiert und dabei freie Carboxylgruppen in der Zellwand schafft (Bordendave, 1996). Diese
Carboxylgruppen bestimmen die Festigkeit des Pektingels (Morris et al., 1980) und beein-
flussen auf diese Weise die physikalischen Eigenschaften der Zellwand und damit auch das
Wachstum (McCann et al., 1994).

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Frage zu klaren, in welchem Umfang Al im Apoplasten
gebunden und wodurch diese Bindung beeinfluRt wird. Dartber hinaus sollte untersucht
werden, ob Al sich auf die Aktivitat verschiedener Enzyme, die im Apoplasten vorkommen
bzw. die Struktur des Apoplasten verandern, auswirkt. Weiterhin soll diskutiert werden, in-
wieweit der Apoplasten flr die Perzeption und Modifikation von Al-Toxizitat von Bedeutung

ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Anzucht

2.1.1 Mais

Untersucht wurden drei verschiedene Genotypen von Zea mays (L.). Die Genotypen Lixis
(Limagrain, Darmstadt) und ATP-Y (CIRAD, Kamerun) sind sowohl am Institut fur Pflanzen-
ernahrung, Universitdt Hannover als auch in Feldversuchen (persénliche Mitteilung, L. Collet)
als Al-sensitiv bzw. Al-resistent charakterisiert worden. Der Genotyp Helix (Limagrain,
Darmstadt) sollte innerhalb dieser Arbeit auf seine Al-Empfindlichkeit untersucht werden,

dabei wurden die beiden anderen Genotypen als Referenz verwendet.

Zum Vorkeimen wurde das Saatgut zwischen Filterpapier ausgelegt, mit autoklavierten
Schaumstoffmatten bedeckt und zwischen zwei PVC-Platten vorsichtig eingeklemmt
(Sandwich-System). Die Platten wurden am oberen Ende des "Sandwich" mit einer Plastik-
folie abgeschlossen und senkrecht in eine Wanne mit Leistungswasser gesetzt. Dadurch
wurde eine ausreichende Befeuchtung der Samen gewahrleistet. Die Keimung erfolgte in
einer Klimakammer bei 27°C bzw. 25°C wahrend der Tag- (16 h) bzw. der Nachtphase (8 h)
mit 70% relativer Luftfeuchte und einer Lichtintensitat von 300 umol m? s™. Nach vier (Lixis:
drei) Tagen Keimung wurden die Pflanzen in Kunststofftopfe (22 L Fassungsvermdgen) mit
Nahrlésung eingesetzt und beliftet. Die Nahrlosung setzte sich wie folgt zusammen [uM]:
CaS0,, 250; KNOs, 400; MgSO,, 100; FEEDTA, 20; MnSQy,, 1; ZnSO4, 0,2; CuSO,, 0,2;
KH,PO,, 100; H3BO3, 8; (NH4)sM07024, 0,1; NH4NO3, 200.

Zur Adaptation an Salzstress wurde 4 d alte Maispflanzen fir einen Tag in normaler Nahr-
I6sung kultiviert, anschlieend wurden taglich 50 mM NacCl schrittweise zugesetzt, so dald
nach drei Tagen die Pflanzen 150 mM NaCl in der Nahrlésung vorfanden. Nach zwei wei-
teren Tagen wurden die Pflanzen fir 24 in normaler Nahrlésung ohne NaCl weiter kultiviert,
damit die Pflanzen Uberschissiges NaCl abgeben konnten, um Interaktionen zwischen NacCl
und Al zu vermeiden. Abschliel3end wurden die Pflanzen wie unter 2.3 beschrieben im Ver-

such verwendet.
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2.1.2 Ackerbohne

Von Vicia faba (L.). wurde der Genotyp "Herz Freya" (Fa. Limagrain, Darmstadt) verwendet.
Das Saatgut wurde im Sandwichsystem (siehe 2.2.1) fur 7 Tage bei 21 °C angekeimt und
anschlieBend in Kunststofftépfe (22 L) mit bellifteter Nahrldsung eingesetzt. Die Nahrldsung
setzte sich wie folgt zusammen [uM]: CaSQO,, 250; KNOs, 400; MgSQO,, 500; FeEDTA, 10;
MnSQ,, 0,5; ZnS0O,, 0,5; CuSOq, 0,2; KH,PO,4, 100; H3BO3, 10; (NH4)sM07024, 0,01; KCI,
100.

2.1.3 Kartoffel

Bei den untersuchten Pflanzen von Solanum tuberosum (L.) handelte es sich um die beiden
Genotypen Adelheid (ADH, Herkunftsland Deutschland) und Red McClure (RMC,
Herkunftsland USA), die von der Arbeitsgruppe Mix-Wagner (BFA, Braunschweig) zur Ver-

figung gestellt wurden.

Der Genotyp Desiree wurde von der Arbeitsgruppe Fisahn als Wildtyp (WT) zur Transfor-
mierung verwendet, dabei wurden in bezug auf Pektinmethylesterase (PME) sowohl tber-
exprimierende als auch Antisense-Linien hergestellt (Pilling, 1999). Sowohl der Wildtyp als
auch vier Uberexprimierende bzw. vier Antisense-Linien wurden uns fur Versuchszwecke von

dieser Arbeitsgruppe tberlassen.

Die Pflanzen wurden in vitro auf Festmedium vermehrt. Dazu wurden aus einem Ausgangs-
sprof3 die Nodien mit den Achselknospen herausgetrennt und auf Nahragar kultiviert. Der
Nahrboden setzte sich wie folgt zusammen [uM]: CaCl,, 3000; KNO3, 1900; MgSO,, 1800;
FeEDTA, 100; MnSO,, 130; ZnSO, 30; CuSOQO,, 0,1; KH;PO, 1250; H3BO; 1000;
(NH4)6M07024, 0,2; NH4NO3, 20600; Kl, 5; CoCl,, 0,1 mit 0,65 % (w/v) Agar (Merck, Darm-
stadt) und 1 % (w/v) Saccharose als Zuckerquelle bei pH 5,7. Die Pflanzen wurden in einem
Klimaschrank bei konstant 20°C wahrend der Tag- (16 h) und der Nachtphase (8 h) kultiviert.

Fur Versuche wurde ausschlief3lich Kopfstecklinge verwendet. Im Alter von 12 Tagen wurden
die Pflanzen vorsichtig dem Nahrboden entnommen und der Agar mit lauwarmen Wasser
und Zellstofftiichern entfernt. Anschlie3end wurden die Pflanzen in Kunststofftopfe (22 L) mit
bellfteter Nahrlosung eingesetzt. Die Nahrlosung setzte sich wie folgt zusammen [uM]:
CaS0,, 250; KNOs, 800; MgSO0O,, 250; FEEDTA, 25; MnSQ,, 2; ZnSQO4, 0,5; CuSO,, 0,5;
KH,PO4, 100; H3BO3, 20; (NH4)sM07024, 0,01; NH;NO3, 350.
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2.1.4 Suspensionszellkultur

Die Maissuspensionszellkultur (Zea mays L. HO99xFR-16) wurde von der Arbeitsgruppe L6rz
(Universitat Hamburg) zur Verfligung gestellt. Die Zellen wurden in einem Kulturraum bei
27°C im Dunklen in 250 ml Erlenmeyerkolben auf einem Horizontalrotationsschuttler (Gio
Gyratory Shaker) in modifiziertem L3-Medium kultiviert: Makro- und Mikronahrsalze,
Vitamine, Aminoséuren von L3 (Jahne et al., 1991) mit 30 g L™* Maltose und 2 mg L™ 2,4-D

(2,4-Dichlorphenoxyessigsaure). Die Zellkultur wurde nach 8 Tagen subkultiviert.

Die Zellkultur wurde auf ein Wachstum in Anwesenheit von 1 uM DCB (1,6-Dichlor-
benzonitril) adaptiert. Dabei wurde mit einem DCB-Zusatz von 0,2 uM begonnen und die
Konzentration immer dann erhdht, wenn sich nach zeitweiliger Wachstumsdepression erneut
starkes Teilungswachstum zeigte. Ahnlich wurde bei einer zweiten Subkultur die Adaptation
an Salzstre3 vorgenommen, bis die Zellen in der Gegenwart von 200 mM NaCl gutes
Wachstum zeigten. Sowohl die DCB- als auch die NaCl-Adaptation bendtigte sechs Monate.
Die Kulturen wurden weitere vier Monate kultiviert bevor erste Versuche mit ihnen durch-

gefuhrt wurden.

Salzadaptierte Kulturen wurden vor einem Versuch fir unterschiedliche lange Zeit (0, 2, 7,
14, 21 d) ohne Salzstrel3 kultiviert. Falls nicht anders angegeben wurden sie fir 2 d ohne
NaCl kultiviert, damit sollte den Zellen die Mdglichkeit gegeben werden, Uberschiissiges

NaCl abzugeben, um auf diese Weise Interaktionen zwischen NaCl und Al zu vermeiden.

Zur Bestimmung der Wachstumsphasen der Zellkultur wurde sowohl das Zellvolumen (SCV,
sedimentiert und PCV, gepackt) nach Lorences und Fry (1991) als auch der Zuwachs an

Frischgewicht herangezogen.

2.2 Versuche mit intakten Pflanzen

2.2.1 Nahrlésungsversuche

Die Toxizitat von Al ist anhangig von pH-Wert und lonenzusammensetzung der entspre-
chenden Lésung (Foy et al. 1978; Kinraide et al., 1992). Um Al-Toxizitat vergleichsweise bei
Mais, Ackerbohne und Kartoffel untersuchen zu kénnen wurden die jeweiligen Nahrlésungen
fur die Versuchsdurchfiihrung vereinheitlicht und die Konzentration von Calcium und

Phosphat deutlich reduziert.

Die Versuchsnahrlésung setzte sich deshalb wie folgt zusammen [uUM]: CaSOQO,, 100; KNOs,
400; MgSOQOy, 100; FEEDTA, 10; MnSQy,, 0,5; ZnS0Oy, 0,2; CuSO,, 0,2; KH,PO4, 10; H3BOs3, 8;
(NH4)6M07024, 0,01, NH4NO3, 200.
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Fur die Versuche wurden im allgemeinen junge Pflanzen verwendet, d.h. 5 d bei Mais bzw. 9
d bei NaCl-adaptierten Maispflanzen, 8 d bei Ackerbohne und 28 d bei Kartoffel (bestehend

aus 21 d in der in-vitro-Kultur und 7 d in Nahrlésung zur Anpassung an das Flissigmedium).

Die Pflanzen wurden in die Versuchsnahrldsung gesetzt und der pH-Wert innerhalb von 12
Stunden schrittweise auf 4,3 abgesenkt. Nach weiteren 12 Stunden bei diesem pH-Wert
wurden die Pflanzen in 22L-Nahrlosungsgefallen mit zuvor praparierter Nahrlosung der

jeweiligen Al-Konzentrationen (0; 10; 25; 50 uM) bzw. mit Digitonin (10 uM) umgesetzt.

Bei dem Vergleich der neun Kartoffelgenotypen wurde die Vorkultur und Adaptation an den
niedrigen pH-Wert zwar in 22-L-Geféal3en durchgefihrt, aber der eigentliche Versuch wurde

in PVC-Wannen mit einem Fassungsvermoégen von 100 L) durchgefihrt.

2.2.2 Bestimmung des Wurzellangenwachstums

Zur Bestimmung des Wurzellangenwachstums (WLW) wurden die Wurzeln vor Beginn des
Versuches markiert. Diese Markierung wurde im Abstand von 3 cm von der Wurzelspitze
angebracht. Um Beschadigungen der Wurzel zu minimieren wurde die Markierung nicht
direkt auf die Wurzel aufgetragen, sondern auf eine Glasplatte wurde ein Farbtupfer eines
wasserfesten Stiftes (Staedler, Lumocolor 317, schwarz) gesetzt und die Wurzel durch
diesen Farbfleck gerollt. Nachdem die Farbe angetrocknet war, wurde die Pflanzen in die
Nahrldosung eingesetzt. Nach 24 h wurde der Wurzellangenzuwachs anhand der Markierung
gemessen. Nach der Bestimmung des Wurzelwachstums standen die Wurzeln fir weitere

Untersuchungen zur Verfligung.

2.2.3 Bestimmung des PTS-Transports

PTS (1-Hydroxypyren-3,6,8-trisulfonsaure) wird in der Literatur als Marker flr apoplastische

Transportprozesse beschrieben (Yeo et al., 1987).

Um den Einflul3 von Al auf den apoplastischen Transport zu untersuchen wurden 10 d alte
pH-adaptierte Maispflanzen fir 3 h in Versuchsnahrlésung (siehe 2.2.1) mit verschiedenen
Al-Konzentrationen (0; 25; 50; 200 uM) bei pH 4,3 vorbehandelt. Anschlielend wurden die
Pflanzen in Nahrlésung mit 0,01% (w/v) PTS und entsprechenden Al-Konzentrationen Uber-
fuhrt. Nach 3 h wurde der Spro3 1 cm oberhalb des Samenkorns abgetrennt und der erste
Tropfen Flussigkeit wurde verworfen. AnschlieRend wurde das sich bildende Schnittexsudat
gesammelt und in Probencups (1,5 ml) tberfuhrt. Nach 1 h wurde das Volumen per differen-

tieller Gewichtsbestimmung der Probencups ermittelt.
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Das Wurzelsystem wurde mit viel Wasser gewaschen und anschlielend 5 mm der Wurzel-
spitzen abgeschnitten. Jeweils eine Wurzelspitze wurde in einem Probencup mit 1 ml 0,1 M
Kaliumphosphat-Puffer pH 6 versetzt und fur 2 min mittels Ultraschall bei 70% Leistung und
70% Impuls (Sonoplus HD 70 mit Sonotrode MS 73, Bandelin) homogenisiert. AnschlieRend
wurde die Probe fiir 10 min bei 10.000 x g (Sorvall MC 12, Du Pont) zentrifugiert. Der Uber-

stand wurde flr die PTS-Quantifizierung verwendet.

Um die PTS-Menge zu bestimmen wurden 50 pl des Schnittexsudats mit 1 ml 0,1 M Kalium-
phosphat-Puffer pH 6 versetzt. Die Fluoreszenz wurde am Fluoreszenzspektrophotometer
(F-2000, Hitachi Ltd. Tokyo, Japan) bei Ex 405 und Em 515 nm bestimmt. Es erfolgte keine
Eichung, sondern die Fluoreszenz wurde in geratespezifischen Einheiten (Intensitat [I] pro
Wurzelspitze) angeben. Anhand des Schnittexsudats wurde der Bypass-Flow wie in Yeo et
al. (1987) beschrieben aus dem Quotienten aus Fluoreszenzintensitéat des Schnittexsudats

und der Inkubationslésung pro Volumeneinheit berechnet.

2.2.4 Praparation von symplastischer und apoplastischer Enzymfraktion

Nach Inkubation von Pflanzen wurden Wurzelspitzen oder -segmente unterschiedlicher
Lange (Gesamtlange der Wurzelsegmente je Probe: 3 cm) abgeschnitten und mit dem
Homogenisier (RW 20, Jahnke und Kunkel) bei 2000 rpm in 1 ml 0,01 M Natriumphosphat-
Puffer (pH 6) zerkleinert. AnschlieBend wurden die Proben fir 15 bei 10.000 x g (Sorvall MC
12, Du Pont) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und als symplastische
Enzymfraktion bezeichnet. Das Pellet wurde mit 1 ml 1 M NacCl in 0,01 M Natriumphosphat-
Puffer (pH 6) aufgenommen und die Proben wurden auf einem Taumelrollenmischer (TRM
50, IDL) fir 3 h gemischt. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde der Uberstand abge-
nommen und als ionische Fraktion bezeichnet. Alle Arbeiten zur Praparation der Enzyme
wurden bei 4°C im Kuhllabor durchgefiihrt und die Uberstande (symplastische und ionische

Enzymfraktion) wurden eingefroren und bis zur spateren Analyse bei -20°C aufbewahrt.

2.3 Versuche mit isolierten Wurzelspitzen

2.3.1 Inkubation von isolierten Wurzelspitzen

Wurzelspitzen (6 cm) wurden von pH-adaptierten Pflanzen (siehe 2.2.1) abgeschnitten und
mit 100 uM CacCl, gesplilt. AnschlielBend wurden die Wurzelspitzen in Nahrlésung (2.2.1)
+ 50 uM Al fur 3 h inkubiert. Parallel dazu wurden ganze (intakte) Pflanzen in Nahrlésungs-

gefallen, wie unter 2.2 beschrieben, ebenfalls fur 3 h inkubiert.
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In einigen Fallen wurden 40 Wurzelspitzen (1 cm) in 15 ml Losung bestehend aus 0,2% (w/v)
BSA (Fraktion V, Biomol, Hamburg) in 100 uM CalCl, mit 0,2% (w/v) Pectolyase Y-23
(Seishin, Tokyo, Japan) oder 400 U PME (aus Orangenschale, Sigma, Steinheim) fur 0; 15;

30 min behandelt bevor sie im Versuch verwendet wurden.

Nach Versuchsende wurden die Wurzeln mit 100 uM CalCl, gewaschen und fur die spatere
Kalloseuntersuchung in 96% Ethanol fixiert. Von anderen Wurzelspitzen wurden definierte
Bereiche direkt abgeschnitten und in HCI-gesplilte Glaschen (3 ml Volumen) Gberfihrt. Je

Glaschen wurden insgesamt 1 cm Wurzelmaterial flr die spatere Al-Bestimmung verwendet.

2.3.2 Bestimmung von exsudierter und apoplastischer Saurer Phosphatase

Nach pH-Adaptation (2.2.1) wurde von Maispflanzen die Wurzelspitze (1 cm) abgetrennt und
mit 100 uM CacCl, gewaschen. 18 Wurzelspitzen wurden in 20 ml Lésung (100 uM CacCl,,
KCI, MgCl,, + 50 uM Al, pH 4,5) fur 1 h auf einem Horizontalrotationsschuttler mit 50 rpm
(Gio Gyratory Shaker) bei 26°C inkubiert (Vorinkubation). AnschlieRend wurden die Wurzel-
spitzen Uber ein Sieb vom Medium getrennt, dann in 5 ml Exsudationsmedium tberfihrt und
anschlieBend fur 1 h auf dem Schiittler weiter inkubiert. Als Exsudationsmedium wurde ent-
weder die gleiche Lésung wie zur Vorinkubation oder 50 mM Natriumacetat-Puffer (pH 4,5)
verwendet. Nach der Exsudation wurden Exsudat und Wurzeln wie unter 2.6.5.1 beschrieben

auf die Aktivitat von Saurer Phosphatase untersucht.

2.4  Versuche mit Suspensionszellen

2.4.1 Vorbehandlung von Suspensionszellen mit pektinmodifizierenden

Enzymen

Normale und NaCl-adaptierte Zellen wurden zur Veranderung der Pektinzusammensetzung
ihrer Zellwande mit Enzymlésungen behandelt. Dazu wurden 20 g Zellen auf 200 ml Lésung
eingewogen und bei 26° auf dem Horizontalrotationsschuttler mit 100 rpm (Gio Gyratory
Shaker) inkubiert. Nach 5; 10 und 15 min wurden Unterproben entnommen. Die Zellen
wurden vom Medium mittels einer Nutsche getrennt und mit insgesamt 500 ml CacCl, (100

KM) gewaschen bevor sie im Versuch (siehe 2.5.2) eingesetzt wurden.

Die Enzmylésungen setzten sich wie folgt zusammen: 0,4% (w/v) BSA (Fraktion V, Biomol,
Hamburg) in 100 uM CaCl, mit 2 U ml™* PME (aus Orangenschale, Sigma, Steinheim) oder
0,08% (w/v) Pectolyase (Seishin, Tokyo, Japan).
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2.4.2 Inkubation von Suspensionszellen

Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase (Normal: 5 d, NaCl-adaptiert: 16 d, DCB-
adaptiert: 11 d) wurden Uber Gazefilter (20 um Porengrof3e) abgesaugt und mit einer Losung
aus 2% (w/v) Saccharose gespilt. Aufgrund der unregelmafRigen und teilweise grof3en
Aggregate der adaptierten Zellen konnten die Zellen nicht pipettiert werden, sondern es
wurden 0,2 g Zellen direkt in 250 ml Erlenmeyerkolben mit 10 ml 2% (w/v) Saccharoselésung
eingewogen. Der Versuch wurde durch Zugabe von 90 ml Inkubationsmedium gestartet. Das
Inkubationsmedium setzte sich wie folgt zusammen: 2% (w/v) Saccharose in 100 uM CacCl,,
0; 25; 50; 100; 200 uM Al oder 20 uM Digitonin. Nach der angegebenen Zeit, im allgemeinen
nach 2 h wurden die Zellen mit einer Multifiltriereinheit (Millipore, Eschborn) tUber Gazefilter
(20 um Porengréf3e) abgesaugt und mit 20 ml 100 uM CaCl, gespult. Die Zellen wurden
entweder sofort weiterverwendet (Enzympraparation, Phenolbestimmung) oder in 96%

Ethanol fixiert (Kallosebestimmung).

2.4.3 Bestimmung der Gehalte von Gesamt- und schweraustauschbarem Al

Nach der Inkubation der Zellen (wie unter 2.4.2 beschrieben) wurden die Zellen Uber
Celluloseacetatfilter (Porendurchmesser 10 um, Satorius, Géttingen) abgesaugt und mit 20
ml 100 uM CaCl, gespult. Die Halfte der Proben wurde auf dem Filter belassen (Gesamt-
Aluminium) wéahrend die andere Halfte mit 10 ml 50 mM BaCl; versetzt und vermischt wurde.
Nach 15 min wurde die Lésung abgesaugt und verworfen und die Zellen wurden zur Be-
stimmung von schweraustauschbarem Aluminium verwendet. Die Zellen wurden zusammen
mit dem Filter in HCI-gespulte Glaschen (10 ml Volumen) Uberflhrt, die Weiterverarbeitung

istin 2.6.1 beschrieben.

2.4.4 Bestimmung von exsudierter und apoplastischer Saurer Phosphatase

Zellen (ca. 0,3 g) wurden in 50 ml Medium (100 uM CacCl,, + 50 uM Al, pH 4,3) fur 1 h auf
dem Horizontalrotationsschittler (Gio Gyratory Shaker) mit 100 rpm bei 26°C inkubiert (Vor-
inkubation). Anschlie3end wurden die Zellen abgesaugt, in 10 ml Natriumacetat-Puffer (50
mM, pH 4,5) + 50 uM Al Uberfuhrt und erneut fir 1 h inkubiert (Exsudation). AnschlieRend
wurden Zellen mittels der Multifiltriereinheit (Millipore, Eschborn) abgesaugt und das Filtrat
aufgefangen. Die Zellen (apoplastische Saure Phosphatase) und das Filtrat (exsudierte

Saure Phosphatase) wurden im Enzymassay wie in 2.6.5.1 beschrieben untersucht.
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2.4.5 Bestimmung der Abgabe von Pektinen und Proteinen

Zellen (ca. 0,5 g) wurden in 25 ml Medium (100 uM CacCl,, + 200 uM Al, pH 4,3) fur 3 h auf
dem Horizontalschuttler (Gio Gyratory Shaker) mit 100 rpm bei 26°C inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen Uber Celluloseacetatfilter (2 um PorengroRe, Satorius, Goéttingen) ab-
gesaugt und das Filtrat zur Bestimmung von Pektinen und Proteinen verwendet. Von dem
Filtrat wurden 3 ml in Glaschen (10 ml Volumen) tberfihrt, im Trockenschrank bei 70°C ein-
getrocknet und anschlieBend zur quantitativen Bestimmung von Pektinen (siehe 2.6.6.3)

verwendet.

Weiter Unterproben des Filtrats wurden bei -20°C bis zur Proteinbestimmung (2.6.4) ge-

lagert.

2.4.6 Preparation von symplastischer, ionische und kovalenter Peroxidase

Nach der Inkubation (2.4.2) wurden ca. 0,3 g Zellen mit 2 ml Natriumphosphat-Puffer
(0,01 M, pH 6) gemorsert und anschliel3end bei 2500 x g fur 15 min zentrifugiert (Minifuge
RF, Heraeus, Hanau). Der Uberstand (symplastische Fraktion) wurde abgenommen und das
Pellet mit 2 ml NaCl (1 M in 0,01 M Natriumphosphat-Puffer, pH 6) resuspendiert. Die
Proben wurden fur 4 Stunden auf dem Taumelrollenmischer (TRM 50, IDL) gemischt und
anschlieBend erneut zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand stellte die ionische Enzym-
fraktion dar. Das Pellet wurde mit 2 ml Enzymlésung resuspendiert und fir 2 h bei 26°C auf
dem Taumelrollenmischer inkubiert. Die Enzymlésung setzte sich wie folgt zusammen: 1%
(w/v) Onozuka-Cellulase R-10 (Sigma, Steinheim) in 0,05 M Kaliumphosphat-Puffer bei
pH 6. Der nach einer weiteren Zentrifugation gewonnene Uberstand stellte die kovalent ge-

bundene Fraktion dar.

Bis auf die Gewinnung der kovalenten Enzymfraktion wurden alle Arbeiten bei 4°C im Kihl-

labor durchgefuihrt. Die Uberstande wurden bei -20°C bis zur Analyse gelagert.

2.5 Bestimmung der radialen Verteilung von Al

2.5.1 Inkubation von Wurzel

Nach Pflanzenanzucht und pH-Adaptation (2.2.1) wurden 40 Wurzelspitzen (1,5 cm) abge-
schnitten und fir 1 h in 300 ml Medium (250 uM MgCl,, 250 uM KCI, 500 uM CacCl,) equi-
libriert. AnschlieBend wurden die Wurzelspitzen in frischem Medium + 50 uM Al fur 5; 30
bzw. 180 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Wurzeln ungespult in flissigem

Propan schockgefroren und in KunststoffszintillationsgefaRen abgelegt. Diese GefalRe ent-
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hielten 10 ml gefrorenen, wasserfreies Aceton mit 0,5% (w/v) OsO, und wurden an-

schlieRend bei -80°C in der Tiefkuhltruhe zur Gefriersubstitution aufgetaut.

2.5.2 Gefriersubstitution und Einbettung

Zur Gefriersubstitution wurden die Proben fiir 5 Tage bei -80°C belassen. Am 6. und am 8.
Tag wurde die Substitutionsldsung durch frisches wasserfreies Aceton mit 0,5% (w/v) OsO,
ersetzt. Am 10. und am 13. Tag wurden die Losung gegen reines wasserfreies Aceton aus-
getauscht. Am 15. Tag wurde erneut das Aceton ausgetauscht und nun die Proben bei -20°C
aufbewahrt. Am 17. Tag wurden die Proben auf 4°C gebracht und ein letztes Mal das Aceton
erneuert, bevor die Proben bei Raumtemperatur aufgestellt wurden. Am 18. Tag wurde das
Aceton soweit entfernt, dal3 ein letzter Rest die Proben bedeckte, danach wurde 1:1 (w/w)
mit Aceton verdinntes Einbettungsmedium nach Spurr (1969) zugesetzt. Die Proben wurden
mit Deckeln verschlossen, in denen sich kleine Lécher befanden, so dal ein Teil des
Acetons verdampfen konnte und sich die Konzentration an Spurr langsam erhéhte. Nach drei
Stunden wurden die Wurzeln aus den Geféal3en entfernt und in Spurr eingebettet. Die Aus-
hartung des Epoxydharzes erfolgte im Trockenschrank fur 3 h bei 30°C, gefolgt von weiteren
12 h bei 50°C. Anschlielend wurden die Proben in der FZ, Jilich von Dr. S. Marienfeld

weiter bearbeitet.

Auf dem Mikrotom (Reichert Ultracut E) wurden mit trockenem Glasmesser Querschnitte von
ca. 1 um Schichtdicke gefertigt und auf Sandwichgrids transferiert. Schnitte wurden von der
Calyptra (0-0,3 mm), der Ubergangszone zwischen Zellteilung und Zellstreckung (1-2 mm)

und der Elongationszone (EZ, 3- >10 mm) gemacht.

2.5.3 Bestimmung von Al mittels LAMMA

Die angefertigten Schnitte wurden mit Laser Microprobe Mass Analysis (LAMMA 500,
Leybold, KdIn) analysiert. Ein kleines Gebiet von ca. 1-3 um Durchmesser wurde dabei von
einem Ziellaser ausgesucht, dann verdampft und durch den Pluslaser ionisiert. Eine optische
Kontrolle stellte sicher, dal’ ausschlie3lich das Zielgebiet verdampft wurde. Die laterale Auf-
[6sung von LAMMA war ausreichend um apoplastische "Verunreinigungen" von sympla-
stischen Messungen trennen zu kénnen, jedoch nicht vice versa. Das Detektorsignal wird in
relative Einheiten umgesetzt. Quantitative Ergebnisse oder Konzentrationen von Elementen
sind mit LAMMA nicht maoglich, aber es kénnen die Signalintensitaten innerhalb eines

Schnittes oder zwischen Proben verglichen werden.
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Auf Gewebebasis wurden Analysen von Rhizodermis, auf3erer, mittlerer und innerer Cortex
und Stele gemacht. Auf Zellebene wurde zwischen Zellwand und zellwandfreiem Lumen

(Symplast) unterschieden.

Die Signalausbeute kann durch verschiedene Parameter (Laserintensitat, Schnittdicke, u.a.)
beeinflusst werden. Um dennoch Spektren mit unterschiedlicher Signalausbeute vergleichen
zu kénnen wurde das Al-Signal auf das *'K-Signal bezogen. Zwar ist Kalium nicht gleich-
maRig im Gewebe verteilt, aber aufgrund der Tatsachen, daR **K nur in verhaltnismaRig ge-
ringen Mengen (6,73 % des Gesamt K-Gehaltes) vorkommt, ist der durch die variierende

Verteilung entstehende Fehler vernachlassigbar gering.

Die Kaliumgehalte der unterschiedlichen Wurzelsegmente wurde mittels Mineralstoffanalyse
(sieh 2.6.1) bestimmt.

2.6  Analytik

2.6.1 Mineralstoffanalyse

Fur die Mineralstoffanalyse wurde das Pflanzenmaterial (1 cm Wurzel bzw. 0,2 g FG Zellen)
in HCI-gespulte Glaschen uberfihrt und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (24 h bei 70°C)
und im Muffelofen (M 110, Heraeus, Hanau) bei 450°C fur 8 h verascht. Die Proben wurden
in 100 pl konzentrierter HNO;z; (Ultra-Pure, Fluka, doppelt-destilliert) aufgenommen.
AnschlieRend wurden 900 pl HoOpigest. ZUgesetzt. Fir die Bestimmung von Al wurden diese
Proben am Atomabsorptionsspektrometer (AAS) mittels Graphitrohr (Unicam 939 QZ,
Analytical Technologies Inc., Cambridge, GB) im Bereich 0-200 ppb gemessen. Kalium
wurde direkt am AAS (AAS Z 8000, Hitachi, Tokyo, Japan) bestimmt, wobei den Proben
CsCly/LaCls-Puffer (nach Schinkel, Merck) zugesetzt wurde, um lonisationsstérungen zu ver-
hindern (Schinkel, 1991).

2.6.2 Kallosebestimmung

Das Pflanzenmaterial wurde aus dem Ethanol entfernt und mit Wasser gewaschen.
Anschlie3end wurden 1 cm Wurzel bzw. ca. 0,2 g Zellen in 1 M NaOH (1 ml bei Wurzeln
bzw. 3 ml bei Zellen) aufgenommen und per Ultraschall (Sonoplus HD 70, Bandelin, Berlin)
far 1 min mit der Sonotrode M73 (70% Leistung, 70% Impuls) homogenisiert. Die Extraktion
der Kallose erfolgte durch 30 min Inkubation im Wasserbad bei 80°C. Nach der Zentrifu-
gation bei 2500 x g (Minifuge RF, Heraeus, Hanau) fiir 10 min wurde der Uberstand zur

Kallosebestimmung herangezogen.
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Die quantitative Kallosebestimmung erfolgte nach der Methode von Kdhle et al. (1985). Die
Farbeltsung enthielt 1 M Glycinpuffer (pH 9,5), 0,1% (w/v in H,O) Anilinblau (Wasserblau,
Fluka, Buchs, CH) und 1 M HCI, im Verhaltnis 3:2:1. Zur Bestimmung der Autofluoreszenz
der Proben, verursacht u.a. durch Phenole, wurde anstelle des Anilinblaus nur Wasser ver-
wendet und die erhaltenen Fluoreszenzwerte wurden bei der Berechnung der Kallosegehalte

spater abgezogen.

Zu 160 ul Probe wurde 1 ml Farbeldsung zugesetzt und fir 20 min bei 50°C im Wasserbad
inkubiert, wobei sich die Proben entfarbten. Nachdem die Proben auf Raumtemperatur ab-
gekidhlt waren, wurde die Fluoreszenz in einem Spektrofluorometer (F 2000, Hitachi Ltd.,
Tokyo, Japan) bei einer Anregungswellenlange von 394 nm und Emissionswellenlange von
484 nm gemessen. Im Bereich von 0-20 pg ml™* wurde eine Eichreihe mit dem 1,3-R-Glukan
Pachyman aus Poria coccus (Calbiochem, Deisenhofen) mit Polymerisationsgrad 250-690
(Kauss, 1989) erstellt. Die Kallosegehalte werden daher als Pachyman Equivalente (PE) an-
gegeben. Zur Bestimmung der Al-induzierten Kallosebildung (Kalloseinduktion) wurden die
Kallosegehalte der Kontrollen (0 uM Al) von denen der Behandlungen (Al oder Digitonin) ab-

gezogen.

2.6.3 Bestimmung des Phenolgehaltes von Suspensionszellen

Die Phenolbestimmung erfolgte modifiziert nach Swain und Hillis (1959). Dazu wurden Zellen
(ca. 0,3 g) nach dem Versuch (2.4.2) gemdrsert, in Reagenzglaser tberfahrt und mit 3 ml
kochendem Ethanol (80%) versetzt und fur 15 min im Wasserbad weiter gekocht.
AnschlieRend wurden die Proben per Ultraschall (Sonoplus HD 70, Bandelin, Berlin) fir
3 min mit der Sonotrode M73 (70% Leistung, 70% Impuls) homogenisiert. Nach 15 min Zen-
trifugation bei 2500 x g (Minifuge RF, Heraeus, Hanau) wurden 0,5 ml des Uberstandes mit
6,5 ml H,O versetzt.

Anschliel3end wurden 0,5 ml Folin-Denis-Reagenz (Sigma, Steinheim) zugesetzt, die Proben
gut gemischt und nach 3 min Inkubation wurde 1 ml einer Gbersattigten Na,CO;-Ldsung zu-
gefugt. Die Proben wurden erneut gut vermischt und nach 1h Inkubation wurden die Proben
Uber Blaubandfilter (Schleicher und Schuell, Dassel) filtriert. Die Absorption des Filtrats
wurden im Photometer (Lamda 15, UV/VIS, Perkin Elmer) bei 725 nm gemessen. Aul3erdem
wurde eine Eichreihe aus "Kaffeesaure" 3,4-Dihydroxyzimtsaure (Sigma, Steinheim) im
Bereich von 0-150 uM angesetzt. Die Phenolgehalte wurden daher in Kaffesaureequi-

valenten (KsE) ausgedrtickt.
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2.6.4 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bdhlen et al. (1973). Dabei wurden
150 pl Probe in 600 ul 0,05 M Natriumphosphat-Puffer (pH 8) aufgenommen und an-
schlieRend unter bestandigem Mischen 250 ul Fluorescaminldésung (0,3 mg mi™* Aceton) zu-
gesetzt. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur in Dunkelheit wurden die Proben am
Spektrofluorometer (F 2000, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) bei einer Anregungswellenlange von
390 nm und Emissionswellenldnge von 475 nm gemessen. Die Eichreihe wurde aus BSA

(Fraktion V, Biomol, Hamburg) im Bereich von 0-60 pg ml* erstellt.

2.6.5 Bestimmung von Enzymaktivitaten

2.6.5.1 Saure Phosphatase

Die Bestimmung der Aktivitdt von Saurer Phosphatase (EC 3.1.3.2) erfolgte nach der
Methode von McLachlan (1980). Als Substrat wurde para-Nitrophenylphosphat (p-NPP) ver-
wendet. Das Assaymedium bestand aus 50 mM Acetat-Puffer mit pH 4,5 und 1,35 mM p-
NPP.

Zu 5 ml (Zellen: 10 ml) Assaymedium wurden 1 ml Exsudat bzw. 18 Wurzelspitzen oder
0,3 g Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 26°C auf dem Horizontalrotationsschiittler
bei 100 rpm (Gio Gyratory Shaker) fir 60 min (Exsudate) bzw. 20 min (Wurzeln und Zellen).
Nach dieser Zeit wurde die enzymatische Reaktion mit der Zugabe von 1 ml 0,5 N NaOH
abgestoppt. Anschlie3end wurde die Absorption der Proben bei 410 nm am Spektralphoto-
meter (Lamda 15, UV/VIS, Perkin EImer) gemessen. Zur Quantifizierung wurde ein Eichreihe
mit Nitrophenol in 50 mM Acetat-Puffer, pH 11 im Bereich von 0-300 uM angelegt. Die
Enzymaktivitat wurde in Units (U) angegeben, wobei 1 U, die Menge Enzym bezeichnet die

bei 26°C 1 umol p-NPP pro Minute umsetzt.

In einigen Tests wurde eine kommerzielle Praparation von Saurer Phosphatase aus Weizen-
korn (Sigma, Steinheim) verwendet, um die Auswirkung von Al (10-200 pM) im Assay-

medium auf die Enzymreaktion zu untersuchen.

2.6.5.2 Peroxidase

Die Bestimmung der Aktivitdt von Peroxidasen (EC 1.11.1.7) erfolgte nach einer Methode

von Hammerschmidt (1982).

Die Enzymreaktion wurde in einem Assaymedium durchgefihrt das sich wie folgt zusam-
mensetzte: 0,25% (v/v) 2-Methoxyphenol (Guaiacol, Fluka, Buchs, Schweiz), 0,1 M H,0O,,
0,01 M Natriumphosphat-Puffer (pH 6). Von diesem Assaymedium wurden 980 ul vorgelegt,
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20 pl Probe zugefugt und sofort vermischt. Nach 10 Sekunden Verzdgerungszeit wurde die
Absorptionsadnderung Uber einen Zeitraum von 60 s am Spektralphotometer (Lamda 15,
UV/VIS, Perkin Elmer) verfolgt. Zur Kalibration wurde eine Eichreihe mit einer kommerziellen
Peroxidasepréaparation aus Rettich (Sigma, Steinheim) im Bereich von 0,005 - 50 U ml™

erstellt.

In einigen Tests wurde diese kommerzielle Peroxidase auch verwendet, um die Auswirkung

von Al (10-200 uM) im Assaymedium auf die Enzymreaktion zu untersuchen.

2.6.5.3 Pektinmethylesterase

Die Aktivitat von Pektinmethylesterase (PME, EC 3.1.1.11) wurde nach Wojciechowski und
Fall (1996) mit Modifikationen durchgefuhrt.

Dazu wurden in eine Kilvette folgende Lésungen gegeben: 600 pl Pektinldsung (400 pg mi,
Pektin aus Zitronenfrucht, Veresterungsgrad 92%, Sigma, Steinheim), 855 ul Kalium-
phosphat-Puffer pH 6, 25 ul Fluoral-P 0,15 g ml™* (Molecular Probes, Leiden, NL) und 10 pl
(= 4 U) Alkoholoxidase EC 1.1.3.13 (aus Piccia pastoris, Sigma, Steinheim). Anschlie3end
wurden 15 pl Probe zugesetzt, gut vermischt und nach einer Verzégerungszeit von 10 s
wurde die Zunahme der Fluoreszenz Uber den Zeitraum von 30 min verfolgt. Zur Quantifi-
Zierung wurde eine Eichreihe mit Methanol (Ultrapure, Sigma, Steinheim) im Bereich 0-200
UM erstellt und anstelle der Pektinlosung im Assay zusammen mit 15 ul H>,O anstelle der
Enzymprobe eingesetzt. Die Enzymaktivitat wurde in Units (U) angegeben, wobei 1 U die

Menge Enzym bezeichnet, die bei 26°C 1 pmol Methanol pro Minute vom Pektin abspaltet.

Sowohl der nattrliche Zerfall von Fluoral als auch bereits vorhandene Spuren von Methanol
in der Pektinlésung oder Probe wurden erfal3t und bei der Berechnung der Enzymaktivitat

bericksichtigt.

In einigen Tests wurde eine kommerzielle PME-Preparation aus Orangenschalen (Sigma,
Steinheim) verwendet, um die Auswirkung von Al (10-200 uM) im Assaymedium auf die

Enzymreaktion zu untersuchen.



-29-

2.6.6 Bestimmung von Zellwandbestandteilen

2.6.6.1 Qualitative Pektinbestimmung

Um die radiale Verteilung von vorwiegend unmethylierten Pektinen zu untersuchen, wurden
von pH-adaptierten Mais- bzw. Ackerbohnenpflanzen Handschnitte gefertigt. Diese wurden
mit 0,05% (w/v) Ruthenium Rot angefarbt und nach 15 min mit Wasser gespult. Anschlie-
Rend wurden die Schnitte im Lichtmikroskop (Axioskop, Zeiss, Jena) betrachtet und repra-
sentative Schnitte wurden mit einer Aufsetzkamera (M 35 W, Zeiss, Jena) und Kunstlichtfilm
(Ektachrome 64 T, Kodak) fotografiert.

2.6.6.2 Herstellung von Zellwandmaterial

Die Gewinnung von Zellwandmaterial (ZWM) erfolgte aus Pflanzenmaterial, das fur 24 h bei
4°C in 96% Ethanol aufbewahrt worden war. Wurzelsysteme wurden anschiel3end kurzfristig
mit Wasser gewaschen und nachfolgend definierte Wurzelsegmente (in mm-Schritten) abge-
schnitten und in Probencups (2 ml Volumen) gesammelt, so dal3 jede Probe 3 cm Wurzel-
material enthielt. Zellen wurden ebenfalls kurz mit Wasser gewaschen und danach wurden
ca. 4 g Zellen in Reagenzglasern weiterverarbeitet. Das Pflanzenmaterial wurde an-
schlieBend in Ethanol (Wurzeln: 1,5 ml, Zellen: 15 ml) zerkleinert. Dabei wurden die Wurzeln
far 2 min im Homogenisier (RW 20, Jahnke und Kunkel) bei 2000 rpm bzw. die Zellen
wurden im Morser zerkleinert. AnschlieRend wurden die Proben per Ultraschall (Sonoplus
HD 70, Bandelin, Berlin) fiir 3 min mit der Sonotrode M73 (70% Leistung, 70% Impuls) weiter
homogenisiert. Die Wurzelproben wurden fir 15 min bei 10.000 x g zentrifugiert (Sorvall MC
12, Du Pont) und der Uberstand abgesaugt ohne das lose Pellet aufzuwirbeln. Bei den Zell-
proben wurde der Ethanol Uber Gazefilter mit Porendurchmesser 10 um abgesaugt. Das so
gewonnene Zellwandmaterial wurde bei 70°C in Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz

getrocknet und dann weiter untersucht.

2.6.6.3 Quantitative Pektinbestimmung

Die Quantifizierung der Pektine wurde modifiziert nach den Methoden von Ahmend und
Labavitch (1977) und Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) durchgefihrt.

Dazu wurde ca. 1 mg ZWM in ein Probencup eingewogen und mit 400 ul eisgekihlter, kon-
zentrierter H,SO, versetzt. Die Proben wurden bei 4°C im Kuhllabor fir 10 min auf dem
Traumelrollenmischer (TRM 50, IDL) vermischt, bevor 100 pl H,O zugefligt wurde. Nach 2 h

Vermischung auf dem TRM wurde erneut 100 ul H,O zugesetzt, anschlieBend wurden die
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Proben flur weitere 8 Stunden bei 4°C auf dem TRM bewegt. Auf diese Weise wurde auch

mit den eingedampften Pektinlosungen (2.4.5) verfahren.

Die bei der Hydrolyse frei gewordenen Uronsauren wurden wie folgt bestimmt: 200 ul Probe
wurde mit 1,2 ml Schwefelsaure/Tetraboratgemisch (0,0125 M Na,B40O7 in H,SO,4 konz.) ver-
setzt, gemischt und im Eisbad abgekihlt. Die Proben wurden fir 5 min im Wasserbad bei
100°C inkubiert und erneut im Eisbad abgekihlt. Anschlielend wurden 20 ul Hydroxybi-
phenyl (0,15% (w/v) in 0,5% (w/v) NaOH) zugesetzt und die Proben kréftig vermischt. Nach
30 min wurde die Absorption der Proben am Spektralphotometer (Lamda 15, UV/VIS, Perkin

Elmer) bei 520 nm gemessen.

Da reduzierende Zucker in der hydrolysierten Probe mit dem Natriumtetraborat zu einer rosa
Farbung fihren kdnnen, war es notwendig fir jede Probe einen Blindwert zu erstellen. Dabei
wurde auf den Farbstoff Hydroxybiphenyl verzichtet und statt dessen nur NaOH (0,5% wi/v)
zugesetzt. Die Blindwerte wurden vor der Berechnung der Uronsaurekonzentration von den

eigentlichen Proben abgezogen.

Zur Kalibration wurde eine Eichreihe im Bereich von 0-100 pg mlI* Galakturonséure ver-

wendet. Der Pektingehalt wurde daher als Galakturonsaureequivalent (Gsk) ausgedriickt.

2.6.6.4 Methylierungsgrad

Der Methylierungsgrad von Pektin wurde Uber die Freisetzung von Methanol aus praparier-
tem Zellwandmaterial (ZWM) durch Verseifung (Fry, 1988) bestimmt. Dazu wurden ca. 5 mg
ZWM in KunststoffgefaRe (25 ml) eingewogen und 5 ml kaltes Wasser zugefiihrt. An-
schlieBend wurden 1,33 ml 200 mM KOH zugesetzt, die Gefalie gasdicht verschlossen und
bei 4°C fur 5 h auf dem Horizontalschittler (LS 30 / RO 30, Gerhardt, Bonn) bei 80 rpm ge-
schuttelt. Die Proben wurden dann mit 0,44 ml 1 M K,HPO, neutralisiert und die Menge des
entstandenen Methanol wie unter 2.6.5.3 beschrieben bestimmt, wobei die 600 pl Pektin-
I6sung durch die Methanolprobe ersetzt und anstelle von 15 ul PME nur Wasser zugefugt

wurde.

Der Methylierungsgrad vom Pektin wurde rechnerisch in Mol-Prozent (Mol Methanol pro 100
Mol Galakturonsaureequivalente) ausgedriickt. Der Gehalt an unmethyliertem Pektin wurde
ebenfalls rechnerisch bestimmt, indem zunéchst der Gehalt an methyliertem Pektin be-

rechnet und dann vom Gesamtpektingehalt abgezogen wurde.
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2.6.7 Statistik

Alle in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse dokumentieren jeweils typische Einzelexperi-
mente aus mehreren, mindestens jedoch zwei Versuchswiederholungen. Eine Ausnahme
bildet hierbei der Versuch mit den transgenen Kartoffelpflanzen, der nur ein mal durchgefihrt

werden konnte.

Die statistische Auswertung erfolgt mit dem Statistikprogramm SAS, Version 6.12 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Jeder MeRRpunkt in den aufgefihrten Graphiken und Tabellen
setzt sich aus mindestens 3 Wiederholungen zusammen (genaue Angabe in der jeweiligen

Legende) und ist mit der Standardabweichung dargestellt.

Unterschiede zwischen Mittelwerten (p < 0,05) wurden mit dem Tukey-Test oder F-Test er-
mittelt und durch unterschiedliche Buchstaben kenntlich gemacht. Die Bestimmtheitsmaf3e
bei Korrelationen sind entsprechend ihrem Signifikanzgrad mit ***, ** bzw. * flr p < 0,001;

< 0,01 bzw. < 0,1 gekennzeichnet.
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Bestimmung der Al-Toxizitat anhand verschiedener Parameter in

N&hrlésungsversuchen

3.1.1 Einflu3 von Al auf Ackerbohne und verschiedene Maisgenotypen

Der Maisgenotyp Helix sollte im Rahmen dieser Arbeit als Standardgenotyp verwendet

werden, war aber bisher noch nicht auf seine Al-Empfindlichkeit getestet worden. Auch Uber

die Reaktion der Ackerbohnensorte "Herz Freya" auf Al lagen bisher keine konkreten Daten

vor, so dafl3 Herz Freya und Helix zusammen mit zwei Maissorten, deren Al-Empfindlichkeit

bekannt war, zunachst in einem Nahrlésungsversuch untersucht wurden. Lixis (Al-sensitiv)

und ATP-Y (Al-resistent) wurden dabei als Referenz verwendet.

Um die Al-Empfindlichkeit von Mais und Ackerbohne zu vergleichen wurde in Nahrlésungs-

versuchen das Wurzellangenwachstum als primarer Parameter, aber auch Kalloseinduktion

und Al-Gehalte der Wurzelspitzen untersucht.
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Abb. 1: EinfluB des Al-Angebots auf das Wurzellangenwachstum (A) und das relative
Wurzellangenwachstum (B) bei drei verschiedenen Maisgenotypen und einer
Ackerbohnensorte. Inkubation fiir 24 h in NL mit verschiedenen Al-Konzentrationen
bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unter-
schiedlich in bezug auf den Genotyp (p < 0,05; Tukey-Test), £SD mit n = 20.
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In Abb. 1A ist das Wurzellangenwachstum (WLW) dargestellt. Steigendes Al-Angebot flhrte
sowohl bei Mais als auch bei Ackerbohne zur Verringerung des Wurzelwachstums. In Abwe-
senheit von Al zeigten sich bei den untersuchten Pflanzen grof3e Unterschiede im Wurzel-
wachstum, wobei Ackerbohne den geringsten Zuwachs aufwies. Der Maisgenotyp ATP-Y
zeichnete sich durch ein besonders starkes Wachstum (23 mm d*) aus, wéhrend das
Wachstum von Lixis und Helix mit ca. 16 mm d* deutlich geringer war. Aufgrund der unter-
schiedlichen Wichsigkeit der Genotypen wurde das relative Wurzellangenwachstum (0 uM
Al = 100%) bestimmt und in Abb. 1B dargestellt. Bei einem Al-Angebot von 10 uM war das
Wurzelwachstum des resistenten Genotyps ATP-Y auf 82 % reduziert, wahrend sich Helix
und Ackerbohne ahnlich verhielten wie der sensitive Genotyp Lixis (ca. 50% relatives WLW).
Eine Erhéhung des Al-Angebots auf 25 uM verminderte das relative WLW weiter, Lixis
reagierte mit einem relativem WLW von weniger als 20% am empfindlichsten. Das relative
WLW von Ackerbohne und Helix war auf 22 bzw. 28 % reduziert, wahrend ATP-Y mit knapp

80% am wenigsten von Al-Toxizitat betroffen war.

Als weiterer Parameter wurde die Al-induzierte Kallosebildung in Wurzelspitzen (1 cm) be-
stimmt. Sowohl bei 10 als auch bei 25 uM Al wies Lixis gefolgt von Helix die hdchste
Kalloseinduktion auf, wahrend ATP-Y nur wenig Kallose bildete. Die Al-induzierte Kallose-

bildung von Ackerbohne entsprach der von ATP-Y.
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Abb. 2: EinfluB des Al-Angebots auf die Kalloseinduktion (A) und die relative Kallose-
induktion (B) bei Wurzelspitzen (1 cm) von 3 verschiedenen Maisgenotypen und
1 Ackerbohnensorte. Inkubation fur 24 h in NL mit verschiedenen Al-
Konzentrationen bzw. 10 uM Digitonin bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den Genotyp (p < 0,05;
Tukey-Test), +SD mit n = 4.
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Kallosebildung war bislang als Parameter der Al-Toxizitat nur fir die Untersuchung von
genotypischen Unterschieden innerhalb einer Pflanzenart verwendet worden. Aus der Lite-
ratur (Kauss, 1996; und Referenzen darin) ist bekannt, daR® Kallose, ein 1,3-3-Glucan, in ver-
schiedenen Pflanzenarten sehr unterschiedlich strukturiert sein (Polymerisationsgrad etc.).
Sowohl die Struktur der Kallose als auch die Struktur der sie umgebenden Zellwand kénnen
die Extraktion bzw. Quantifizierung beeinflussen. Aus diesem Grund wurde ein Elicitor der
Kallosesynthese gesucht, der unabhangig ist von Mechanismen der Al-Resistenz, wie z.B.
die Exsudation von organischen Sauren und anderen Al-Komplexoren (Basu et al., 1994;
Horst et al., 1982; Delhaize et al., 1993b; Pellet et al., 1995; Ma et al., 2000) oder Kompar-

timentierung wie von Vazquez et al. (1999) beschrieben.

Digitonin ist bereits als Elicitor der Kallosesynthese beschrieben (Waldmann et al., 1988) und
stellte sich fur die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Pflanzenarten und Zellsuspen-
sionskulturen als geeignet heraus. Digitonin wurde als Maf3stab fur die grundlegende Fahig-
keit einer Pflanze Kallose zu bilden und zur Standardisierung der Quantifizierung von Kallose

verwendet.

In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dal3 bei einer Konzentration von 10 uM Digitonin ca. 50%
der maximalen Kallosebildungsleistung der untersuchten Pflanzenarten erreicht wurde. In
Abb. 2A ist zu erkennen, dalR sich die Digitonin-induzierte Kallosebildung zwischen den
Maisgenotypen nicht unterschied und wesentlich hdher als bei Ackerbohne war. Um diesem
Unterschied Rechnung zu tragen, wurde ahnlich wie beim Wurzellangenwachstum ein
relativer Wert bestimmt, die relative Kalloseinduktion (Digitonin = 100%). Dabei blieben die
Unterschiede bei den Maisgenotypen erhalten, d.h. Lixis und Helix wiesen eine hdhere
relative Kalloseinduktion sowohl bei 10 als auch bei 25 uM Al auf als ATP-Y (Abb. 2B). Im
Gegensatz zu den absoluten Werten war die relative Kalloseinduktion bei Ackerbohne bei

beiden Al-Angeboten héher als bei allen Maisgenotypen.

In Abb. 3 sind die Al-Gehalte von Wurzelspitzen (1 cm) dargestellt. Mit einer Steigerung des
Al-Angebots kam es zu einer Erhéhung der Al-Gehalte bei allen vier Genotypen. Dabei wies
Ackerbohne die hdchsten Al-Gehalte auf, wahrend die Maisgenotypen Lixis und Helix héhere
Al-Gehalte hatten als ATP-Y.

Es bestand eine signifikante negative Korrelation zwischen dem relativen WLW und den Al-
Gehalten (Abb. 4A) sowie eine signifikante positive Beziehung zwischen den Al-Gehalten
und der relativen Kalloseinduktion (Abb. 4B). Auch zwischen relativem Wurzellangen-
wachstums und relativer Kalloseinduktion bestand eine negative Korrelation (r* = 0,688; nicht

dargestellt).
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EinfluR des Al-Angebots auf die Al-Gehalte von Wurzelspitzen (1 cm) von 3 ver-

schiedenen Maisgenotypen und 1 Ackerbohnensorte. Inkubation fir 24 h in NL mit
verschiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buch-
staben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den Genotyp (p < 0,05; Tukey-
Test), £SD mit n = 4.
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Abb. 4: Beziehung zwischen relativem Wurzellangenwachstum und Al-Gehalt (A) bzw. Al-
Gehalt und relativer Kalloseinduktion (B) von 3 verschiedenen Maisgenotypen und
1 Ackerbohnensorte. Inkubation fir 24 h in NL mit verschiedenen Al-Konzentra-
tionen bzw. 10 uM Digitonin bei pH 4,3. Mittelwerte aus n = 20 (WLW), n =4 (Al,
Kallose), *, ** bzw. *** = signifikant bei p < 0,05; 0,01 bzw. 0,001.
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3.1.2 Einflu3 von Al auf verschiedene Kartoffelgenotypen

Aus einem groRReren Sortiment, das bereits auf seine Al-Empfindlichkeit untersucht worden
war (Kihling, 1997) wurden zwei Genotypen von Solanum tuberosum (L.) ausgesucht, die
sich in ihrer AI-Empfindlichkeit unterscheiden. Red McClure (RMC) wurde dabei als Standart
far einen Al-resistenten und Adelheid (ADH) als Al-sensitiven Genotyp ausgewahlt. Um zu
untersuchen, ob die Veranderung des Expressionsgrads von Pektinmethylesterase (PME)
die Al-Empfindlichkeit modifizieren kann wurden transgene Pflanzen in Nahrlésungsver-
suchen verwendet. Am Max-Plack Institut fur Molekulare Pflanzenphysiologie (Golm,
Arbeitsgruppe Fisahn) wurde der Genotyp Desiree als Wildtyp (WT) zur Transformation ver-
wendet und zusammen mit verschiedenen Transformanten zur Verfligung gestellt (siehe
auch 3.4.2). In einem ersten Versuch wurde neben dem WT eine Mischung (Pool) aus zwei
Uberexprimierenden Linien (PetBin 3, PetBin 5) verwendet und im folgenden als Trans-

formante (Transf.) bezeichnet.
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Abb. 5: EinfluB des Al-Angebots auf das Wurzellangenwachstum (A) und das relative
Wourzellangenwachstum (B) bei vier verschiedenen Kartoffelgenotypen. Inkubation
far 24 h in NL mit verschiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den Geno-
typ (p < 0,05; Tukey-Test), £SD mit n = 10.

In Abwesenheit von Al war das WLW am stéarksten beim Wildtyp (Abb. 5A), gefolgt von ADH
und der Transformante, wahrend RMC das geringste Wachstum zeigte. Mit steigendem Al-
Angebot kam es bei allen Genotypen zu einer Reduktion des Wurzellangenwachstums. Um
die unterschiedliche Wiichsigkeit der Genotypen zu berlcksichtigen, wurde das relative
WLW berechnet (Abb. 5B). Dabei zeigte sich, daf} bei einem Angebot von 10 uM Al das
WLW von ADH und der Transformante auf 49 bzw. 44% reduziert war, wahrend bei RMC
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und dem Wildtyp nur ein Rickgang auf 63 bzw. 66% zu beobachten war. Bei einer Steige-
rung des Al-Angebots auf 25 uM zeigte sich ein ahnliches Bild, das WLW war am starksten
bei ADH und der Transformante eingeschrankt, wahrend RMC und der Wildtyp weniger stark
betroffen waren. Wurden beide Al-Angebote in der statistischen Analyse beriicksichtigt
konnten die Genotypen in zwei Gruppen unterteilt werden: RMC und der Wildtyp waren
signifikant (F-Test, p < 0,05) weniger in ihrem relativen WLW eingeschrankt als ADH und die

Transformante.
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Abb. 6: EinfluR des Al-Angebots auf die Kalloseinduktion bei Wurzelspitzen (1 cm) von vier
verschiedenen Kartoffelgenotypen. Inkubation fiir 24 h in NL mit verschiedenen Al-
Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signi-
fikant unterschiedlich in bezug auf den Genotyp (p < 0,05; Tukey-Test), £SD mit
n=6.

Durch ein steigendes Al-Angebot kam es zu einer Erhéhung der Kalloseinduktion bei allen
vier Genotypen (Abb. 6). Bei 10 uM Al waren aufgrund der hohen Standardabweichungen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen zu beobachten, aber es deutete
sich an, dal3 durch Al bei ADH und der Transformanten mehr Kallose induziert wurde als bei
RMC und WT. Diese Unterschiede in der Al-induzierten Kallosebildung waren bei der Erh6-
hung des Al-Angebots auf 25 UM ausgepréagter, zwischen ADH und der Transformanten war
die Induktion signifikant hdher als bei RMC. Wie bereits beim relativen WLW kam es bei der
Berucksichtigung beider Al-Angebote in der statistischen Auswertung zu einem signifikanten
(F-Test, p < 0,05) Unterschied zwischen dem Al-sensitiven Genotyp ADH und der Trans-
formanten gegentber dem Al-resistenten Genotyp RMC und dem Wildtyp.
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Nach Inkubation der Wurzeln mit 10 uM Al waren die Al-Gehalte in den Wurzelspitzen der
Transformanten am hdchsten, wahrend ADH und der Wildtyp ahnliche Gehalte hatten und
RMC den geringsten Gehalt aufwies (Abb. 7). Nur die Unterschiede zwischen der Trans-
formante und RMC waren signifikant. Die Steigerung des Al-Angebots auf 25 uM fihrte zu
einer Erh6hung der Al-Gehalte. Auch bei diesem Angebot wies die Transformante den hdch-
sten und RMC den niedrigsten Gehalt auf, wahrend sich ADH und der Wildtyp durch sehr
ahnliche, mittlere Gehalte auszeichneten. Unter Berlicksichtigung beider Al-Angebote zeigte
die Transformante signifikant héhere (F-Test, p < 0,05) Al-Gehalte als alle anderen

Genotypen.
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Abb. 7: EinfluB des Al-Angebots auf die Al-Gehalte bei Wurzelspitzen (1 cm) von vier ver-
schiedenen Kartoffelgenotypen. Inkubation fir 24 h in NL mit verschiedenen Al-
Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signi-
fikant unterschiedlich in bezug auf den Genotyp (p < 0,05; Tukey-Test), £SD mit
n=4.

3.1.3 Beziehung zwischen Wurzellangenwachstum und Kalloseinduktion

Bei dem Vergleich von Ackerbohne und Mais (3.1.1) in Hinblick auf WLW und Kallose hatte
sich bereits gezeigt, dal’ sich Genotypen und Arten aufgrund der relativen Werte vergleichen
lieRen. Im folgenden soll nun untersucht werden, ob dies auch mdglich ist, wenn eine weitere
Pflanzenart (Kartoffel) mit 9 Genotypen (3.4.2) und auch Maispflanzen nach Adaptation an

Salzstrel (3.3.3.2) in diese Beziehung mit einflieRen.
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Zwischen den absoluten Werten des WLW und der Kalloseinduktion bestand keine Be-
ziehung, auch mit den Al-Gehalten der Wurzelspitzen liel3 sich keine Beziehung wie sie z.B.
beim Vergleich Mais / Ackerbohne (3.1.1) oder Kartoffelgenotypen (3.4.2) entstanden war
wiederfinden. Hingegen bestand eine hochsignifikante, negative Beziehung zwischen dem

relativem WLW und der relativen Kalloseinduktion.

Relative Kalloseinduktion [%]

300
O
250 + o
O
OO
200 - o
150 - I'2= 0,366***
y= 256,81 - 2,91x
100 + O
50 H ° ()
10 uM Al ®
O 25uMAl o°H
0 T T T T T T T

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Relatives WLW [%)]

Abb. 8: Beziehung zwischen relativem Wurzellangenwachstum und der relativen Kallose-
induktion von 3 verschiedenen Maisgenotypen, Maisgenotyp Helix nach NaCl-
Adaptation, 1 Ackerbohnensorte und 9 verschiedenen Kartoffelgenotypen. Inkuba-
tion fur 24 h in NL mit 10 oder 25 uM Al bzw. 10 uM Digitonin bei pH 4,3. Mittel-
werte aus verschiedenen Versuchen, WLW: n = 20 (Mais, Ackerbohne) bzw. 10
(Kartoffel), Kallose: n = 4 (Mais, Ackerbohne) bzw. 5 (Kartoffel), *, ** bzw. ***
= signifikant bei p < 0,05; 0,01 bzw. 0,001.
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3.2 Lokalisation von Al und Kallose in Wurzeln von Ackerbohne und

Mais

3.2.1 Differenzierung der raumlichen Verteilung von Aluminium in Wurzeln

3.2.1.1 Radiale Verteilung von Al

Das Schockgefrieren und die Gefriersubstitution der Wurzeln resultierte in einer zufrieden-
stellenden Strukturerhaltung (Abb. 9), so dal3 die Unterscheidung von Zellkompartimenten
(Vesikel, Vakuolen, Zellkern) méglich und somit symplastische Messungen méglich waren.
Allerdings wurde bei der LAMMA-Messung (durchgefuihrt von S. Marienfeld, FZ Jilich) nicht
zwischen einzelnen Zellkompartimenten unterschieden, so dalRl die intrazellularen
(symplastischen) Messungen sowohl zytoplasmatische, nukleare, als auch vakuolare Kom-

partimente umfassen.

Abb. 9: Lichtmikroskopisches Bild eines lateralen Schnittes im Abstand von 1 mm von der
Spitze einer Maiswurzel. Farbung mit Methylenblau, Phasenkontrastaufnahme,
200 x VergrofZerung.

Um zu untersuchen, ob Al wahrend der Praparation der Proben verlagert wurde, wurden
Wourzeln fur 5 sec in eine Losung mit 50 uM Al eingetaucht. In Abb. 10 ist zu sehen, dal3 es
nicht zu einer Verlagerung des Al aus der Rhizodermis in tiefere Zellschichten kam, und

bereits in der auReren Cortex das Al-Signal so niedrig wie in der Kontrolle war.
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Abb. 10: Radiale Verteilung von Al in Maiswurzeln (Abstand 1-2 mm von der Wurzelspitze)
nach kurzfristiger Behandlung mit Al. Inkubation der Wurzeln flr 5 sec. £50 uM Al
bei pH 4,3. Mittelwerte +SD mit n = 5.
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Abb. 11: Radiale Verteilung von Al in Wurzeln (Abstand 1-2 mm von der Wurzelspitze) von
Mais und Ackerbohne nach Behandlung mit Al. Inkubation der Wurzeln fir 1 bzw.
3 h +50 uM Al bei pH 4,3. Mittelwerte +SD mit n =5.
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Im Bereich 1-2 mm von der Wurzelspitze war das Al-Signal in der Rhizodermis immer am
hochsten (Abb. 11), wobei der Gradient der Al-Verteilung bei Mais und Ackerbohne unter-
schiedlich war. Bei Ackerbohne wurde Al vorwiegend in den dufReren Zellschichten zurtick-
gehalten, wahrend Al in Maiswurzeln tiefer eindrang und bereits nach 1 h die Stele erreichte.

Somit stellte die sich differenzierende Endodermis in Mais keine Barriere gegen Al dar.

Die Al-Signale des Symplasten betrugen sowohl bei Mais als auch Ackerbohne nur 1-5% der
Signale der Zellwand (Abb. 12). In Maiswurzeln war Al im Symplasten aller Cortexzellen zu
finden wahrend in Ackerbohnenwurzeln symplastisches Al nur in Zellen der Rhizodermis und

des dufRReren Cortex detektierbar war.
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Abb. 12: Vergleich der radialen Verteilung von Al in der Zellwand (linke Achse) und im Sym-
plasten (rechte Achse) in Wurzeln von Mais und Ackerbohne. Inkubation der
Wurzeln fir 3 h £50 uM Al bei pH 4,3. Mittelwerte +SD mit n = 5.

Die Tatsache, dal3 die Signale bei Ackerbohne hdher waren als bei Mais macht die Proble-
matik der Quantifizierung erneut deutlich. Denn im Gegensatz zu den LAMMA-Messungen
waren die Gesamtgehalte (Bestimmung mittels AAS) an Al, aber auch die Al/**K-Verhaltnisse
in Wurzelspitzen von Ackerbohne héher als bei Mais (Tab. 1). Auch wenn im Zusammen-
hang mit LAMMA von Konzentrationen gesprochen wird, so sind doch Signalintensitaten

gemeint.
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Tab. 1: Al- und K-Gesamtgehalte und berechnete lonenverhaltnisse bei Wurzelspitzen
(5 mm) von Mais und Ackerbohne, ausgehend von 6,73% natirlichem Vorkommen
von “K. Inkubation fiir 3 h £50 uM Al bei pH 4,3. Quantifizierung der lonen mittels
AAS, Mittelwerte £SD mit n = 5.

lonengehalt [umol (g TS)-1] lonenverhaltnis
Pflanze  Al-Angebot Al K Al / K Al / K
Mais - 1,04 +0,08 441,4 +84,37 0,002 0,032
+ 46,30 +5,88 502,5 £ 25,21 0,093 1,378
Ackerbohne - 2,23 +£0,10 610,7 =+ 3,37 0,004 0,063

+ 57,27 £1,24 541,8 £40,32 0,106 1,575
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3.2.1.2 Longitudinale Verteilung von Al

Zur Bestimmung der longitudinalen Verteilung von Al in Maiswurzeln wurden aus ver-
schiedenen Wurzelzonen radiale Schnitte gefertigt und am LAMMA von S. Marienfeld (FZ,
Jilich) untersucht. Hohere Al-Signale entlang des gesamten Wurzelradius der Zone 1-2 mm
im Vergleich zur Calyptra, der Elongationszone und der Differenzierungszone (> 10 mm)
wiesen auf eine hdhere Al-Aufnahme und -Mobilitat in dieser Zone hin (Abb. 13). Die reife
Endodermis in der Differenzierungszone stellte eine Barriere flr den Eintritt von Al in die
Stele dar.
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Abb. 13: Radiale Verteilung von Al in verschiedenen Zonen von Maiswurzeln. Inkubation fur
3 h +50 uM Al bei pH 4,3. Mittelwerte +SD mit n = 5.

3.2.2 Vergleich der Al-Empfindlichkeit von individuellen Wurzelsegmenten von
Mais und Ackerbohne

3.2.2.1 Al-Gehalte

Da sich bei den LAMMA-Messungen bereits abgezeichnet hatte, dal3 die Al-Verteilung in der
Wurzel einen starken Gradienten aufweist, wurden die Al-Gehalte von einzelnen Wurzel-
segmenten (1 mm) bei Mais und Ackerbohne mittels AAS genau quantifiziert (Abb. 14). Die
Al-Gehalte zeigten sowohl bei Mais als auch bei Ackerbohne einen deutlichen Gradienten

entlang des Wurzelapex, mit dem hochsten Gehalt im ersten Millimetersegment und den
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niedrigstem Gehalt im Bereich 4-5 mm (Mais) bzw. 2-5 mm (Ackerbohne). Insgesamt waren

die Al-Gehalte bei Ackerbohne héher und der Gradient steiler als bei Mais.
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Abb. 14: Longitudinale Verteilung von Al in einzelnen Wurzelsegmenten von Mais und
Ackerbohne. Inkubation fir 3 h in NL £50 uM Al bei pH 4,3. Mittelwerte mit ver-
schiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf die Segmente
(p < 0,05; Tukey-Test), £+SD von 7 Wiederholungen bestehend aus 10 einzelnen
mm-Segmenten.

3.2.2.2 Kalloseinduktion

Die unterschiedliche longitudinale Verteilung der Al-Gehalte legte nahe, auch die Kallose-
induktion der einzelnen Wurzelsegmente zu untersuchen. Bei der Al-induzierten Kallose-
bildung (Abb. 15) zeigte sich ein anderes Verteilungsmuster als bei den Al-Gehalten. Auch
hier gab es bei beiden Pflanzenarten einen Gradienten, aber das Maximum war im zweiten
Millimetersegment (1-2 mm) zu finden, gefolgt von einem Abfall der Kalloseinduktion in
basaleren Wurzelregionen, der bei Maiswurzeln besonders steil ausfiel. Das erste Segment
wies eine ahnliche Kalloseinduktion auf wie folgende Wurzelabschnitte. Wie bereits in 3.1.1

festgestellt, war die Kalloseinduktion bei Ackerbohnen deutlich niedriger als bei Mais.

Um die grundlegende Fahigkeit zur Kallosebildung der einzelnen Segmente zu bestimmen,
wurden die Wurzeln mit Digitonin behandelt (siehe auch 3.1.1). Auch bei Inkubation mit
Digitonin war die Kallosebildung bei Ackerbohne geringer als bei Mais (Abb. 16). Wahrend
bei Mais die Digitonin-induzierte Kallosebildung einen steilen Gradient mit einem Maximum

im erste Segment aufwies, zeigte der erste Millimeter von Ackerbohnenwurzeln die geringste
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Kallosebildung. Die Region 1-4 mm zeichnete sich durch hdhere Induktion aus, die im spéate-

ren Segment (4-5 mm) wieder etwas abnahm.
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Abb. 15: Longitudinale Verteilung der Al-induzierten Kallosebildung in einzelnen Wurzel-
segmenten von Mais und Ackerbohne. Inkubation fir 3 h in NL £50 uM Al bei pH
4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in
bezug auf das Segment (p < 0,05; Tukey-Test), +SD von 3 Wiederholungen be-
stehend aus 5 einzelnen Millimetersegmenten.

Um die unterschiedliche Fahigkeit zur Kallosebildung der beiden Pflanzenarten und der
einzelnen Segmente zu bericksichtigen, wurde die relative Al-induzierte Kallosebildung be-
rechnet und in Abb. 17 dargestellt. Sowohl Mais als auch Ackerbohne zeigten einen Gradient
in der relativen Kalloseinduktion, wobei es in Héhe und Verlauf Unterschiede zwischen den
beiden Pflanzenarten gab. Ackerbohne zeigte einen steilen Gradienten mit einem Maximum
im ersten Segment und eine Stagnation der relativen Kalloseinduktion ab dem 2. mm. Das
Maximum war bei Mais hingegen im Segment 1-2 mm zu finden, in allen weiter basal ge-
legenen Segmenten kam es zu einer Verminderung der relative Kalloseinduktion (bis zu

5 mm).
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Abb. 16: Longitudinale Verteilung der Digitonin-induzierten Kallosebildung in einzelnen
Wurzelsegmenten von Mais und Ackerbohne. Inkubation fir 3 h in NL +10 uM
Digitonin. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich
in bezug auf das Segment (p < 0,05; Tukey-Test), +SD von 3 Wiederholungen be-
stehend aus 5 einzelnen Millimetersegmenten.
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Abb. 17: Longitudinale Verteilung der relativen Kalloseinduktion in einzelnen Wurzel-
segmenten von Mais und Ackerbohne. Inkubation fir 3 h in NL £50 uM Al oder 10
1M Digitonin bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich in bezug auf das Segment (p < 0,05; Tukey-Test), £+SD von
3 Wiederholungen bestehend aus 5 einzelnen Millimetersegmenten.
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3.3 Bedeutung des Pektingehalts fur die Al-Toxizitat

3.3.1 Verteilung von Pektin in Wurzeln von Mais und Ackerbohne - qualitative

Bestimmung

Ruthenium Rot (RR) ist ein Farbstoff der an Pektine bindet. Die Voraussetzung fur die
Bindung ist das Vorhandensein von zwei negativen Ladungen die sich im Abstand von 4,2 A
am Pektin befinden (Sterling, 1970), so daf’ nicht das gesamte Pektin erfaf3t wird, sondern
vorwiegend Doméanen des Polymers, die nicht verestert sind. Folglich sind Bereiche ohne
RR-Farbung nicht zwangslaufig frei von Pektinen, sondern es kénnen sich dort auch Pektine
mit hohem Veresterungsgrad befinden. Die Farbung mit RR zeigt also Regionen auf, die

Pektine mit zum Teil freien Carboxylgruppen besitzen.

Bei der Farbung von radialen (ohne Bild) und longitudinalen Schnitten war im Lichtmikroskop
zu erkennen, daf sich bei Mais nur die Calyptra und die ersten 2 mm der Wurzelspitze an-
farben lieRen. Nur die duRRerste Zellschicht (Epidermis) wies hier eine Farbung auf (Abb. 18).
Bei Ackerbohnen liel3 sich ein langerer Teil der Wurzel anfarben, darliber hinaus waren
mehrere Zellschichten der Wurzel betroffen (Abb. 19). Dies zeigt, dal sich die Verteilung von

vorwiegend unmethyliertem Pektin in Mais und Ackerbohne unterschiedlich verhielt.



-49-

Abb. 18: Lichtmikroskopische Aufnahme eines longitudinalen Schnittes einer Maiswurzel.
Farbung mit Ruthenium Rot, 10 x Vergré3erung, der Balken reprasentiert 0,15 mm.

Abb. 19: Lichtmikroskopische Aufnahme eines longitudinalen Schnittes einer Ackerbohnen-
wurzel. Farbung mit Ruthenium Rot, 10 x VergroRerung, der Balken reprasentiert
0,15 mm.
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3.3.2 Verteilung von Pektin in Wurzeln von Mais und Ackerbohne - quantitative

Bestimmung

Nicht nur die qualitative Verteilung von Pektin war unterschiedlich, sondern auch bei der
Quantifizierung des Pektins zeigte sich ein steiler Gradient entlang der Wurzel, wobei der
erste Millimeter der Wurzelspitze die héchsten Pektingehalte aufwies (Abb. 20). Sowohl bei
Mais als auch bei Ackerbohne verringerte sich der Pektingehalt und stagnierte ab dem
dritten Wurzelsegment (2-3 mm). Ackerbohne, eine dicotyle Pflanze, besal3, wie laut Carpita
und Gibeaut (1993) zu erwarten, wesentlich hohere Pektingehalte auf als der monocotyle

Mais.
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Abb. 20: Pektingehalte von einzelnen Wurzelsegmenten bei Mais und Ackerbohne. Mittel-
werte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf
das Segment (p < 0,05; Tukey-Test), +SD von 12 Wiederholungen bestehend aus
15 einzelnen Millimetersegmenten.

3.3.2.1 Beziehung zwischen Pektingehalt und Parametern der Al-Toxizitat in

unterschiedlichen Wurzelsegmenten von Mais und A ckerbohne

Der Pektingehalt einzelner Wurzelsegmente von Mais und Ackerbohne stand in einer hoch-
signifikanten, positiven linearen Beziehung zum Al-Gehalt (Abb. 21A). Dartiber hinaus kam
es mit steigendem Al-Gehalt zu einer Steigerung der relativen Kalloseinduktion. Diese
ebenfalls hochsignifikante lineare Beziehung ist in Abb. 21B dargestellt. Auch fir die Be-

ziehung zwischen Pektingehalt und relativer Kalloseinduktion wurde die Korrelation be-
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rechnet, die mit einem Koeffizienten von r> = 0,781*** ebenfalls hochsignifikant war (nicht

dargestellt).
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Abb. 21: Beziehung zwischen Pektingehalt und Al-Gehalt (A) und Al-Gehalt und relativer
Kalloseinduktion (B) von einzelnen Wurzelsegmenten von Mais und Ackerbohne.
Inkubation fur 3 hin NL +50 uM Al oder 10 uM Digitonin bei pH 4,3. Mittelwerte +SD
aus n =12 (Pektin), n =7 (Al), n = 3 (Kallose) bestehend aus 15 (Pektin), 10 (Al), 5
(Kallose) einzelnen Millimetersegmenten. *, ** bzw. *** = signifikant bei p < 0,05;

0,01 bzw. 0,001.

3.3.3 Einfluld von veranderten Pektingehalten bei Maiswurzeln auf Parameter

der Al-Toxizitat

Nachdem sich gezeigt hatte, dal3 der Pektingehalt eine wichtige Rolle fur die Bindung von Al

und far die Schadigung durch Al, gemessen anhand der relativen Kalloseinduktion, spielt,

sollte im folgenden der Pektingehalt von Wurzeln verandert werden. Eine einfache Mdglich-

keit den Pektingehalt von Wurzeln zu verandern, stellte die kurzfristige (bis zu 30 min)

Behandlung von Wurzeln mit Pectolyase dar. Dieses Enzym katalysiert die Depolymerisation

des Pektins durch Spaltung der Glykosidbindung in der Polygalakturonankette (Rexova-

Benkova und Markovic, 1976; Baldwin und Pressey, 1989) und reduziert auf diese Weise
den Pektingehalt. Dartber hinaus haben Zhong und Lauchli (1988; 1993) gezeigt, daf} Salz-

stre3 bei Baumwolle zur Erhéhung der Pektingehalte bei Primarwurzeln von Baumwolle

fuhrte. Beide Verfahren wurden angewendet und die Ergebnisse sind im folgenden darge-

stellt.
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3.3.3.1 Al-Gehalte von Maiswurzeln nach Behandlung mit Pectolyase

Nach der Behandlung der Wurzeln mit Pectolyase stellte sich der Ausgangpektingehalte
nach wenigen, spatestens nach 5 Stunden wieder ein (nicht dargestellt), so dal} keine
langerfristigen Versuche wie sie im allgemeinen bei der Bestimmung des WLW (12 oder
24 h) bendétigt werden, durchgefuihrt worden sind. Zur Vereinfachung des Systems wurde mit
abgeschnittenen, 6 cm langen Wurzeln gearbeitet, von denen zur Bestimmung des Pektin-
und Al-Gehalts nur der erste cm untersucht wurde. Dabei stellte sich heraus, da3 es mit
langerer Behandlung der Wurzel zu einer signifikanten Abnahme der Pektingehalte und

nachfolgend zu sinkenden Al-Gehalten kam (Tab. 2).

Tab. 2 : Pektin- und Al-Gehalte in Wurzelspitzen (1 cm) nach unterschiedlich langer Be-
handlung mit Pectolyase. Behandlung der Wurzeln mit Pectolyase mit an-
schlieBender Inkubation in Nahrlésung +50 uM Al fir 3 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf die Be-
handlungsdauer (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit n = 4 (Pektin), n = 3 (Al).

Behandlung mit Pectolyase [min]

0 15 30
Al-Gehalt [ng cm™] 82,11 +4,85 a 56,32 £3,22 b 39,63 +£6,16 ¢
Pektingehalt [mg
GsE (g ZWM)™Y] 53,43 +4,58 a 37,43 £2,42 b 31,03 £+591 b

3.3.3.2 Auswirkung der Adaptation von Maispflanzen an Salzstrel3 auf die Al-
Empfindlichkeit

Die Adaptation von Maispflanzen an Salzstre3 (150 mM NaCl) fuhrte zu einer Erh6hung des
Pektingehalts. Um eine Beeintrachtigung der Pflanzen durch aufgenommenes NaCl zu ver-
meiden, wurden sie vor dem eigentlichen Versuch zur Bestimmung der Al-Toxizitat zwei
Tage ohne Salzstreld kultiviert. Der Pektingehalt in Wurzelspitzen (5 mm) von normalen
Pflanzen betrug 53 mg und war bei den adaptierten Pflanzen nach zwei Tagen ohne Salz-
streR auf 78 mg GsE (g ZWM)™ erhoht.

Obwohl sich der NaCl-Gehalt der Pflanzen nach 2 Tagen Kultur ohne Salzstre3 normalisiert

hatte (nicht dargestellt), war das Wurzellangenwachstum im Vergleich zu den normalen
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Pflanzen (nicht adaptiert) signifikant geringer (Abb. 22A). Eine Erhéhung des Al-Angebots

fuhrte bei den normalen und adaptierten Pflanzen zu einer deutlichen Reduktion des WLW.

Um der unterschiedlichen Wiichsigkeit Rechnung zu tragen, wurde das relative WLW be-
rechnet (Abb. 22B). Dabei zeigte sich, dal das Wurzellangenwachstum der adaptierten

Pflanzen signifikant starker reduziert war als das der normalen Pflanzen.

9 WLW [mm d'l] Relatives WLW [%)]
80 A a r~71 Normal B L 70
T KXXX NaCl-adaptiert
70 a
T - 60
60 -
. - 50
50 a
a —( T - 40
40 + 1
b - 30
Wi7E ;
20 - - 20
10 - 5 b - 10
T
0 0
0 10 25 10 25
Al-Angebot [uM] Al-Angebot [uM]

Abb. 22: EinfluB des Al-Angebots auf das Wurzellangenwachstum (A) und das relative
Wurzellangenwachstum (B) bei normalen und NaCl-adaptierten Maispflanzen.
Inkubation fir 24 h in NL mit verschiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittel-
werte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf

die Adaptation (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit n = 20.

Bei der Kalloseinduktion als MaR fur die Schadigung der Wurzeln durch Al zeigte sich ein
ahnliches Bild, die adaptierten Pflanzen wiesen in beiden Al-Angeboten eine héhere Kallose-
induktion als die normalen Pflanzen auf. Dieser Unterschied war aufgrund der hohen Stan-

dardabweichung nur bei einem Al-Angebot von 10 puM signifikant (Abb. 23).

Die Adaptation der Pflanzen an SalzstreR fihrte auerdem in diesen Wurzelspitzen zu
hoheren Al-Gehalten als in Wurzelspitzen von normalen Pflanzen (Abb. 24A). Bei den adap-
tierten Pflanzen war nicht nur der Gesamtgehalt von Al in den Wurzelspitzen erhéht sondern
auch der Gehalt an schwer-austauschbarem Al (Al-Gehalt nach Austausch mit Ba,
Abb. 24B).
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Abb. 23: EinfluB des Al-Angebots auf die Kalloseinduktion bei normalen und NaCl-
adaptierten Maispflanzen. Inkubation fur 24 h in NL mit verschiedenen Al-
Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind
signifikant unterschiedlich in bezug auf die Adaptation (p < 0,05; Tukey-Test), +SD
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24: Einflul3 des Al-Angebots auf den Al-Gehalt vor (A) und nach (B) Austausch mit Ba
bei normalen und NaCl-adaptierten Maispflanzen. Inkubation fir 24 h in NL mit ver-
schiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3, Austausch fir 15 min mit 50 mM BaCl..
Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug
auf die Adaptation (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit 7 Wiederholungen bestehend

jeweils aus 2 Wurzelsegmenten (5 mm).
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3.3.4 Veranderung des Pektingehalts durch Adaptation an NaCl und DCB bei

Maissuspensionszellkulturen

Zellsuspensionskulturen sind fur die Untersuchung von Al-Toxizitat bereits mehrfach ver-
wendet worden. Sie bieten den Vorteil, daf3 eine grof3en Anzahl von Zellen bzw. eine grof3e

Oberflache dem Einfluf3 von Al gleichmaRig ausgesetzt werden kann.

Analog zu den Maispflanzen wurde mit Zellsuspensionskulturen von Mais eine Veranderung
des Pektingehalts Uber Adaptation an Salzstre3 (200 mM NacCl) durchgefuhrt. Aus der Lite-
ratur ist bekannt, dafd dies zur Veranderung der Zellwandzusammensetzung, u.a. zu einer
Erhdhung des Pektingehalts, fuhrt (Iraki et al., 1989; Zhong und Lauchli, 1993). Eine weitere
Erhdhung des Pektingehalts kann Uber die Anpassung der Zellkultur an 2,6-Dichlorbenzo-
nitril (DCB) erreicht werden (Shedletzky et al., 1990; 1992).

Pektingehalt [mg GSE (g ZWM)™]

100
a

-l 7

% de de
e
20 +
0 [ s B ) B By R R
$()‘((\@ OO% v 1 AN N S A0 WD
Kulturdauer Behandlungsdauer
ohne NaCl [d] mit Pectolyase [min]

Abb. 25: Pektingehalte von Zellsuspensionskulturen von Mais nach langfristiger Adaptation
an NaCl (200 mM) oder DCB (1 uM) und kurzfristiger Behandlung mit Pectolyase.
Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich (p < 0,05;
Tukey-Test), +SD mit n = 4.

Die Adaptation der Zellen an DCB flhrte zu einem starken Anstieg (86%) des Pektingehalts
im Vergleich zu den normalen (unadaptierten) Zellen (Abb. 25). Ein Anstieg des Pektin-
gehalts um 31% war nach der Adaptation an NaCl zu beobachten. Die NaCl-adaptierten
Zellen wurden Uber einen Zeitraum von bis zu 21 Tagen in Abwesenheit von NaCl weiter

kultiviert, was den Pektingehalt reduzierte. Nach 14 Tagen war der Pektingehalt &hnlich wie
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bei normalen Zellen, nach 21 Tagen lag er sogar darunter. Die Behandlung von Zellen mit
Pectolyase fuhrte bereits nach 5 min zu einer deutlichen Reduktion des Pektingehalts auf
46%. Eine langere (10 und 15 min) Enzymbehandlung verringerte den Pektingehalt nur noch

wenig.

Um Interaktionen zwischen NaCl und Al in den Zellkulturen zu verhindern (siehe auch
3.3.3.2) wurde bei den NaCl-adaptierten Zellen das Kulturmedium mehrfach taglich ausge-
tauscht. Nach 2 Tagen hatte sich der Salzgehalt der NaCl-adaptierten Zellen normalisiert

(nicht dargestellt) und sie wurden in Versuchen zur Al-Toxizitat eingesetzt.

Die Adaptation an NaCl und DCB hatte auRerdem Auswirkungen auf das Wachstum der
Zellkulturen (Abb. 26). Das Frischgewicht nahm bei den NaCl-adaptierten wesentlich lang-
samer zu als bei den normalen und bei den DCB-adaptierten Zellen. Eine Stagnation des
Wachstums trat bei den normalen Zellen nach 15 Tagen ein, wahrend das Wachstum bei
DCB- und NaCl-adaptierten Zellen langer anhielt (23 d bzw. 30 d). In Vorversuchen hatte
sich gezeigt, dalR hauptsachlich Zellen aus der linearen Wachstumsphase empfindlich auf Al
reagierten (nicht dargestellt), deshalb wurden flr die eigentlichen Versuche Zellen nach 5, 16

bzw. 11 Tagen (normale, NaCl- bzw. DCB-adaptierte Zellen) Kultur eingesetzt.
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0,0 ~
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Abb. 26: Wachstum von Zellsuspensionskulturen von Mais nach Adaptation an NaCl
(200 mM) oder DCB (1 uM). Mittelwerte +SD mit n = 6.
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3.3.5 Einflul3 von veranderten Pektingehalten bei Suspensionszellkulturen von

Mais auf Parameter der Al-Toxizitat

3.3.5.1 EinfluR des Pektingehalts auf die Kalloseinduktion

Ein steigendes Al-Angebot flhrte in allen Zellen zu steigender Kalloseinduktion (Abb. 27).
Allerdings war der Gehalt an Kallose, der von einer bestimmten Al-Konzentration induziert
wurde, zwischen verschieden behandelten Zellen sehr unterschiedlich. Die niedrigste
Kalloseinduktion trat bei NaCl-adaptierten Zellen auf, die anschlieBend fir 2 bzw. 7 Tage
ohne NaCl subkultiviert wurden. Zellen, die fur langere Zeit ohne NaCl subkultiviert wurden,
zeigten eine ahnliche Kalloseinduktion wie normale Zellen. Bei Vorbehandlung der Zellen mit
Pectolyase verringerte sich die Kalloseinduktion mit der Verlangerung der Enzymbe-

handlung.
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Abb. 27: EinfluB von Al-Angebot und Digitoninbehandlung auf die Kalloseinduktion bei Zell-
suspensionskulturen von Mais mit unterschiedlichem Pektingehalt. Inkubation mit
verschiedenen Al-Konzentrationen oder Digitonin (20 uM) fir 2 h bei pH 4,3. Mittel-
werte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf
den Zelltyp (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mitn = 3.
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Wie bereits in 3.1.1 fir intakte Pflanzen beschrieben, wurde die Fahigkeit der verschiedenen
Zelltypen, Kallose zu bilden, mit Hilfe von Digitonin untersucht. Die Digitonin-induzierte
Kallosebildung (Abb. 27) war in den NaCl-adaptierten Zellen wesentlich geringer als bei den
normalen Zellen. Eine Subkultivierung der Zellen ohne NaCl fihrte dazu, daf sich die Fahig-
keit der Zellen zur Kallosebildung wieder den Normalzustand erreichte und nach 14 d sogar
das Niveau der normalen Zellen tGbertraf. Langere Behandlung der Zellen mit Pectolyase re-
duzierte die Digitonin-induzierte Kallosebildung im Vergleich zu den normalen Zellen,
wahrend die DCB-adaptierten Zellen ihre Fahigkeit, Kallose zu bilden, unabhangig vom

Elicitor (Al oder Digitonin) verloren (nicht dargestellt).

Um der unterschiedlichen Fahigkeit der einzelnen Zelltypen, Kallose zu bilden, Rechnung zu

tragen, wurde die relative Kalloseinduktion (Digitonin = 100 %) berechnet (Abb. 28).
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Abb. 28: EinfluB des Al-Angebots auf die relative Kalloseinduktion bei Zellsuspensions-
kulturen von Mais mit unterschiedlichem Pektingehalt. Inkubation mit verschie-
denen Al-Konzentrationen oder Digitonin (20 uM) fir 2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den Zelltyp
(p <0,05; Tukey-Test), £SD mit n = 3.

Durch diese Darstellung anderte sich die grundsatzliche Reaktion der Zelltypen auf Al nicht.
Mit Erhéhung des Al-Angebot kam es zu einer Steigerung der relativen Kalloseinduktion. Bei
einem Vergleich der einzelnen Zelltypen féllt jedoch auf, daR die relative Kalloseinduktion bei

den NaCl-adaptierten Zellen am héchsten war. Diese Erhéhung verschwand nach weiterer
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Subkultivierung ohne NaCl. Die Behandlung der Zellen mit Pectolyase verringerte mit zu-

nehmender Behandlungsdauer die relative Kalloseinduktion.

3.3.5.2 EinfluR des Pektingehalts auf die Al-Gehalte

DCB-adaptierte Zellen wiesen die hochsten Al-Gehalte von allen untersuchten Zelltypen auf
(Abb. 29). Hohe Al-Gehalte fanden sich aber auch bei den NaCl-adaptierten Zellen.
Verlangerte Subkultivierung der NaCl-adaptierten Zellen ohne Salzstref3 fihrte zu einer Re-
duktion der Al-Gehalte. Nach 14 d ohne Salzstre3 waren die Al-Gehalte auf dem gleichen
Niveau wie bei normalen Zellen. Behandlung der Zellen mit Pectolyase verringerte die Al-
Gehalte unabhangig von der Behandlungsdauer mit dem Enzym. Nicht nur die absoluten Al-
Gehalte waren vom Zelltyp beeinflul3t, sondern auch die Konzentration, bei der die Sattigung
mit Al auftrat. In normalen und Pectolyase-behandelten Zellen reagierten die Al-Gehalte nicht
auf eine Steigerung des Al-Angebots Uber 50 uM hinaus. Bei den DCB- und NaCl-adap-
tierten Zellen fihrte eine Steigerung des Al-Angebots bis zu 200 uM zu einer Erhéhung der
Al-Gehalte.
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Abb. 29: EinfluB des Al-Angebots auf die Al-Gehalte bei Zellsuspensionskulturen von Mais
mit  unterschiedlichem Pektingehalt. Inkubation mit verschiedenen Al-
Konzentrationen fir 2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind
signifikant unterschiedlich in bezug auf den Zelltyp (p < 0,05; Tukey-Test), £SD mit
n=23.
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3.3.56.3 Beziehung zwischen Pektingehalt und Parametern der Al-Toxizitéat

Zwischen dem Pektingehalt und dem Al-Gehalt vor (Gesamt-Al, Abb. 30A) und nach
(schwer-austauschbares Al, Abb. 30B) dem Austausch mit Ba bestand eine hochsignifikante

Beziehung. Das heif3t, mit steigendem Pektingehalt wurde mehr Al und dieses auch fester

gebunden.
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Abb. 30: Beziehung zwischen dem Pektingehalt und dem Al-Gehalt vor (A) oder nach (B)
Austausch mit Ba von Zellsuspensionskulturen von Mais mit unterschiedlichem
Pektingehalt. Inkubation mit 50 uM Al fir 2 h bei pH 4,3 und Austausch mit 50 mM
BaCl, fur 15 min. Mittelwerte +SD mit n = 3. *, ** bzw. *** = signifikant bei p < 0,05;
0,01 bzw. 0,001.

Der Gesamtgehalt an Al korrelierte hochsignifikant, positiv mit der relativen Kalloseinduktion

(Abb. 31), d.h. mit steigenden Al-Gehalten wurden die Zellen zunehmend geschadigt.

Auch zwischen Pektingehalt und relativer Kalloseinduktion bestand eine mit r* = 0,862 hoch-

signifikante, positive Beziehung (nicht dargestellt).
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Abb. 31: Beziehung zwischen dem Al-Gehalt und der relativen Kalloseinduktion von Zell-
suspensionskulturen mit unterschiedlichem Pektingehalt. Inkubation mit 50 uM Al
far 2 h bei pH 4,3. Mittelwerte £SD mit n = 3. *, ** bzw. *** = signifikant bei p < 0,05;
0,01 bzw. 0,001.
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3.4 Bedeutung des Methylierungsgrads von Pektin fur die Al-Toxizitat

3.4.1 Al-Gehalte von Maiswurzeln nach Behandlung mit PME

Pektinmethylesterase ist ein Enzym, das die Hydrolyse von Methylestern im Pektin kata-
lysiert und dabei freie Carboxylgruppen im Pektin schafft (Rexova-Benkova und Markovic,
1976; Bordendave, 1996). Analog zu dem unter 3.3.3.1 beschriebenen Versuch wurden ab-
geschnittene Maiswurzelspitzen (6 cm) kurzfristig (bis zu 30 min) mit PME behandelt,
anschlieBend wurden sie in Nahrlosung +Al inkubiert. Dabei stellte sich heraus, dalR es mit
langerer Behandlung der Wurzel, und somit der Zunahme von freien Carboxylgruppen im

Pektin, zu signifikant steigenden Al-Gehalten kam (Tab. 3).

Tab. 3: Al-Gehalte in Maiswurzelspitzen (1 cm) nach unterschiedlich langer Behandlung mit
PME. Behandlung der Wurzeln mit PME mit anschlieBender Inkubation in Nahr-
[6sung +50 uM Al fur 3 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben
sind signifikant unterschiedlich in bezug auf die Behandlungsdauer (p < 0,05;
Tukey-Test), +SD mit n = 3.

Behandlung mit Pektinmethylesterase [min]

0 15 30

Al-Gehalt[ngcm™] 82,11 +485 b 100,66 +17,52 ab 133,86 +1577 a

3.4.2 Einflul von Al auf Parameter der Al-Toxizitat bei transgenen Kartoffel-
genotypen mit unterschiedlichem Expressionsgrad von PME

Die verwendeten transgenen Kartoffelpflanzen wurden vom MPI, Golm zur Verfigung ge-
stellt (siehe auch 3.1.2).

In Abwesenheit von Al zeigten die Uberexprimierenden Linien (PetBin) beinahe keine
Unterschiede im WLW im Vergleich zum Wildtyp (WT) (Abb. 32). Das Wurzelwachstum der
Antisense-Linien (PPBin) hingegen war im Vergleich zum WT eingeschrankt, eine Ausnahme

stellte dabei PPBIin 20 dar, die ein &hnlich gutes Wachstum wie der WT aufwies.
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Abb. 32: EinfluB des Al-Angebots auf das Wurzellangenwachstum bei 9 transgenen Linien
von Kartoffel mit unterschiedlichem Expressionsgrad von PME. Inkubation fur 24 h
in NL mit verschiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschie-

denen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf die Linie (p < 0,05;
Tukey-Test), +SD mit n = 10.

Mit steigendem Al-Angebot kam es zu einer Verringerung des WLW bei allen untersuchten
Linien. Aufgrund der unterschiedlichen Wichsigkeit der Genotypen lie3 sich anhand des
reinen WLW in Anwesenheit von Al keine genaue Aussage Uber die Al-Empfindlichkeit der
einzelnen Linien machen. Aus diesem Grund wurde das relative WLW berechnet und in
Abb. 33 dargestellt. Bei einem Al-Angebot von 10 uM zeigte allein der Genotyp PetBin 5, der
die starkste Uberexpression von PME aufwies, eine im Vergleich zu allen anderen Linien
signifikant starkere Hemmung des WLW. Insgesamt zeigte sich jedoch die Tendenz, dal} die
Uberexprimierenden Pflanzen eher von einer Reduktion des WLW betroffen waren als der
WT oder die Antisense-Linien. Bei der Erh6hung des Al-Angebots auf 25 uM wurden diese
Unterschiede zwischen den Linien verstarkt. PetBin 5 wies dabei die grofte Einschrankung
des WLW auf, aber auch PetBin 16 und PetBin 8 waren signifikant starker durch Al im
Wachstum gehemmt als der WT oder die Antisense-Linien. Mit Ausnahme von PetBin 2
zeigte sich auRerdem, dafl3 es mit steigendem Grad der Uberexpression von PME zu einer
starkeren Al-induzierten Hemmung des WLW kam. Bei den Antisense-Linien gab es auch bei
einem Al-Angebot von 25 uM keine signifikanten Unterschiede zum WT. PPBIin 3, die Linie
mit dem niedrigsten Expressionsgrad an PME, war aber tendenziell weniger stark im WLW

eingeschrankt als der WT.
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Abb. 33: EinfluR des Al-Angebots auf das relative Wurzellangenwachstum bei 9 transgenen
Linien von Kartoffel mit unterschiedlichem Expressionsgrad von PME. Inkubation
far 24 h in NL mit verschiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf die Linie
(p <0,05; Tukey-Test), £SD mit n = 10.

Mit einer Steigerung des Al-Angebots kam es zu einer deutlichen Erhdéhung der Kallose-
induktion (Abb. 34). Bei 10 uM Al gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Linien, mit Ausnahme von PPBIn 40, die eine signifikant geringere Kallosebildung
als PetBin 16 zeigte. Insgesamt &Rt sich jedoch die Tendenz erkennen, dal3 es mit Verrin-
gerung der PME-Expression zu einer Abnahme der Al-induzierten Kallosebildung kam. Die
Erhdhung des Al-Angebots auf 25 uM hatte zur Folge, dal3 sich die genotypischen Unter-
schiede zwischen den Linien, aber auch der Zusammenhang zwischen geringerer Expres-
sion von PME und geringer Kalloseinduktion durch Al starker auspragten. PetBin 5 zeigte die
signifikant hochste Kalloseinduktion, wahrend PPBin 20 und PPBin 1 die geringste Induktion

aufwiesen.

Mit Steigerung des Al-Angebots kam es zur Erh6hung der Al-Gehalte in den Wurzelspitzen
aller untersuchten Linien (Abb. 35). In beiden Angebotsstufen zeigte sich der Trend, daf3 die
PME-Uberexprimierenden Linien héhere Al-Gehalte aufwiesen als der WT. Die verringerte
Expression von PME in den Antisense-Linien fiihrte im Vergleich zum WT kaum zu einer An-

derung des Al-Gehalts.
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Abb. 34: EinfluR des Al-Angebots auf die Kalloseinduktion in Wurzelspitzen (1 cm) von
9 transgenen Linien von Kartoffel mit unterschiedlichem Expressionsgrad von PME.
Inkubation fir 24 h in NL mit verschiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittel-
werte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf
die Linie (p < 0,05; Tukey-Test), £SD mit n = 5.
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Abb. 35: EinfluB des Al-Angebots auf die Al-Gehalte in Wurzelspitzen (1 cm) von 9 trans-
genen Linien von Kartoffel mit unterschiedlichem Expressionsgrad von PME. Inku-
bation fur 24 h in NL mit verschiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte
mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf die
Linie (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit n = 5.
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Es bestand eine hochsignifikante, negative Beziehung zwischen dem Al-Gehalt der Wurzel-
spitzen und dem relativen Wurzellangenwachstum (Abb. 36A). AulRerdem liel3 sich eine
signifikant, positive Beziehung zwischen Al-Gehalt und Kallosebildung in der Wurzelspitze
herstellen (Abb. 36B). Ebenso zeigte sich eine negative Beziehung zwischen relativem WLW
und der Kalloseinduktion, die mit r* = 0,65 eine geringere Bestimmtheit aufwies als die
beiden Beziehungen in Abb. 36.
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Abb. 36: Beziehung zwischen relativem Wurzellangenwachstum und Al-Gehalt (A) bzw.
zwischen Al-Gehalt und relativer Kalloseinduktion (B) von 9 transgenen Linien von
Kartoffel mit unterschiedlichem Expressionsgrad von PME. Inkubation fur 24 h in
NL mit verschiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte aus n = 10
(WLW), n =5 (Al, Kallose), *, ** bzw. *** = signifikant bei p <0,05; 0,01 bzw. 0,001.

3.4.3 Einflul® von Al auf die Aktivitat von PME in Wurzeln von Ackerbohne und
verschiedenen Kartoffelgenotypen

Die Aktivitat von Pektinmethylesterase (PME) wurde in vitro nicht von Al-Konzentrationen im
Bereich von 10-200 uM beeinfluf3t (nicht dargestellt). Im Gegensatz dazu konnte eine Ver-
anderung der PME-Aktivitat in Wurzelhomogenaten beobachtet werden. Bei der Gewinnung
von PME wurden Wurzeln zuerst mit Natriumphosphat-Puffer homogenisiert und extrahiert
(I6sliche Enzymfraktion). Der verbleibende Rest aus Pflanzenmaterial wurde mit 1 M NacCl
erneut extrahiert (ionische Enzymfraktion). Es erfolgte keine Aufreinigung der Enzymproben,
so daf’ im folgenden zwar von Aktivitaten gesprochen wird, sich aber keine Aussage darlber

machen laft, ob sich tatsachlich die Aktivitat im Sinne der Geschwindigkeit des Substrat-
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umsatzes oder aber die Enzymmenge im untersuchten Material verdndert hat. Da Al die
Proteingehalte der Wurzeln beeinflussen kann, wurde auch darauf verzichtet, die Aktivitaten
auf die Proteinmenge der Probe zu beziehen. Dies wurde zwar berechnet, fuhrte jedoch zu
einer deutlichen Erhéhung der Standardabweichung und erschient auch im Hinblick auf die

unbekannte Proteinzusammensetzung problematisch.

Es stellte sich heraus, daf3 die I6sliche PME-Fraktion geringere Enzymaktivitat aufwies als

die ionische Fraktion. Dies ist am Beispiel von Ackerbohne in Abb. 37 dargestellt.

Das Al-Angebot hatte keinen Einflu3 auf die PME-Aktivitat in der l6slichen Fraktion, fluhrte
aber bei der ionischen Fraktion zu einem Anstieg der Aktivitdt. Eine Steigerung der Al-

Konzentrationen tber 10 uM hinaus hatte keinen weiteren Einflul3 auf die Enzymaktivitat.
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Abb. 37: EinfluB von Al auf die PME-Aktivitat in der Iéslichen und der ionischen Enzym-
fraktion von Ackerbohnenwurzelspitzen (1 cm). Inkubation fir 2 h in NL mit ver-
schiedenen Al-Konzentrationen bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buch-
staben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf das Al-Angebot (p < 0,05;
Tukey-Test), +SD mit n = 4 bestehend aus jeweils 3 cm Wurzelmaterial.

Wahrend bei Mais keine PME-Aktivitdt bestimmt werden konnte, zeigte sich bei Kartoffel
ebenfalls, dafd sich Al nur auf die Aktivitat der ionischen PME-Fraktion auswirkte. Im Gegen-
satz zu Ackerbohne wurde hier eine deutliche Steigerung durch 50 uM Al erreicht (nicht dar-

gestellt).
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Am Beispiel von Kartoffel wurde nun der EinfluR von Al auf die PME-Aktivitat anhand der
ionischen Fraktion von zwei verschiedenen Wurzelsegmenten weiter untersucht. Dabei
wurde der Pool aus zwei transgenen Linien (Transformante, Transf.) wie bereits in 3.1.2 be-
schrieben zusammen mit dem Wildtyp (WT) und den Genotypen Adelheid (ADH) und Red
McClure (RMC) getestet.

3-6 cm tzzza O uM Al
50 uM Al

Wurzelsegment 0-1cm
14

¢ ¢
P A

2h

ab

o N M OO ©
o
o
|c
%
c
[
o
@
o
®
o
Ho
®

- | a
-§12
:)10’ T 7
E gl 7 | |
g 7h
> G’babab abab a a | =—
< a a
< 47 a aa T | 1

| % 1]

0

12 ¢

10 ¢

a 24 h
a a | =
a
a . a a il
E % : % | Inkubationszeit

RMC ADH WT Transf RMC ADH WT Transf.

O N A OO @
@
@

Abb. 38: EinfluB von Al auf die PME-Aktivitat in verschiedenen Wurzelsegmenten von
4 Kartoffelgenotypen. Inkubation fur 2; 7; 24 h in NL +50 uM Al bei pH 4,3.
Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug
auf den Genotyp (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit n = 3 bestehend aus jeweils 3 cm
Wurzelmaterial.
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Es stellte sich heraus, daf3 die Transformante in allen Wurzelsegmenten und zu jedem
untersuchten Zeitpunkt in Abwesenheit von Al die hdchste PME-Aktivitat aufwies (Abb. 38).
Grundsatzlich war die PME-Aktivitat in Wurzelspitzen (0-1 cm) hoéher als in basaleren
Wurzelbereich (3-6 cm). Kurzfristiges Al-Angebot flr 2 aber auch fur 7 h erhéhte die PME-
Aktivitat vor allem in den Wurzelspitzen der Transformante und dem Al-sensitiven Genotyp
ADH, und nur in sehr geringem Maf3e beim Wildtyp und dem Al-resistenten Genotyp RMC.
Nach 24 h Inkubation der Pflanzen mit Al verschwanden die Unterschiede sowohl zwischen

den Genotypen als auch den Behandlungen.

3.4.4 Behandlung von Maiszellsuspensionskulturen mit PME

3.4.4.1 Einflul von PME auf Parameter der Al-Toxizitat

Normale (nicht-adaptierte) und NaCl-adaptierte Zellkulturen wurden fir 5 oder 10 min mit
PME behandelt und anschlieend mit unterschiedlichen Al-Konzentrationen oder 20 uM
Digitonin inkubiert. Mit steigenden Al-Konzentrationen kam es zu steigender Kalloseinduktion
(Abb. 39).
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Abb. 39: EinfluB von Al-Angebot und Digitoninbehandlung auf die Kalloseinduktion bei
normalen und NaCl-adaptierten Zellsuspensionskulturen von Mais nach Behand-
lung mit PME. Behandlung mit PME fur 0; 5; 10 min, Inkubation mit verschiedenen
Al-Konzentrationen oder Digitonin (20 uM) fur 2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit ver-
schiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den Zelltyp

(p £0,05; Tukey-Test), £SD mit n = 3.
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NaCl-adaptierte Zellen bildeten weniger Kallose nach Al-Behandlung als die normalen
Zellen. Bei den normalen Zellen stellte Digitonin einen effektiveren Elicitor der Kallosebildung
dar, wahrend 50-100 uM Al bei den NaCl-adaptierten Zellen Kallose in ahnlicher
GroRRenordnung induzierte. Die Behandlung der Zellen mit PME hatte keinen signifikanten
Effekt auf die Al-induzierte Kallosebildung der Zellen, nur die Digitonin-induzierte
Kallosebildung wurde bei den NaCl-adaptierten Zellen durch die PME-Behandlung vermin-
dert.

Um die unterschiedliche Fahigkeit der Zellen, Kallose zu bilden, zu berlcksichtigen, wurde
die relative Kalloseinduktion (Digitonin = 100%) berechnet (Abb. 40). Auch mit diesem Para-
meter wurde deutlich, dal3 eine Steigerung des Al-Angebots zu einer Erhéhung der relativen
Kalloseinduktion sowohl in normalen als auch NaCl-adaptierten Zellen fuhrte. Im Gegensatz
zur absoluten Kalloseinduktion (Abb. 39) war die relative Kalloseinduktion bei den NaCl-
adaptierten Zellen héher. Nach langerer Behandlungsdauer der NaCl-adaptierten Zellen mit
PME kam es aufgrund der Abnahme der Digitonin-induzierten Kallosebildung zur Ver-
starkung der relativen Kalloseinduktion. Dieser Effekt konnte bei den normalen Zellen nicht

beobachtet werden.
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Abb. 40: EinfluR des Al-Angebots auf die relative Kalloseinduktion bei normalen und NaCl-
adaptierten Zellsuspensionskulturen von Mais nach Behandlung mit PME.
Behandlung mit PME fur 0; 5; 10 min, Inkubation mit verschiedenen Al-Konzen-
trationen oder Digitonin (20 uM) fur 2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den Zelltyp (p < 0,05;
Tukey-Test), +SD mit n = 3.
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Die PME-Behandlung der normalen Zellen hatte keinen Einflu3 auf die absoluten Al-Gehalte

(vor Austausch mit Ba), und die fest-gebundenen Al-Gehalte (hach Austausch mit Ba) waren
nur tendenziell erhdht (Abb. 41). Bei den NaCl-adaptierten Zellen fuhrte die PME-Behand-

lung bereits nach 5 min zur Erhéhung der Al-Gehalte, sowohl vor als auch nach Austausch

mit Ba.
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Abb. 41: EinfluR des Al-Angebots auf die Al-Gehalte vor und nach Austausch mit Ba bei

3.44.2

normalen und NaCl-adaptierten Zellsuspensionskulturen von Mais nach Behand-
lung mit PME. Behandlung mit PME fur 0; 5; 10 min, Inkubation £100 uM Al fur 2 h
bei pH 4,3, Austausch mit 50 mM BacCl, fur 15 min. Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den Zelltyp (p < 0,05;
Tukey-Test), +SD mit n = 3.

Beziehung zwischen Methylierungsgrad des Pektins und Parametern der Al-

Toxizitat

Nachdem festgestellt worden war, dal? die Behandlung von Zellen mit PME einen Einflu auf

die Schadigung der Zellen durch Al (anhand des Parameters relative Kalloseinduktion) und

auf die Al-Gehalte der Zellen hatte, wurde der Methylierungsgrad des Pektins der verschie-

dentlich adaptierten und vorbehandelten Zellen bestimmt (Abb. 42). Normale Zellen besaf3en

einen Methylierungsgrad von ca. 72%, wahrend der Methylierungsgrad der NaCl-adaptierten

Zellen mit 36% deutlich niedriger war. Langere Subkultivierung der adaptierten Zellen ohne
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Salzstrel3 fihrte dazu, dalR der Methylierungsgrad wieder anstieg und nach 21 d sogar den
Wert der normalen Zellen Ubertraf. Die Adaptation an DCB verursachte einen niedrigen
Methylierungsgrad von 26%, wahrend die Behandlung mit Pectolyase in den niedrigsten
Werten (ca. 12%) aller untersuchten Zellen resultierte. Die kurzfristige Behandlung der
normalen Zellen mit PME beeinflul3te den Methylierungsgrad kaum, wahrend es bei NaCl-
adaptierten Zellen mit langerer Behandlung der Zellen zu einer signifikanten Abnahme des

Methylierungsgrads kam.
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Abb. 42: Methylierungsgrad von unterschiedlich adaptierten und vorbehandelten Zellsuspen-
sionskulturen von Mais. Adaptation an NaCl (200 mM) oder DCB (1 uM) und kurz-
fristige Behandlung mit Pectolyase oder PME (0O; 5; 10 min). Mittelwerte mit ver-
schiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den Zelltyp (p
< 0,05; Tukey-Test), +SD mitn = 3.

Die verschiedenen Behandlungen der Zellen fihrten zu einem breiten Spektrum des Methy-
lierungsgrades, der mit dem Al-Gehalt der Zellen in einer hochsignifikanten negativen Be-

ziehung stand (Abb. 43A) - unter der Voraussetzung, daf die Pectolyase-behandelten Zellen
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von der Korrelation ausgeschlossen wurden. Diese Zellen zeichneten sich durch einen sehr

niedrigen Methylierungsgrad aus und zeigten niedrigere Al-Gehalte und relative Kallose-

induktion als von der Korrelation prognostiziert. Wurden die Al-Gehalte mit dem Gehalt an

"unmethyliertem Pektin" (siehe 2.7.6.4) korreliert, zeigte sich eine signifikante, positive

Beziehung bei der die Pectolyase-behandelten Zellen mit eingeschlossen waren (Abb. 43B).
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Abb. 43: Beziehung zwischen dem Methylierungsgrad (A) oder dem Gehalt an unmethy-

liertem Pektin (B) und dem Al-Gehalt von unterschiedlich adaptierten und vorbe-
handelten Zellsuspensionskulturen von Mais. Adaptation an NaCl (200 mM) oder
DCB (1 uM) und kurzfristige Behandlung mit Pectolyase oder PME (0; 5; 10 min).
Inkubation +100 uM Al fir 2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit n = 3. *, ** bzw, ***
= signifikant bei p < 0,05; 0,01 bzw. 0,001.
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Zwischen den Al-Gehalten der Zellen und der relativen Kalloseinduktion bestand eine hoch-

signifikante positive Beziehung (Abb. 44).
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Abb. 44
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: Beziehung zwischen den Al-Gehalten und der relativen Kalloseinduktion von unter-
schiedliche adaptierten und vorbehandelten Zellsuspensionskulturen von Mais.
Adaptation an NaCl (200 mM) und kurzfristige Behandlung mit Pectolyase oder
PME (0; 5; 10 min). Inkubation +100 uM Al oder 20 uM Digitonin fur 2 h bei pH 4,3.
Mittelwerte mit n = 3. *, ** bzw. *** = signifikant bei p < 0,05; 0,01 bzw. 0,001.
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EinfluR von Al auf Mobhilitadt von hohermolekularen Stoffen im

Apoplasten

3.5.1 Transport von PTS in Maispflanzen

PTS wurde in der Vergangenheit als Marker des apoplastischen Wassertransports verwen-

det. Inzwischen ist jedoch bekannt, dal3 es mit PTS zu Fehleinschatzungen kommen kann.

Im folgenden ist PTS nicht zur Erfassung des Wassertransports verwendet worden, sondern

um die Mobilitdt dieses Stoffes, als Beispiel fir héhermolekulare Substanzen, in Wurzeln

nach Al-Behandlung zu verfolgen.

Mit steigender Al-Konzentration kam es zu einer Verminderung des PTS-Transports, darge-

stellt als PTS-Bypass-Flow, diese Verminderung war aufgrund der hohen Standardab-

weichung nicht signifikant (Abb. 45A). Im Gegensatz dazu war die Retention von PTS in der

Wourzelspitze (5 mm) der Pflanzen mit zunehmenden Al-Angebot signifikant erhoht.

(Abb. 45B).
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Abb. 45: EinfluB des Al-Angebots auf den Bypass-Flow (A) und die Retention in Wurzel-

spitzen (5 mm) (B) von PTS. Inkubation der Pflanzen mit verschiedenen Al-Kon-
zentrationen fur 3 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind
signifikant unterschiedlich in bezug auf das Al-Angebot (p < 0,05; Tukey-Test), +SD
mit n = 6.
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3.5.2 Einflu3 von Al auf Saure Phosphatase

Im Bereich von 10 bis 200 uM hatte Al keinen EinfluR auf die Aktivitat einer kommerziellen

Praparation von Saurer Phosphatase (nicht dargestellt).

Um den EinfluR von Al auf Saure Phosphatase von Wurzeln oder Zellen zu untersuchen
wurde das folgende Versuchssystem entwickelt. Das Pflanzenmaterial wurde fir 1 h Al in
einer waRrigen Losung (siehe 2.5.4) behandelt und anschlieRend in eine Lésung aus Acetat-
Puffer mit der entsprechenden Al-Konzentration Uberfuhrt und fir 1 h inkubiert (Vorinku-
bation). Wahrend dieser Vorinkubation wurde Saure Phosphatase vom Pflanzenmaterial an
das AuBenmedium abgeben, sowohl in diesem "Exsudat" als auch im Pflanzenmaterial
("apoplastische” bzw. Aktivitat der Oberflache) konnte die Aktivitat von Saurer Phosphatase

untersucht werden.

3.5.2.1 EinfluB von Al auf exsudierte und apoplastische Saure Phosphatase bei

Maiswurzeln

Die Enzymaktivitat von Wurzeln und Wurzelexsudaten wurde sowohl mit als auch ohne Al im
Assaymedium bestimmt (Abb. 46). Die Vorinkubation der Wurzeln mit Al fihrte dazu, dal3 die

Aktivitat des Exsudats um ca. 50% gegentber der Kontrolle reduziert war (Abb. 46A).

Co -1 Co -1
0.6 Aktivitat [mU cm™] Aktivitat [mU cm™] 10
a a
A T I B Al-Angebot [uM] Z~1J 0
0,5 - T zur Vorinkubation B33 50 | o
0,4
b - 6
b b
0,3 b T
! b
| T 5
-4
0,2
0,1 - 2
0,0 0
0 50 0 50
Al-Angebot im Assaymedium [pUM] Al-Angebot im Assaymedium [UM]

Abb. 46: EinfluR von Al wahrend der Vorinkubation und im Enzymassay auf die Aktivitat von
Saurer Phosphatase in Exsudaten (A) und Wurzeln (B) von Maiswurzelspitzen
(1 cm). Inkubation und Enzymassay Al fur 1 h bei pH 4,5. Mittelwerte mit verschie-

denen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit
n=8.



-77-

Die Anwesenheit von Al im Assaymedium hatte keinen Einflu3 auf die Aktivitat der Exsudate.
Die Phosphataseaktivitat der Wurzeln (apoplastisch, bzw. Oberflache) war um den Faktor 10
hoher als die Aktivitat der Exsudate (Abb. 46B). Die Gegenwart von Al in der Vorinkubation
fuhrte zu einer Verringerung der Aktivitat um ca. 60%. Wie bei den Exsudaten verstarkte die
Zugabe von Al zum Assaymedium diesen Effekt nicht. Aber im Gegensatz zu den Exsudaten
fuhrte Al im Assaymedium zu einer Verringerung der Aktivitat bei Wurzeln, die in der Vorin-

kubation nicht mit Al behandelt worden waren.

Wurden die Aktivitaten der Exsudate auf den Proteingehalt der Proben bezogen, zeigte sich
kein Effekt der Al-Behandlung. Die Aktivitat betrug im Mittel 1,35 mU (ug Protein)* (nicht
dargestellt).

3.5.2.2 EinfluB von Al auf exsudierte und apoplastische Saure Phosphatase bei Zell-

suspensionskulturen von Mais

Nachdem bei Maiswurzelspitzen festgestellt wurde, daf3 Al in der Vorinkubation (gleich-
bedeutend mit der Exsudation) die Aktivitat von Saurer Phosphatase veranderte, wurde an-
schlieBend untersucht, ob der Pektingehalt von Zellkulturen diesen Al-Einflu® modifizierte.
Dazu wurden normale, NaCl- und DCB-adaptierte und Pectolyase-behandelte Zellen ver-

wendet.

Die Aktivitat von apoplastischer Saurer Phosphatase (Abb. 47B) war nur wenig von der Vor-
inkubation betroffen. Steigendes Al-Angebot flhrte zu einer Verringerung der Aktivitat in
allen Zellen, dieser Effekt war in normalen und Pectolyase-behandelten Zellen nicht signi-
fikant. Im Gegensatz zur apoplastischen Sauren Phosphatase war die Aktivitat des exsu-
dierten Enzyms bei den einzelnen Zelltypen sehr unterschiedlich (Abb. 47A). Besonders die
NaCl-adaptierten, aber auch die Pectolyase-behandelten Zellen zeichneten sich durch
hohere Aktivitdten im Vergleich zu den normalen und DCB-adaptierten Zellen aus. Das Al-
Angebot hatte keinen Einflul3 auf die normalen Zellen, wéahrend es bei den anderen Zelltypen
mit steigendem Al-Angebot zu einer Verringerung der Aktivitdt kam. Wurde die Enzym-
aktivitat auf den Proteingehalt des Exsudats bezogen, waren keine Unterschiede mehr er-

kennbar (nicht dargestellt).
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Abb. 47: EinfluR des Al-Angebots auf die Aktivitat von exsudierter (A) und apoplastischer (B)
Saurer Phosphatase bei unterschiedlich adaptierten oder vorbehandelten Zell-
suspensionskulturen von Mais. Adaptation an NaCl (200 mM) oder DCB (1 pM)
oder kurzfristige Behandlung mit Pectolyase (5 min). Vorinkubation mit Al fir 1 h bei
pH 4,5. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich
in bezug auf das Al-Angebot (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit n =6.
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3.5.3 EinflulR von Al auf die Exsudation von Proteinen und Pektin bei Zell-

suspensionskulturen von Mais

Nachdem sich mittels PTS und Saurer Phosphatase abgezeichnet hatte, daf3 Al die Mobilitat
von héhermolekularen Stoffen beeinflussen kann, wurde anhand von Suspensionszellen die
Wechselwirkung von Al und Pektin in bezug auf die Exsudation von Protein und Pektin

untersucht.
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Abb. 48: EinfluR von Al auf die Abgabe von Protein bei unterschiedlich adaptierten oder vor-
behandelten Zellsuspensionskulturen von Mais. Adaptation an NaCl (200 mM) oder
DCB (1 uM) oder kurzfristige Behandlung mit Pectolyase. Inkubation +100 uM Al fur
2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unter-
schiedlich in bezug auf das Al-Angebot (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit n =3.

In Abb. 48 ist die Abgabe von Protein dargestellt. LAngere Behandlung der Zellen mit Pecto-
lyase fUhrte zur hochsten Proteinabgabe beim Vergleich aller untersuchter Zellen. Auch
langere, bis zu 14-tagige Subkultivierung von NaCl-adaptierten Zellen ohne Salzstrel3 resul-
tierte in einer Steigerung der Proteinabgabe. Nach weiteren 7 Tagen war die Proteinabgabe
auf das Niveau der normalen Zellen abgesunken. Die niedrigste Proteinabgabe fand sich bei
den DCB-adaptierten Zellen. Aluminium fihrte zu einer Verringerung der Abgabe in allen
Zelltypen, mit Ausnahme der normalen, der fir 21 d ohne NaCl-Strel3 subkultivierten und der
fur 5 min mit Pectolyase behandelten Zellen. Die starkste Hemmung der Proteinabgabe
wurde in den fir 15 min mit Pectolyase behandelten Zellen beobachtet (60 % Abgabe im

Vergleich zur Kontrolle). Es bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
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Pektingehalt der Zellen und der Al-induzierten Hemmung der Proteinabgabe (nicht dar-

gestellt).

Nicht nur die Abgabe von Protein sondern auch von Pektin war vom Zelltyp beeinfluf3t
(Abb. 49). Die htchste Pektinabgabe ohne Al-Behandlung wurde in den Zellen beobachtet,
die fur 5 min mit Pectolyase behandelt worden waren. Eine langere Behandlungszeit redu-
Zierte die Pektinabgabe. NaCl-adaptierte Zellen exsudierten mehr Pektin als normale Zellen,
aber langere Subkultivierung ohne Salzstrel3 fihrte zu einer Abnahme der Exsudation, bis
nach 14 Tagen das Niveau der normalen Zellen erreicht bzw. nach 21 d sogar unterschritten
war. DCB-adaptierte Zellen zeigten wie schon bei der Proteinabgabe, die geringste Exsuda-
tion. Aluminium reduzierte die Pektinabgabe in allen Zellen, aber in normalen und in far 2 d
ohne Salzstre3 subkultivierten Zellen war diese Verringerung nicht signifikant. Mit ver-
langerter Behandlung der Zellen mit Pectolyase kam es zu einer Verringerung der Exsuda-
tionshemmung. Es bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Pektingehalt

der Zellen und der Al-induzierten Hemmung der Pektinabgabe (nicht dargestellt).
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Abb. 49: EinfluR von Al auf die Abgabe von Pektin bei unterschiedlich adaptierten oder vor-
behandelten Zellsuspensionskulturen von Mais. Adaptation an NaCl (200 mM) oder
DCB (1 uM) oder kurzfristige Behandlung mit Pectolyase. Inkubation +100 uM Al fur
2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unter-
schiedlich in bezug auf das Al-Angebot (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit n =3.



-81-

EinflulR von Al auf oxidative Prozesse

3.6

3.6.1 EinfluR von Al auf Peroxidaseaktivitat bei Wurzeln von verschiedenen

Pflanzenarten

Die Aktivitat von Peroxidase wurde in vitro nicht von Al-Konzentrationen im Bereich von 10-

200 pM beeinfluRt (nicht dargestellt). Wie bereits unter 2.5.6 beschrieben, wurden zwei

Enzymfraktionen (I6sliche und ionisch) gewonnen und die Enzymaktivitat nur auf den Sub-

stratumsatz und eine Einheit Pflanzenmaterial bezogen.

Die Aktivitat von Peroxidase war bei Ackerbohnenwurzeln in der ionischen Fraktion um das

dreifache hoher als in der l6slichen Fraktion (Abb. 50). Bereits ein Al-Angebot von 10 uM

aber auch in der ionischen zu einer

fUhrte in der l6slichen Fraktion zu einer signifikanten

Erhdhung der Aktivitat. Eine weitere Erhéhung des Al-Angebots hatte keinen deutlichen Ein-

fluR. Auch bei Mais war die Aktivitat in der ionischen Fraktion héher, jedoch kam es erst zu

einer signifikanten Erhdhung der Aktivitat bei einem Al-Angebot von 25 uM, eine weitere

Erhdhung des Angebots hatte auch hier keinen verstarkenden EinfluR3 (nicht dargestellt).
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Abb. 50: EinfluR des Al-Angebots auf die Aktivitat von I6slicher und ionischer Peroxidase in

Wourzelspitzen (1 cm) von Ackerbohne. Inkubation mit verschiedenen Al-Konzen-

trationen fir 2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signi-
fikant unterschiedlich in bezug auf das Al-Angebot (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit

n = 4 bestehend aus 3 cm Wurzelmaterial.
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Der Einflul? von Al auf die Aktivitat von ionischer Peroxidase in 4 Kartoffelgenotypen ist in
Abhangigkeit von Inkubationsdauer und Wurzelsegment in Abb. 51 dargestellt. Die Aktivitat
der Kontrollen (0 uM Al) zeigte keine genotypischen Unterschiede innerhalb eines Segments
und einer Behandlungszeit. Ein deutlicher Gradient der Peroxidaseaktivitat war entlang der
Wurzel zu erkennen, wobei altere Wurzelsegmente eine héhere Aktivitat aufwiesen als
jungere. Eine langere Behandlung der Pflanzen fihrte in den Kontrollen ebenfalls zu einer
Erhéhung der Aktivitat.

Bereits nach 2 h Inkubation bewirkte Al eine Erhdhung der Aktivitat gegentber den Kon-
trollen aller Genotypen. Dieser Effekt verlor sich jedoch bei den &dlteren Wurzelsegmenten,
bereits 2 cm hinter der Wurzelspitze war kein signifikanter Al-EinfluR mehr zu beobachten.
Nach 7 h Inkubation schwachte sich der EinfluR von Al ab und nach 24 h war er nur noch
ansatzweise erkennbar. Im genotypischen Vergleich zeigten Adelheid (ADH, Al-sensitiv) und
die Transformante einen starkeren Al-induzierten Anstieg der Peroxidaseaktivitat als Red
McClure (RMC, Al-resistent) und der Wildtyp (WT), so dalR nach 24 h bereits bei 1-2 cm das

Niveau der Kontrollen im altesten Segment (3-6 cm) erreichten.
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Abb. 51: EinfluR von Al auf die Aktivitat von ionischer Peroxidase von 4 Kartoffelgenotypen
in Abhangigkeit von Inkubationsdauer und Wurzelsegment. Inkubation +50 uM Al
far 2; 7; 24 h in vier verschiedenen Wurzelsegmenten bei pH 4,3. Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich in bezug auf den
Genotyp (p < 0,05; Tukey-Test), +SD mit n = 3 bestehend aus 3 cm Wurzelmaterial.
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3.6.2 Einflul von Al auf Peroxidaseaktivitatt und Phenolgehalt bei Zell-

suspensionskulturen von Mais

3.6.2.1 EinfluB von Al auf verschiedene Fraktionen von Peroxidase in Zell-

suspensionskulturen von Mais

Nachdem festgestellt worden war, dal’ Al die Peroxidaseaktivitat in Abhangigkeit von Geno-
typ und des Wurzelsegment veranderte, wurde anschlieRend die Wechselwirkung mit dem
Pektingehalt von Zellsuspensionskulturen untersucht. Grundsatzlich war die Aktivitat von
Peroxidase in der Ioslichen Fraktion (Abb. 52A) héher als in der ionischen Fraktion (Abb.

52B). Die niedrigsten Aktivitdten wurden in der kovalenten Fraktion (Abb. 52C) gemessen.
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Abb. 52: EinfluB von Al auf die Aktivitat von loslicher (A), ionischer (B) und kovalent-
gebundener Peroxidase bei unterschiedlich adaptierten Zellsuspensionskulturen
von Mais. Adaptation an NaCl (200 mM) oder DCB (1 uM). Inkubation +100 uM Al
far 2 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant unter-

schiedlich (p < 0,05; Tukey-Test), £SD mit n = 3.
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Sowohl in der I8slichen als auch in der ionischen Fraktion war die Aktivitat der Kontrollen bei
den DCB-adaptierten Zellen am héchsten. Bei der kovalent-gebundenen Peroxidase zeigten
sich keine Unterschiede zwischen den Zelltypen. Aluminium fuhrte bei allen Zelltypen in der
I6slichen und der ionischen Fraktion zu einer Erh6hung der Aktivitat wahrend bei der kova-
lenten Peroxidase kein Al-Effekt zu verzeichnen war. Der Anstieg der Aktivitat von I6slicher
Peroxidase war in Relation zur jeweiligen Kontrolle bei den verschiedenen Zelltypen
gleichermalRen ausgepragt (ca. 136%). Bei der ionischen Peroxidase kam es bei den DCB-
adaptierten Zellen zu einer starkeren Erhéhung der Aktivitat durch Al als bei den normalen

oder NaCl-adaptierten Zellen.

3.6.2.2 EinfluR von Al auf die Extrahierbarkeit von Phenolen bei Zellsuspensions-

kulturen von Mais

Die verschiedenen Zelltypen wurden mit Al behandelt und anschlieRend Phenole extrahiert
und quantifiziert. Dabei zeigte sich, dal sich aus NaCl- und DCB-adaptierten Zellen gréRRere
Phenolmengen extrahieren lieRen als bei den normalen Zellen (Abb. 53). Ein Al-Angebot von
50 uM fuhrte bei allen Zelltypen zu einer Verringerung der Phenolgehalte, wobei dieser
Effekt nur bei den normalen Zellen signifikant war. Eine Erhéhung des Al-Angebots auf

200 uM hatte keinen weiteren Effekt auf die Phenolbestimung.
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Abb. 53: EinfluR des Al-Angebots auf die Extrahierbarkeit von Phenolen aus unterschiedlich
adaptierten Zellsuspensionskulturen. Adaptation an NaCl (200 mM) oder DCB
(1 uM). Inkubation +Al flr 8 h bei pH 4,3. Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben
sind signifikant unterschiedlich in bezug auf das Al-Angebot (p < 0,05; Tukey-Test),
+SD mit n = 4.
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4 Diskussion

4.1 Al-Toxizitat

Die Toxizitat von Al wurde bereits 1909 von Fluri wissenschaftlich beschrieben. Aufgrund der
Tatsache, dal3 Al- zusammen mit Mangan-Toxizitat die Ertrage auf sauren Béden, vor allem
der Tropen, stark beeintrachtigt (von Uexkill und Mutert, 1995), besteht ein deutliches Inter-
esse, die Toxizitat von Al bei héheren Pflanzen zu untersuchen. Der Schwerpunkt wurde zu-
nachst darauf gelegt, nach Resistenzmechanismen zu suchen, um auf diese Weise den
Zuchtern Auswahlkriterien an die Hand zu geben, nach denen sie sich, in ihren Bestre-
bungen Al-resistente Nutzpflanzen zu zlichten, orientieren konnten. Dabei wurde die Frage,
wie Al zu Toxizitat fuhrt, nur wenig beachtet. Die Ursache der durch Al-induzierten Hemmung
des Wurzellangenwachstums ist nach wie vor nicht geklart (Taylor, 1995; Kochian, 1995;
Horst, 1995). Bekannt ist, daf3 nicht alle Formen von Al toxisch oder gleichermalRen toxisch
sind (Wagatsuma und Ezoe, 1985; Kinraide, 1991; Kinraide, 1997 und Referenzen darin). In
welcher Form Al in Lésung vorliegt, hangt dabei vor allem vom pH-Wert des umgebenden
Mediums ab. Bei pH-Werten unterhalb von 5 liegt Al zunehmend in der toxischen, mono-

meren Form (AP

) vor. Kationen kdnnen den Effekt von Al meliorieren (Edmeades et al.,
1991; Alva et al., 1986), wobei Calcium sich besonders eignet, so konnte ca. die zehnfache
Menge an Ca die Schadigung durch Al verhindern (Matsumoto et al., 1992; Sasaki et al.,
1997). Aus diesem Grund kénnen Bdden gekalkt werden, was sowohl den Ca-Gehalt als
auch den pH-Wert erhéht und auf diese Weise den Pflanzen auch auf sauren, Al-toxischen
Boden ein normales Wachstum erlaubt. Aufgrund von 6kologischen und 6konomischen
Schwierigkeiten ist die Kalkung der Boden keine echte Alternative und es wird deshalb ver-

sucht, Pflanzen anzubauen, die weniger empfindlich auf Al reagieren.

Ein wichtiger Resistenzmechanismus der Pflanzen beruht auf der Vermeidung des Kontakts
der Wurzel mit Al. Es sind verschiedene Methoden beschrieben worden, z. B. die Erhéhung
des lokalen pH-Werts (Miyasaka et al., 1989; Degenhardt et al., 1998) oder die Ausschei-
dung von Substanzen, die Al komplexieren kdnnen, wie z. B. Polypeptide oder Mucilage
(Basu et al., 1994; Horst et al., 1982), und vor allem organische Anionen (Delhaize et al.,
1993b; Pellet et al., 1995; Ma et al., 2000). Kommt es zum Kontakt von Al mit der Wurzel
fuhrt dies zur Schadigung, wobei nach wie vor unklar ist, welcher Bereich der Wurzel den
eigentlichen Angriffsort flr Al darstellt - sowohl der Apoplast (Grauer und Horst, 1992) als

auch der Symplast wurden in der Vergangenheit (Taylor, 1987) als Ziel genannt.
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4.2 Lokalisation von Al in der Wurzel

Das Vorkommen von symplastischem Al war lange Zeit umstritten, da grof3e analytische
Schwierigkeiten in der Detektion bestanden, vorwiegend weil die apoplastische Al-Konzen-
tration sehr grof3 ist und es sich nur schwer und meist nicht vollstandig entfernen lafit, ohne

das Gewebe der Wurzel zu zerstoren (Rengel, 1996).

Die Kombination aus Gefriersubstitution der Wurzeln und die Messung von Al mittels
LAMMA bietet eine gute Moglichkeit der lonenlokalisation und Bestimmung der relativen
Verteilung mit hoher Sensitivitat (ca. 20 ppm, Verbueken et al., 1984; Schroder et al., 1988:
Kuhn et al., 1995). Quantitative Bestimmungen sind jedoch aufgrund unterschiedlicher loni-
sation, Ausbeute und Detektorempfindlichkeit fir verschiedene Elemente und von Matrix-
effekten nicht moglich. Um diese Effekte auszugleichen, wurde das Verhaltnis von Al/**K be-
stimmt, so dafd ein Vergleich von Spektren mit unterschiedlicher Signalausbeute vorgenom-
men werden konnte. Aus diesen Griinden ist es nicht ganz korrekt von Konzentrationen zu
sprechen, der Begriff wird dennoch verwendet, obwohl es sich dabei tatsachlich um Signal-

intensitaten handelt.

Intrazellulares Al war nach 3 h Behandlungsdauer deutlich bestimmbar (Abb. 12), was mit
Ergebnissen von Lazof et al. (1994; 1996) und Vazquez et al. (1999) Ubereinstimmt. Im Ge-
gensatz zu Vazquez et al. (1999) war die Al-Konzentration in der Zellwand jedoch wesentlich
hoher als im Zellumen. Auch Lazof et al. (1996) beschrieben Al-Akkumulation im Zellumen,
ohne apoplastisches Al zu finden, wobei sie davon ausgingen, daf3 sie durch Waschung der
Wurzeln mit Citrat (10 mM) vor der Probenaufarbeitung nahezu 100% des apoplastischen
Aluminiums hatten entfernen kénnen. Allerdings erscheint dies unwahrscheinlich, denn Al
bindet sehr fest an Zellwandbestandteile (Rengel, 1996). So waren bei EDX-Bestimmungen
von Al nach Kryopraparation zwar immer hohe Konzentrationen von Al in der Zellwand zu
finden, aber nur mit keinen oder nur Spuren von Al im Symplasten, sofern physiologische Al-
Konzentrationen angeboten wurden (Marienfeld und Stelzer; 1993; Godbold et al., 1995;
Delhaize et al., 1993a).

Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, in der ein Al-sensitiver Maisgenotyp verwendet
wurde, benutzten Vazquez et al. (1999) einen Al-toleranten Maisgenotyp. Es kann also nicht
ausgeschlossen werden, dalR das Fehlen von Al in der Zellwand ein Charakteristikum fr Al-
Resistenz ist und die Akkumulation von Al in der Vakuole einen Detoxifizierungsmechansi-
mus darstellt, wie er fur verschiedene Schwermetalle (Ernst, 1998) beschrieben wurde.
Beide Ergebnisse stimmen mit der Annahme von Horst (1995) Uberein, dal’3 Al-Toxizitat vor-
wiegend durch Interaktion von Al mit dem Apoplasten entsteht, denn der sensitive Genotyp
wies hohe apoplastische Al-Konzentrationen auf, wahrend sie bei dem resistenten unerheb-

lich waren.
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Die vorliegenden Daten zur Lokalisation zeigen aul3erdem, dal’ der Apoplast ein Hindernis in
der radialen Mobilitat von Al ist. Zumindest Uber den Zeitraum von 3 h hinweg gab es einen
steilen Gradienten der Al-Akkumulation im Apoplasten und deutliche Unterschiede zwischen
den Pflanzenarten, wobei Al bei Mais tiefer vordringen konnte (Abb. 11, 12). Dies ist ein
langerer Zeitraum der apoplastischen Al-Bindung als er z.B. von Zhang und Taylor (1989;
1990) fir Weizen berechnet wurde. Ahnliche Verteilungsmuster wurden sowohl durch Kryo-
EDX als auch durch EDX nach Gefriertrocknung oder Gefriersubstitution in verschiedenen
Spezies bestimmt. Dabei wurden unterschiedliche Behandlungszeiten, sogar bis zu mehre-
ren Tagen verwendet (Godbold et al., 1995; Hodson und Sangster, 1993; Marienfeld und
Stelzer, 1993; Delhaize et al., 1993a). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen berichteten
Lazof et al. (1996) von einer beinahe gleichmaRigen Verteilung von Al in der Cortex, was
sich vielleicht durch die Waschung der Wurzeln mit Citrat vor der Praparation des Gewebes
erklaren laRt, da Citrat auch ungeladene Komplexe mit Al bilden kann und Al auf diese
Weise mobilisiert und die Membranpermeation erleichtert wird (Martin, 1988; Akeson et al.,
1989).

In der hier vorliegenden Untersuchung bedurfte es einer dreistlindigen Behandlung, bevor
symplastisches Al in der Epidermis oder den &auf3eren Cortexzellen detektierbar war. Die
Hemmung des Wurzellangenwachstums und andere Veranderungen der Wurzel wie z.B. die
Kalloseinduktion sind jedoch bereits innerhalb von 1 h zu beobachten (Sivaguru und Horst,
1998; Sivaguru et al., 1999a). Al bindet sehr schnell, innerhalb von Sekunden (Abb. 10) an
die negativen Ladungen im Apoplasten (Rengel, 1996 und Referenzen darin). In Aufnahme-
kinetiken bei Chara-Zellen konnten Rengel und Reid (1997) feststellen, dal mehr als 99%
des ,absorbierten” Al in der Zellwand lokalisiert war, wahrend sich die berechneten sympla-
stischen Al-Konzentrationen im nanomolaren Bereich befanden. Diese Untersuchung zeigte
aber auch, dal3 der Transport dieser geringen Mengen von Al lUber die Plasmamembran
schnell erfolgte. Auch wenn nicht ausgeschlossen werden kann, daf3 die Aufnahme von ge-
ringen Mengen Al in den Symplasten eine Ursache fiir die beobachteten Anderungen des
Cytoskeletts darstellt (Blancaflor et al., 1998; Horst et al., 1999; Sivaguru et al., 1999ab), so
erscheint es aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wahrscheinlicher, dal3 die Bindung von
Al bereits in der Zellwand, und mdglicherweise auch an der AufRenseite der Plasma-
membran, zu ausreichenden Verdnderungen in der Zelle fihrt um Symptome von Al-Toxizitat
auszuldsen. Im folgenden sollen Méglichkeiten erdrtert werden, wie Al Uber den Apoplasten

das Wurzelwachstum beeinflussen kann.
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4.3 Zellwandmodifikationen

Der Apoplast wurde 1930 von Minch als das Kompartiment der Pflanze definiert, welches
auRerhalb der Plasmamembran liegt. Inzwischen wird auch die AuRenseite der Plasma-
membran dem Apoplasten zugeordnet bzw. der Apoplast verliert zunehmend seinen vom
Symplasten isolierten Charakter, da sich ein neues Verstandnis fir die Zusammenhéange in
der Pflanzenzelle entwickelt hat und in dem Begriff "cell-wall plasmamembrane cytoskeleton
continuum” zum Ausdruck gebracht wurde (Miller et al., 1997 ab; Wyatt und Carpita, 1993;
siehe hierzu Kap. 4.12). Der Apoplast spielt eine bedeutende Rolle bei der Stoffaufnahme,
Signaltransduktion, Pathogenabwehr und dem Wachstum (Carpita und Gibeaut, 1993). Die
treibende Kraft des Zellwachstums ist der Turgordruck, der durch den Gegensatz zwischen
dem Wassereinstrom in die Zelle durch Osmose Uber die semipermeable Plasmamembran
und der Festigkeit der Zellwand entsteht (Pritchard, 1994). Das eigentliche Wachstum kann
aber nur stattfinden, wenn sich die Wand dem neuen Zellvolumen anpalft, wobei die Dehn-
barkeit der Zelle durch biochemische Veranderung der Zellwand ermdglicht wird (Cosgrove,
198). Man koénnte sagen, daf’ der Turgordruck der Motor ist, und die dynamische Verande-
rung der Zellwand die Feinregulation des Wachstums bewirkt (Passioura und Fry, 1992;
Cosgrove, 1993b).

Da Al das Wurzellangenwachstum beeinflut und Al zuerst und in groRen Mengen im
Apoplasten gebunden wird, erscheint es angebracht, die Wechselwirkung zwischen Zellwand
und Al zu untersuchen. Dieser Ansatz ist nicht neu, bereits in den sechziger Jahren haben
Rorison (1965) und Clarkson (1967) in die Diskussion gebracht, daf3 Al an die negativen La-
dungen der Zellwand bindet, die im Apoplasten vorwiegend von den Carboxylgruppen des
Pektins zur Verfugung gestellt werden (Carpita und Gibeaut, 1993). Aus diesem Grund er-
schien es zunéchst sinnvoll, sich mit Pflanzen zu beschéftigen, deren Pektingehalt bzw. Zu-

sammensetzung der Zellwand grundverschieden ist.

Die priméare Zellwand besteht grundsatzlich aus mehreren einzelnen, aber co-existenten
Polymernetzwerken (Bacic et al., 1988; Carpita und Gibeaut, 1993). Es wurde eine Klassifi-
Zierung in zwei verschiedene Zellwandtypen vorgenommen, die bestimmte Pflanzengruppen
umschlie3en. Dicotyle und nicht-graminde Monocotyle gehéren zum Typ | und graminae
Monocotyle zum Typ Il (Carpita und Gibeaut, 1993). Als Beispielpflanzen fur Typ | wurden in
dieser Arbeit Ackerbohne, aber auch Kartoffel, und fur Typ Il Mais verwendet. Die Zellwande
des Typs | bestehen aus verflochtenen Netzwerken aus Cellulose/Xyloglukan, Pektin und
Strukturproteinen wie z.B. dem Glycoprotein Extensin (Miller und Fry, 1992). Die Wande von
Typ Il bestehen aus einem Netzwerk aus Cellulose und Glucuronoarabinoxylan, welches in
Glucanen mit unterschiedlicher Verknipfung eingebettet ist und einen geringen Anteil an

Pektin, Xyloglucan und Extensin-ahnlichen Proteinen aufweist. Die Netzwerke sind Uber
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Wasserstoffbriickenbindungen evt. aber auch Uber kovalente Bindungen verkniipft (Carpita
und Gibeaut, 1993). Der Hauptunterschied zwischen den beiden Zellwandtypen, der fir die

Bindung von Al relevant ist, besteht daher im Pektingehalt.

Pektin ist ein Polysaccharid aus «-1,4-D-Galakturonan, welches Rhamnose-Reste, aber
auch neutrale Seitenketten besitzen kann (Jarvis et al., 1988). Rhamnose-reiche Segmente
des Pektins verzweigen oft in Seitenketten aus Arabinogalaktan und besitzen haufig einen
hohen Grad an Methylierung. Unverzweigte Segmente mit wenigen Rhamnoseeinheiten
wechseln sich ab mit stark verzweigten Bereichen (Jarvis, 1984). Die Pektine werden im
Golgi Apparat gebildet (Zhang und Staehelin, 1992), wobei zuerst das Gerlst synthetisiert
wird. AnschlieRend werden die Galakturonséureeinheiten am Cg im Endomembransystem
methyliert (Vannier et al., 1992; Delmer und Stone, 1988), so dal’ es in hochmethyliertem
Zustand sezerniert und in die Zellwand entlassen wird (Liners und van Cutsem, 1992). Die
Demethylierung des Pektins erfolgt im Apoplasten durch Pektinmethylesterase (PME, Gaffe
et al., 1992), ein Enzym, das zu ca. 97% im Apoplasten lokalisiert ist (Goldberg et al., 1992).

Wie nach Carpita und Gibeaut (1993, und Referenzen darin) zu erwarten war, waren die
Pektingehalte der Ackerbohne héher als bei Mais (Abb. 20). Es zeigte sich dabei auch, daf3
es einen Gradienten der Gehalte entlang der Wurzel gab. So waren sowohl bei Mais als
auch bei Ackerbohne die Gehalte im ersten Millimeter der Wurzelspitze am hdchsten, aber
auch das nachste Segment hatte héhere Gehalte als der Rest der Wurzel. Der besonders
hohe Gehalt an Pektin im ersten mm-Segment ist sicherlich darauf zurickzufihren, dafd sich
an den Wurzeln Mucilage befand, die verschiedene Bestandteile enthélt, unter anderem

auch Pektine bzw. Galakturonsauren (Peretto et al., 1990; Harris und Northcote, 1970).

Nicht nur die longitudinale Verteilung von Pektin war unterschiedlich, sondern auch die ra-
diale Distribution (Abb. 18, 19). Dabei ist es wichtig zu betonen, dal’ sich mit der Farbung
durch Ruthenium Rot nicht Pektin im allgemeinen nachweisen laf3t, sondern nur eine be-
stimmte Art von Pektin, da der Farbstoff Ruthenium Rot nur an vorwiegend unmethyliertes
Pektin bindet (Sterling, 1970). Dabei wurde deutlich, dal’ sich unmethyliertes Pektin vorwie-
gend in der Rhizodermis und in der Cortex befindet, und weniger Schichten bei Mais damit
versehen waren als bei Ackerbohne. Die Unterschiede im Pektin zwischen den untersuchten
Pflanzen standen im Zusammenhang mit der Al-Verteilung, so wies die Ackerbohne nicht nur
die hochsten Pektin- sondern auch die hdchsten Al-Gehalte auf. Darliber hinaus hatte sich
bei den LAMMA-Messungen (Kap. 4.2) gezeigt, dal3 Al bei Mais in tiefere Zellschichten vor-
drang als bei Ackerbohne (Abb. 11, 12), was damit erklart werden kann, dafl3 bei Ackerbohne
Al bereits in den ersten Zellschichten mehr Bindungsplatze fand und auf diese Weise die

Retention groRer war als bei Mais, wo mehr Al frei passieren konnte.
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Sowohl die quantitativ als auch qualitativ unterschiedliche Verteilung von Pektin Iaf3t sich im
Zusammenhang mit der Literatur verstehen, da sich gezeigt hat, daf? Pektin die physika-
lischen Eigenschaften der Zellwand stark beeinflussen kann und auf diese Weise mit der
Funktion bzw. dem Alter der Zellwand in Beziehung steht (McCann et al., 1994; MacDougall
et al., 1996; Goldberg et al., 1996; Bush und McCann, 1999). Diese Zusammenhange sind
far Al-Toxizitat von besonderem Interesse und sollen an spéaterer Stelle ausfthrlich diskutiert

werden (Kap. 4.6).

Der Vergleich zweier Pflanzenarten zur Untersuchung der Bedeutung des Apoplasten fur Al-
Toxizitat hat jedoch den Nachteil, daf3 unterschiedliche Mechanismen vorliegen kénnen, die
Al-Toxizitat ebenfalls modifizieren, wie z.B. die Ausscheidung von organischen Anionen
(Delhaize et al., 1993b; Pellet et al., 1995; Ma et al., 2000). Aus diesem Grund wurde der
Pektingehalt bei Wurzeln und Zellsuspensionskulturen von Mais verandert. Dazu wurden die
in Nahrlésung kultivierten Pflanzen bzw. die Zellkulturen an Salzstre3 (150 mM bzw. 200 mM
NaCl) adaptiert. Die Adaptation flhrte zu einer Erhéhung des Pektingehalts wie sie auch von
Zhong und Lauchli (1993) bei Baumwollwurzeln und McCann et al. (1994) fur Tabakzellkul-
turen beschrieben wurde. Dieser Anstieg des Pektingehalts war vermutlich das Resultat der
Cellulosesynthesehemmung, mdglicherweise bewirkt durch eine Stérung der Plasma-
membranintegritat (Zhong und Lauchli, 1988). Aber auch durch die Behinderung der Abgabe
von uronsaurereichem Material aus der Zellwand kann es zur Erh6hung des Pektingehalts
kommen (Iraki et al., 1989). Die Adaptation der Pflanzen flihrte zur Reduktion des Wurzel-
langenwachstums, die jedoch nicht durch osmotische Effekte verursacht worden war, son-

dern eher durch eine Festigung der Zellwand (Pritchard et al., 1987; Cramer et al., 1988).

Ein wesentlich héherer Pektingehalt bei den Maiszellkulturen (Abb. 25) konnte durch die
Adaptation an 2,6-Dichlorbenzonitrile (DCB) erreicht werden, was ebenfalls von Shedletzky
et al. (1990; 1992) bei Tomate, Tabak und Gerste festgestellt werden konnte. DCB ist ein
Herbizid, das die Cellulosesynthese hemmt, indem es die Einbindung von Glukose in das
Cellulose-Molekll behindert (Edelmann und Fry, 1992) und die Anordnung der Cellulose-
fibrillen stort (Bergfeld et al., 1988). DCB wurde friher bereits zur Erforschung von Synthese
und Struktur der Zellwand verwendet (Wells et al., 1994; Shedletzky et al., 1990; 1992). Die
Erhdhung des Pektingehalts ergibt sich aus der Notwendigkeit, daf} die Zelle ohne den Ubli-
chen Gehalt an Cellulose dem Turgordruck standhalten muf3, wobei die fehlende Cellulose

Uberwiegend durch Xyloglukan, aber auch Pektin ersetzt wurde (Shedletzky et al., 1992).

Eine weitere Anderung des Pektingehalts von Wurzelspitzen (Tab. 2) und Maissuspensions-
zellen (Abb. 25) wurde durch die Behandlung mit Enzymen erreicht. Sowohl Pektinase als
auch Pectolyase sind Enzyme, die Pektin abbauen (Rexova-Benkova und Markovic, 1976).
In ersten Versuchen erwies sich die eingesetzte Pectolyase als effizienter als Pektinase und

wurde aus diesem Grund weiter verwendet. Spater zeigte sich, dal3 Pectolyase-behandelte
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Zellen einen besonders niedrigen Methylierungsgrad im Pektin aufwiesen (Abb. 42), was mit
der Substratspezifitat des Enzyms erklarbar ist. Wahrend Pektinase Pektin mit niedrigem
Methylierungsgrad bevorzugt, ist Pectolyase bei Pektin mit hohem Methylierungsgrad effekti-
ver (Baldwin und Pressey, 1989), so dalR nach der Behandlung mit Pectolyase vorwiegend

unmethyliertes Pektin in der Zellwand verblieb.

Aber nicht nur der Pektingehalt, sondern auch die Qualitat des Pektins bzw. die Anzahl der
freien Carboxylgruppen im Pektin konnte variiert werden. Die Spaltung von Methylestern im
Pektin wird von dem Enzym Pektinmethylesterase (PME) katalysiert. Dabei entsteht Metha-
nol und eine freie Carboxylgruppe (Rexova-Benkova und Markovic, 1976). Die Behandlung
von Zellen oder Wurzelspitzen von Mais mit dem Enzym sollte also zu einer Verringerung
des Methylierungsgrads fuhren. Zwar war der Methylierungsgrad bei den Wurzeln nicht be-
stimmt worden, aber anhand der Zellkulturen &3t sich erkennen, dald die Behandlung mit
PME tatsachlich den Methylierungsgrad veranderte (Abb. 42). Dabei war das Enzym unter-
schiedlich erfolgreich. Bei den NaCl-adaptierten Zellen kam es zu einer deutlichen Reduktion
des Methylierungsgrads, nicht jedoch bei den normalen Zellen. Dieser Unterschied ist eine
Konsequenz aus den Voraussetzungen fir die kinetischen Eigenschaften von PME. Nari et
al. (1991) postulierten, daR PME flr die Demethylierung von Pektin eine freie Carboxyl-
gruppe in der Ndhe zum Substrat (dem Methylester am Pektin) vorfinden muf3. Zellen mit
einem hodheren Pektingehalt und niedrigem Methylierungsgrad wie die NaCl-adaptierten
Zellen bieten in diesem Fall bessere Voraussetzungen fir die Enzymaktivitat, was in einer

effektiveren bzw. schnelleren Demethylierung resultierte als bei den normalen Zellen.

Mit Hilfe der Gentechnik konnten Pflanzen hergestellt werden, die PME Uberexprimieren
bzw. als PME-antisense-Pflanzen transformiert wurden und von der Arbeitsgruppe Fisahn

(MPI, Golm) zur Verfiigung gestellt wurden.

4.4  Parameter zur Bestimmung von Al-Toxizitat

Um die Auswirkung von Al-Toxizitat erfassen zu kénnen, muf3te zunéchst ein geeigneter
Parameter gefunden werden. Dabei haben sich Nahrlésungsversuche mit jungen Pflanzen
bewahrt. Die Nahrlésung wird dabei den Bedirfnissen der Pflanzen, aber auch den Bedin-
gungen von Al-toxischen Béden (wenig Calcium und Phosphat, niedriger pH-Wert) ange-
pafidt. Die Problematik der Entwicklung eines geeigneten Inkubationsmediums ist bei Taylor
(1995) beschrieben. Das Wurzelwachstum wird dann Uber einen bestimmten Zeitraum ver-
folgt, der von der Wachstumsrate bestimmt wird - je schneller eine Pflanze wachst, desto
friher kann zuverlassig die Wirkung von Al bestimmt werden. So ist es bei Mais mdglich, die

Beeinflussung des Wachstums bereits nach 30 bis 90 min nachzuweisen (Llugany et al.,
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1995). Bei der Bestimmung des Wachstums von Ackerbohne, Kartoffel und Mais hat sich
eine Behandlungsdauer von einem Tag als geeignet erwiesen, was auch mit Ergebnissen
von Collet (pers. Mitteilung) Ubereinstimmt. Aufgrund der unterschiedlichen Wichsigkeit von
Pflanzenarten, aber auch von einzelnen Genotypen (Abb. 1, 5, 32) ist es wenig sinnvoll, das
absolute Wachstum zu vergleichen. Statt dessen wurde das relative Wachstum (Kontrolle =
100%) bestimmt, ein Verfahren, das auch in der Literatur tblich ist (Horst et al., 1997; Sapra
et al., 1982). Uber den in dieser Arbeit verwendeten Mais-Genotyp Helix lagen bisher noch
keine Daten zur Al-Empfindlichkeit vor. Aus diesem Grund wurde er zusammen mit einem
empfindlichen (Lixis) und resistenten (ATP-Y) (Llugany et al., 1995; Horst et al., 1997) Ge-
notyp untersucht. Anhand des relativen Wurzellangenwachstums konnte festgestellt werden,
dal’ der Genotyp Helix Al-empfindlich war, ebenso wie die verwendete Ackerbohnensorte
Herz Freya (Abb. 1B). Somit standen zwei Pflanzen mit unterschiedlichem Zellwandtyp zur

Verfluigung, die sich in ihrer Al-Empfindlichkeit kaum voneinander unterschieden.

Die Bestimmung des Wurzellangenwachstums als System zum Screening von Genotypen
auf Al-Empfindlichkeit hat sich zwar bewahrt, ist jedoch zeitlich sehr aufwendig, und hat den
Nachteil, daR sich kurzfristige (2 h) Wirkungen von Al nicht zuverlassig erfassen lassen. Aus
diesem Grund wurde nach Alternativen gesucht. Kalloseinduktion als Folge von Al-Wirkung
wurde erstmals von Wissemeier et al. (1987) fir Sojabohnenwurzeln beschrieben und erfolgt
ausschlief3lich in der Rhizodermis und den &ufReren Cortexzellen. Kalloseinduktion ist zwar
einer der Faktoren die Resistenz gegentiber Pathogenen ausmacht (Bayles et al., 1990), ist
aber nicht in der Lage, Al-Toxizitat zu vermindern. Al-induzierte Kallosebildung ist als Para-
meter flr die Schadigung zu sehen. Mit steigendem Al-Angebot kam es bei den hier unter-
suchten Pflanzen zu einer Steigerung der Kalloseinduktion und einer Zunahme der Hem-
mung des Wurzellangenwachtums (Abb. 2, 6, 34). Auch aus der Literatur ist Kalloseinduktion
als sensitives Zeichen von Schadigung durch Al bekannt und konnte bereits nach 30 min in
Wourzelspitzen (Wissemeier und Horst, 1995; Zhang et al., 1994) und bei Protoplasten sogar
schon nach 15 min (Schmohl, 1994) bestimmt werden. Dartber hinaus hat sich in einigen
Fallen auch gezeigt, daR Kalloseinduktion als Parameter geeignet ist, um genotypische Un-
terschiede in der Al-Resistenz aufzuzeigen. So bestand eine negative, signifikante Bezie-
hung zwischen dem relativen Wurzellangenwachstum und der Kalloseinduktion bei den un-
tersuchten transgenen Linien von Kartoffel (Abb. 36), aber auch fur Mais ist eine solche Be-
ziehung beschrieben worden (Horst et al., 1997; Massot et al., 1999). Im Gegensatz dazu
haben Larsen et al. (1996) bei Mutanten von Arabidopsis nicht immer einen Zusammenhang
zwischen der Hemmung des Wurzelwachstums und der Kalloseinduktion finden kénnen.
Auch beim Vergleich von verschiedenen Pflanzenarten innerhalb der vorliegenden Arbeit er-

wies sich die absolute Kalloseinduktion durch Al nicht als geeigneter Parameter, da die Kal-
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loseinduktion bei Ackerbohne wesentlich geringer war als bei einem sensitiven Mais, das

Wachstum jedoch in gleichem Mal3e eingeschrankt war (Abb. 1, 2).

Auch fur Zellkulturen ist die Kalloseinduktion als geeigneter Parameter fir Al-Schadigung
beschrieben worden (Staf3, 1995; Chang et al., 1999). Bei der hier verwendeten Maiszell-
kultur fuhrte Al in einer Dosis-Effekt-Beziehung ebenfalls zur Kalloseinduktion. Allerdings war
die Induktion sowohl bei den NaCl-adaptierten und kurzfristig mit Enzym-behandelten Zellen
gegeniber den normalen Zellen vermindert, und bei den DCB-adaptierten Zellen liel3 sich
gar keine Kalloseinduktion feststellen. Um diese Effekte erklaren zu kénnen, ist es erforder-

lich, sich eingehender mit der Kallosebildung zu beschaftigen.

Kallose ist ein 1,3-R-D-Glukan, das einen Polymerisationsgrad zwischen 300 und 1200 auf-
weist (Hayashi et al., 1987) und dessen Grad an 1,6-Verzweigungen variieren kann (Kauss,
1996), wobei diese Verzweigungen vermutlich erst in der Zellwand vorgenommen werden
(Hartland et al., 1991). Die Struktur des Kallosemolekils, aber auch die sie umgebende
Zellwand kann die Loslichkeit von Kallose stark beeinflussen. So ist sie nicht immer restlos in
Lauge l6slich, manchmal I6sen sich Anteile erst in HCl oder DMSO, oder es miissen sogar
Glukanasen eingesetzt werden um die Kallose vollstandig zu erfassen (Kauss, 1989). Abge-
sehen von der Méglichkeit, daR sich verschiedene Pflanzenarten in ihrer Fahigkeit zur Kallo-
sebildung unterscheiden kdnnen, ist die deutliche Differenz der Kallosebildung bei Acker-
bohne, Kartoffel und Mais (Abb. 2) auch damit zu erklaren, dal3 nicht gewéhrleistet werden
konnte, dal3 die Kallose vollstandig quantifiziert wurde. Deshalb wurde nach einer Mdglich-
keit gesucht, Kallose mit einer anderen Substanz zu induzieren, um die Unterschiede
zwischen den verschiedenen Pflanzenmaterialien in der Kallosebildung und -extraktion zu
erfassen. Dazu wurde Digitonin verwendet, ein Steroidsaponin, das aus den Samen des
Roten Fingerhuts (Digitalis purpurea) gewonnen wird. Es induziert die Kallosebildung ver-

mutlich Uber Interaktion mit den Sterolen der Plasmamembran (Kauss et al., 1989).

Digitonin ist bereits von Waldmann et al. (1988) als effektiver Elicitor der Kallosesynthese bei
Zellkulturen beschrieben worden und erwies sich auch bei Maiszellkulturen als geeigneter
Elicitor (Abb. 27). Darlber hinaus ist Digitonin als Elicitor nicht spezifisch fur eine Pflanzenart
wie es z.B. bei pathogenen Elicitoren der Fall sein kann (Kauss, 1990) und ist weitgehend
unabhéangig von Resistenzmechanismen wie sie fur Al beschrieben wurden, wie z.B. die Er-
hohung des pH-Werts (Miyasaka et al., 1989; Degenhardt et al., 1998) oder die Ausschei-
dung von organischen Anionen, wie Citrat oder Malat (Delhaize et al., 1993b; Pellet et al.,
1995; Ma et al., 2000), oder anderen Komplexoren (Basu et al., 1994; Horst et al., 1982). Die
Digitonin-induzierte Kallosebildung wurde daher als Referenz herangezogen und die Al-indu-
Zierte Kallosebildung dazu in Relation gesetzt (Digitonin-Induktion = 100%), und dieser

Parameter als relative Kalloseinduktion bezeichnet.
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Innerhalb der neun verschiedenen Linien von Kartoffel, aber auch bei den untersuchten
Maisgenotypen gab es keine Unterschiede in der Digitonin-induzierten Kallosebildung, so
daf sich die genotypischen Unterschiede durch die Verwendung von relativer Kalloseinduk-
tion als Parameter nicht veranderten. Im Vergleich von drei Pflanzenarten (Kartoffel, Mais,
Ackerbohne) spiegelte die relative Kalloseinduktion den Einflul? von Al auf das Wurzel-
langenwachstum wider (Kap. 3.1.1) und erwies sich somit als geeigneter Parameter zur Er-

fassung von Al-Toxizitat.

Auch bei den unterschiedlich adaptierten und vorbehandelten Zellen wurde Digitonin zur In-
duktion von Kallose verwendet (Abb. 27, 28). Bei den NaCl-adaptierten Zellen war die Kal-
loseinduktion wesentlich geringer als bei den normalen, nicht-adaptierten Zellen und nahm
erst nach langerer Weiterkultivierung in Abwesenheit von NaCl wieder zu. Da die Zellen vor
dem Versuch fir 2 d ohne Salzstrel3 kultiviert worden waren und sich die Salzgehalte der
Zellen normalisiert hatten, ist ein direkter Einflul3 von NaCl auszuschliel3en. Bei den DCB-
adaptierten Zellen blieb die Kalloseinduktion, unabhangig vom Elicitor, vollstandig aus. Dies
ist besonders interessant, da es die Hypothese unterstitzt, daf? Kallose und Cellulose vom
gleichen plasmamembranstéandigen Enzymkomplex synthetisiert werden. Dabei wird die
Frage, ob Cellulose oder Kallose gebildet wird, durch den Gradienten von Ca®* zwischen
Symplast und Apoplast entschieden (Amor et al., 1995; Robinson, 1996), wobei der Influx
von Ca”*" Bestandteil der Signaltransduktionskette fiir Kallose ist (Kauss et al., 1991). Wenn
es sich tatsachlich um einen solchen Enzymkomplex handelt oder die beiden Enzyme zu-
mindest groRe Homologie aufweisen, ist es wahrscheinlich, daf? der Cellulosesynthese-
inhibitor DCB (Edelmann und Fry, 1992) auch die Kallosesynthese hemmt. Analog dazu laft
sich wohl auch erklaren, dalR die NaCl-adaptierten Zellen eine verringerte Kalloseinduktion
aufwiesen, da hier NaCl die Plasmamembranintegritat beeinfluf3t (Zhong und Lauchli, 1988),
was zur Stoérung der Cellulose- und somit auch der Kallosesynthese fihren kénnte. Dartber
hinaus ist nicht auszuschlie3en, daR die Zellwandanderungen, die durch Adaptation an NaCl
und DCB entstanden sind, die Extraktion von Kallose beeinflussen. So war es auch bei den
Zellkulturen angebracht, die relative Kalloseinduktion als Parameter fur Al-Toxizitat zu ver-

wenden.

Genaugenommen ist die Kalloseinduktion der einzige Parameter, der in kurzzeitigen Ver-
suchen (2 h) mit Zellkulturen zur Verfigung stand, da innerhalb dieser Zeit weder das
Wachstum noch die Vitalitdt derart durch Al beeinfluf3t waren, als da3 man diese als Para-
meter hatte verwenden kdnnen. Sowohl Wachstum als auch Vitalitat sind in der Literatur erst
nach ein oder mehreren Tagen bestimmt worden (Yokota und Ojima, 1995; Koyama et al.,
1995). Bei den hier verwendeten Zellkulturen konnte der EinfluR von Al auf die Vitalitat erst
nach 12 h mit ausreichender Genauigkeit bestimmt werden, zeigte dann jedoch eine gute

Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Kalloseinduktion nach 2 h (Schmohl und Horst,



-95-

2000). Dies untermauert die Eignung der Kalloseinduktion als Parameter flr Al-Toxizitat bei

den Zellkulturen.

In der Literatur ist die Akkumulation von Al in der Wurzel als Zeichen fur Al-Sensitivitat be-
schrieben worden (Delhaize et al., 1993a; Llugany et al., 1994; Rincon und Gonzales, 1992;
Massot et al. 1999). Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Kationenaustauschkapa-
zitat (CEC), der Bindung von Al im Apoplasten und der Hemmung des Wurzellangenwachs-
tums bei Picea abies beschrieben (Godbold und Jentschke, 1998). Dies konnte in eigenen
Versuchen bestatigt werden, denn sowohl bei Mais als auch bei Kartoffel wiesen Genotypen,
deren Wachstum besonders stark von Al gehemmt war, auch die héchsten Al-Gehalte in den
Wourzelspitzen auf (Abb. 4, 36). Auch bei den Zellkulturen bestand ein Zusammenhang zwi-
schen der Akkumulation von Al und der relativen Kalloseinduktion (Abb. 31). Daraus laRt sich
schlul3folgern, dal3 eine vermehrte Bindung von Al im Apoplasten zur starkeren Hemmung

des Wurzelwachstums bzw. einer starkeren Schadigung fihrte.

4.5 Apoplast und Al

Carboxylgruppen im Apoplasten stellen die meisten Bindungsstellen fir Al dar. Diese Bin-
dungsstellen definieren die Kationenaustauschkapazitat (CEC) und bilden einen Gradienten
im elektrischen Potential, welches die Bindung und Verteilung von lonen im Wurzelapo-
plasten bestimmt. Kinraide et al. (1992) haben dieses Konzept verwendet, um zu erklaren,

I* an der Plasmamembran schwéchen

wie H*, Ca** und andere Kationen die Aktivitat von A
kénnen. Blamey et al. (1990), aber auch Grauer und Horst (1992) und Horst (1995) schlu3-
folgerten ebenfalls, dal3 der Apoplast eine wichtige Rolle fur Al-Toxizitat spielt, wobei nach
ihrer Theorie die Bindung von Al an Al-sensitive Stellen im Apoplasten zur Hemmung des
Wurzellangenwachstums (WLW) fihrt. Die Bedeutung der Bindungsstellen im Apoplasten
wird durch andere Arbeiten weiter unterstitzt, die zeigen konnten, dafd es eine negative Be-
ziehung zwischen der CEC, der Al-Akkumulation und der Adaptation von Genotypen an
saure, Al-toxische Bdden gab (Blamey et al., 1990; Blscher et al., 1990; Maison und
Bretsch, 1997). Wurde jedoch eine groRere Anzahl an Genotypen untersucht, konnte eine
solche Beziehung nicht mehr gefunden werden (Grauer, 1992; Wagatsuma et al., 1997).
Horst (1995) erklarte das damit, dalR diese Beziehung durch andere Resistenzmechanismen
verwassert wurde, die von ebenso hoher oder noch starkerer Bedeutung sind, wie z.B. die
Abgabe von Komplexoren (Delhaize et al., 1993b; Pellet et al., 1995; Ma et al., 2000, Li et
al., 2000, Horst et al., 1982, Basu et al., 1994). Ein weiterer Kritikpunkt ist in der Bestimmung
der CEC zu sehen. So wurde zum Teil mit ganzen Wurzeln bzw. isoliertem Zellwandmaterial

(Wagatsuma et al., 1997) gearbeitet, was dazu fuhrt, da nicht ausschlief3lich der Bereich
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der Wurzel erfalRt wurde, der fUr Al-Toxizitat relevant ist. Im allgemeinen gilt, daf3 nur die
Wourzeloberflache, Rhizodermis und Cortex fur Al-Toxizitat wichtig ist (Delhaize et al., 1993a,;
Wagatsuma et al., 1997; Fujii, 1997). Auch die longitudinale Empfindlichkeit ist sehr unter-
schiedlich, so konnte bei Mais der Bereich 1-2 mm Entfernung von der Wurzelspitze als be-
sonders empfindlich identifiziert werden (Sivaguru und Horst, 1998; Sivaguru et al., 1999a).
Aus diesem Grund sollte bei Untersuchungen zur CEC und Al-Toxizitat nur mit intakten Wur-
zeln bzw. Wurzelspitzen gearbeitet werden. Damit wird gewahrleistet, dal3 vor allem die
Wurzeloberflache erfal3t wird - der Bereich, der mit Al in Kontakt kommt - so wie Godbold
und Jentschke (1998) ihre Versuche durchfiihrten.

Wurde bei Maiswurzeln die CEC verandert, kam es ebenfalls zur Anderung der Al-Empfind-
lichkeit. Wurde der Pektingehalt durch Adaptation an Salzstre3 erhdht, zeigten sich diese
Pflanzen empfindlicher gegenuber Al, insofern als das Wurzellangenwachstum starker ge-
hemmt und die Al-Gehalte, aber auch die Kalloseinduktion héher waren als bei Pflanzen mit
normalem Pektingehalt (Kap. 3.3.3.2). Wurden Wurzelspitzen mit Enzym behandelt, das den
Pektingehalt verminderte (Pectolyase, Tab. 2) wurde weniger Al gebunden. Wurde ein En-
zym eingesetzt, was zu einer Erhéhung der Anzahl an Carboxylgruppen im Pektin fihrte
(PME, Tab. 3), kam es zur Erh6éhung der Al-Gehalte. Diese ersten Ergebnisse ermutigten,

sich den Pektingehalt der Wurzeln genauer anzusehen.

Bei der Untersuchung der Wurzelspitzen von Mais und Ackerbohne zeigte sich, dal3 Pektin
nicht gleichméaRig in der Wurzel verteilt war. Sowohl Mais als auch Ackerbohne wiesen in der
Wourzelspitze héhere Pektingehalte auf als in mehr basal gelegenen Wurzelzonen (Abb. 20).
Zwischen den Pektingehalten einzelner Wurzelsegmente und den Al-Gehalten bestand eine
hochsignifikante, positive Beziehung (Abb. 21A). Bei der Betrachtung der Al-Schadigung
zeigte sich jedoch, daRR der erste Millimeter zwar die héchsten Pektin- und Al-Gehalte auf-
wies, sich jedoch die maximale Schadigung des Gewebes erst im darauffolgenden Bereich
1-2 mm zeigte, der ,Distalen Transitionszone", dem Bereich, in dem sich die Zellen von mito-
tischer Teilung auf schnelles Elongationswachstums umstellen (DTZ; BaluSka et al., 1996b),
was bei Mais mit Ergebnissen von Sivaguru und Horst (1998) Ubereinstimmt. Der hohe
Pektingehalt der Wurzelspitze ist damit zu erklaren, daf3 sich hier Mucilage befindet. Muci-
lage besteht aus einem Gemisch an Polymeren, das je nach Pflanzenart sehr unterschiedlich
zusammengesetzt sein kann (Chaboud, 1983; Rougier, 1981). Mucilage enthalt oft einen
hohen Anteil an uronséaurehaltigem Material (Peretto et al., 1990 und Referenzen darin). Fir
Mais haben Harris und Northcote (1970) Glucose, Galaktose, Fucose und Uronsauren als
Hauptkomponenten bestimmt. Aufgrund der Ladung sind es vor allem Uronséauren, die

Grundelemente des Pektins, die Al stark binden kénnen (Archaumbault et al., 1996).

Zhang und Taylor (1989) haben bei der Al-Aufnahme bei Weizen zwei Phasen unterscheiden

kénnen. Eine Phase der sehr schnellen Aufnahme, die innerhalb von 30 min abgeschlossen
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ist, und eine Phase der langsameren, nahezu linearen Aufnahme. Die Phase der schnellen
Aufnahme schrieben sie der Bindung von Al in der Mucilage und dem Apoplasten zu. Die
Bindung von Al an Mucilage verringert lokal die Toxizitat, da sie Al komplexiert (Horst et al.,
1982; Puthota et al., 1991; Li et al., 2000). Dies macht verstandlich, warum im ersten Milli-
metersegment die Pektin- und Al-Gehalte bei Mais und Ackerbohne hoch waren, aber die

Schadigung nur sehr gering ausfiel.

Interessant bleibt die Feststellung, dal bei Mais die sogenannte ,DTZ" (1-2 mm) die Al-
sensitivste Zone darstellt, aber die Elongationszone (EZ) sich im Bereich 2,5-5 mm befindet
(Blancaflor et al., 1998; Pilet et al., 1983) und auch nur dort das Wachstum durch Al
gehemmt wird (Sivaguru und Horst, 1998; Sivaguru et al., 1999a). Dies deutet darauf hin,
dal3 es zu einem Informationsaustausch zwischen diesen Zonen kommt. Das Model eines
Al-"Signals", das von der Wurzelhaube aus vermittelt wird, wurde von Bennet et al. (1985)
und Bennet und Breen (1991) vorgestellt. Inzwischen haben Ryan et al. (1993) gezeigt, dal
die Wurzelhaube keine besondere Rolle in der Rezeption von Al-Toxizitat spielt. Ergebnisse
von Kollmeier et al. (2000) deuten darauf hin, daf3 ein Signal zwischen der Zone 1-2 mm und
der EZ Uber Beeinflussung des basipetalen Auxinflusses Ubertragen werden kénnte. Auf die
Bedeutung von Auxin in diesem Zusammenhang soll spater noch einmal eingegangen

werden.

Auch bei den Zellkulturen zeigte sich ein klarer Zusammenhang zwischen den Pektin- und
Al-Gehalten bzw. dem Gehalt an Pektin und Al und dem Ausmald der Schadigungssymptome
in Form der relativen Kalloseinduktion (Abb. 30, 31). In weiteren Versuchen konnte gezeigt
werden, dalR der Methylierungsgrad des Pektins eine wichtige Rolle spielte. So wurde mit
langerer Behandlungszeit der NaCl-adaptierten Zellen mit PME mehr Al gebunden und es
kam zu einer verstarkten Schadigung der Zellen (Abb. 40, 41), was auf eine Veranderung
der Anzahl von Carboxylgruppen in der Zellwand zurtickzufiihren war. Wurden alle unter-
suchten, unterschiedlich vorbehandelten Zellkulturen betrachtet, zeigte sich, daf3 es mit stei-
gendem Methylierungsgrad zur Abnahme der Al-Bindung kam (Abb. 43A). Allerdings erfolgte
dies unter der Voraussetzung, dalR die Pectolyase-behandelten Zellen von der Korrelation
ausgeschlossen wurden, welche wesentlich niedrigere Al-Gehalte aufwiesen, als von der
Korrelation vorausgesagt wurde. In Anbetracht der Tatsache, dal3 Pectolyase eine hdhere
Affinitdt zu methyliertem Pektin aufweist (Baldwin und Pressey, 1989), wurde bei diesen
Zellen vorwiegend methyliertes Pektin abgebaut, so dafld das Ubrige Pektin einen niedrigen
Methylierungsgrad aufwies. Da allerdings auch der Pektingehalt niedrig war, ist es nicht
weiter verwunderlich, da3 nur wenig Al gebunden wurde. Offensichtlich ist der Methylie-
rungsgrad als solcher nicht absolut aussagekraftig, sondern es ist sinnvoller, den Gehalt an
unmethyliertem bzw. wenig methyliertem Pektin anzugeben. Bei der Verwendung des Ge-

halts an unmethyliertem Pektin ergab sich Uber alle untersuchten Zelltypen hinweg eine
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signifikante Beziehung zum Al-Gehalt und der Schadigung durch Al (Abb. 43B): je mehr
unmethyliertes Pektin vorlag, desto mehr Al wurde gebunden und desto starker wurden die

Zellen geschadigt.

Interessant ist hierbei zu vermerken, dal3 zu dem Al-Gehalt der Zellen die Plasmamembran
als Ladungstrager mit moglichen Bindungsplatzen fur Al (Wagatsuma et al., 1995, Waga-
tsuma und Akiba, 1989) nur einen geringen Beitrag leistete, andernfalls hatten die Pecto-
lyase-behandelten Zellen héhere Gehalte aufweisen missen. Bei den Pectolyase-behan-
delten Zellen war der Pektingehalt deutlich reduziert, so daf im Apoplasten eine grol3e An-
zahl von moglichen Bindungsplatzen gegeniber den normalen Zellen fehlte, was letztendlich
bedeutet, dalR Al in geringerem Malf3 in der Zellwand ausgetauscht und absorbiert werden
kann. Dies sollte dazu fuhren, dal’3 Al schneller zur Plasmamembran vordringen und dort ge-
bunden oder sogar aufgenommen werden kann. Aul3erdem kann man aus dieser Beobach-
tung ableiten, dal3 die Bindung von Al an die Plasmamembran in den hier durchgefiihrten

Versuchen zu geringeren Schéaden fihrte als das Al, das am Pektin gebunden wurde.

Im Gegensatz zu der gerade vorgestellten Bedeutung des Methylierungsgrads fir die Bin-
dung von Al hatte der Veresterungsgrad nur einen geringen Einflu3 auf die Al-Bindung an
kunstlichen Pektingelen (Blamey et al., 1997). Bei genauerer Betrachtung der Versuchs-
durchfihrung fallt jedoch auf, da’ zwei verschiedene Pektine benutzt wurden, die sich mit 15
bzw. 21% nur wenig im Veresterungsgrad unterschieden. Diese Spanne erscheint in Anbe-
tracht der hier verwendeten Variation bei Zellkulturen als zu gering und reflektiert auch nicht
die im Laufe der Gewebealterung vorkommenden Anderungen, wie sie von McCann et al.

(1994) mit einer Spanne von 53-78% beschrieben wurden.

Die Auswirkung der Methylierung von Pektin auf die Al-Toxizitat lie3 sich mit den transgenen
Linien von Kartoffel, bei denen das Enzym PME inhibiert (Antisense) oder Uberexprimiert
vorlag auch indirekt demonstrieren. Mit steigendem Expressionsgrad von PME kam es zur
vermehrten Empfindlichkeit gegenuber Al, d.h. das Wurzellangenwachstum wurde stérker
gehemmt und die Wurzeln wiesen héhere Al-Gehalte und Kalloseinduktion auf (Abb. 34).
Dies mag nicht nur an bereits vorliegenden Anderungen des Apoplasten durch die Transfor-
mation (Pilling, 1999) liegen, sondern auch daran, daf’ Al die PME aktiviert (Abb. 38), was
zur Vermehrung der mdglichen Bindungstellen fir Al im Apoplasten fihren kann. Die Beein-

flussung von PME durch Al wird an spaterer Stelle weiter ausgefihrt.
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4.6 Zellwand, Wachstumsprozesse und Al

Nachdem festgestellt wurde, dal3 ein groRerer Gehalt an Pektin zu mehr Al-Bindung und
Schadigung fuhrte, drangt sich die Frage auf, wie die Bindung von Al im Apoplasten zu

Schaden fuhren kann und wie die Hemmung des Wachstums hervorgerufen wird.

Fur das Wurzellangenwachstum ist eine gerichtete ZellvergroRerung, also die Elongation der
Zellen notig. Die physikalische Voraussetzung dafir ist, dal3 sich die Zellwand "entspannt",
was bedeutet, dall der Zusammenhalt der Zellwand vermindert wird ("Loosening", Carpita
und Gibeaut, 1993). Dies erméglicht die Aufnahme von Wasser, was dann zur Vergrof3erung
der Zelle fuhrt (Cosgrove, 1993a). Wenn Phytohormone oder andere Substanzen die Zell-
wachstum modifizieren, dann geschieht das tiblicherweise liber die Anderung von Zellwand-
eigenschaften (Cosgrove, 1997), so geht die Auflockerung der Zellwand einher mit verstark-
ter Aktivitat von 1,4-3-Glukanasen, und auch nach der Induktion des Wachstums durch
Auxin konnte ein starker Turnover von Matrixglukanen beobachtet werden (Hoson, 1993 und

Referenzen darin).

Die Dehnbarkeit der Zellwand wird nicht zuletzt von der Zusammensetzung des Pektinanteils
bestimmt. Wie bereits erwahnt, ist Pektin ein Polysaccharid, das sich in Polymerisationsgrad,
Veresterungsgrad (sowohl Methyl- als auch Acetylester) und Art und Lange der Seitenketten
sehr stark unterscheiden kann (Jarvis et al., 1988). Das Pektin bildet mit Wasser und lonen
in der Zellwand eine Art Gel aus, auch als Pektinmatrix bezeichnet, in das die anderen Zell-
wandkomponenten, vor allem das Cellulosegerist, eingebettet sind (Carpita und Gibeaut,
1993). Die Verteilung von Pektin kann sehr unterschiedlich sein, sowohl longitudinal (Abb.
20) als auch radial (Abb. 18,19). So wird Pektin bei Maiswurzeln sowohl in duRerer als auch
innerer Cortex und Stele eingebaut, aber in starkerem Umfang in die Rhizodermis (Roberts
und Butt, 1968).

Die Festigkeit des Pektingels ist ein wichtiger Faktor fur das Zellwachstum (McCann et al.,
1994) und wird beeinflu3t von verschiedenen Faktoren wie dem Grad der Veresterung, pH-
Wert, lonenkonzentration, Kationensattigung, Temperatur und elektrischen Feldern (Tanaka
et al., 1980; Tanaka et al., 1982). Die Gelstarke steigt mit zunehmenden Veresterungsgrad
an und erreicht ihr Maximum bei einem Veresterungsgrad von 70%, sinkt dann aber bei 80%
steil ab (Morris et al., 1980). McCann et al. (1994) bestimmten den Veresterungsgrad von
Pektinen von Tabakzellkulturen und fanden dabei einen Wechsel des Veresterungsgrads
von 53 (exponentielles Wachstum) zu 78 (Elongationswachstum) zu 68% (stationdre Phase),
was darauf hindeutet, dal3 der Veresterungsgrad und die Gelstarke eine wichtige Rolle bei
der Regulation von Wachstumsprozessen spielen. Auf der Basis des "eggbox model" (Grant
et al., 1973; Powell et al., 1982) haben MacDougall et al. (1996) vorgeschlagen, daf3 hoch-

verestertes Pektin in der Gegenwart von Ca®* ein elastisches Gel bildet, wéahrend ein Gel mit
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niedrigem Veresterungsgrad an Dehnbarkeit verliert. Die Dehnbarkeit des Pektingels stellt
einen wichtigen Faktor in der Regulation des Wachstums dar (Pritchard, 1994). Dabei kann
die Auflockerung der Zellwand sehr lokal erfolgen, so konnte Pritchard et al. (1993) im Be-

reich 1-3 mm in der Wurzelspitze von Mais ein Maximum der Auflockerung bestimmen.

Die Spaltung von Pektinestern steht sowohl bei Monokotylen als auch bei Dikotylen mit der
Einstellung des Wachstums in Zusammenhang und kann auf diese Weise zur Verfestigung
der Zellwand beitragen (Yamaoka und Chiba, 1983; Yamaoka et al., 1983; Goldberg, 1984;
Quentin et al., 1997). Die Anordnung von Pektinen in der Wand unterliegt der apoplastischen
Kontrolle, da Pektine in hochmethyliertem Zustand sezerniert (Liners und van Cutsem, 1992)
und erst im Apoplasten weiter modifiziert werden (Gaffe et al., 1992). Auf diese Weise wird
das Pektin der Funktion in bestimmten Bereichen der Zellwand angepaldt. So ist zum Bei-
spiel die Pektinzusammensetzung in Kartoffelknollen nicht homogen sondern unterliegt
strikter raumlicher Kontrolle. Dabei ist maRig unmethyliertes und methyliertes Pektin tberall
zu finden, aber Homogalakturonan, das fiir die Ca**-Querverkniifung im Pektin verantwortlich
ist, liegt vorwiegend in der &uf3eren Cortex vor (Bush und McCann, 1999). Die mechanische
Beanspruchung in der Zellwand ist in den Zellecken am starksten, wo die Zellen die Inter-
zellularrdume bilden (Goldberg et al., 1996). Um dieser Kraft zu widerstehen, sind diese
Ecken reich an Ca®* (Jauneau et al., 1998) und es kommt hier zu einer Anhaufung von un-
verzweigtem, unmethyliertem Pektin, welches dann zusammen mit dem Ca ein festes Gel
ergibt (Goldberg et al., 1996).

Es ist anzunehmen, daf3 Al die Starke des Pektingels, und damit auch das Wachstum veran-
dert, indem es direkt an Pektine bindet und die Kationensattigung verandert, vor allem die
Verteilung von Ca®*. Auch ist es denkbar, daR Al die Regulation des apoplastischen pH-
Werts verandert, wie von Degenhardt et al. (1998) berichtet wurde und auf diese Weise das
Pektingel beeinflu3t. Aber auch eine direkte, physikalische Wirkung ist denkbar, denn
Cosgrove (1989) konnte zeigen, dal der ,acid creep"” von isolierten Zellwanden des Gurken-
hypokotyls durch 1 mM Cu®*, Hg®* oder AI** stark gehemmt wurde, wéahrend Ca** fast keinen
Effekt hatte. An kinstlichen Pektingelen konnten Blamey und Dowling (1995) zeigen, dal3 Al
zur Freisetzung von Ca aus dem Pektin fihrte, wobei auch Ca Al verdrangen konnte. Dabei
ist das Mengenverhéltnis entscheidend, zwei Teile Al verdrangten drei Teile Ca. Dieser Ef-
fekt IaRt sich mit den Ladungen der beiden lonen (AI**, Ca*") erklaren, und kénnte auRerdem
erklaren, wie die Bindung von Al in der Pektinmatrix zu einer starkeren Festigung des Gels
fahrt als Ca. Im gleichen Versuchsansatz konnten Blamey und Dowling (1995) zeigen, daf3
der Wassergehalt des Gels reduziert war wenn mehr Al im Gel vorlag. Die Erklarung hierfr
stellt ebenfalls die starkere Festigkeit des Gels dar, denn auf diese Weise waren die Poren

im Pektin kleiner, so daf} weniger Wasser im Pektin gebunden werden konnte.
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Wahrend des Wachstums findet eine fortlaufende Verdnderung der Pektine statt. Neue Pek-
tine werden ahnlich wie Hemicellulose tber den Golgiapparat bzw. Uber die Fusion von Ve-
sikeln mit der Membran in die Zellwand geschleust (Liners und van Cutsem., 1992; Driouich
et al., 1993) und eingebaut (MacDougall et al., 1996). Dort werden die Pektine deesterifiziert
(Gaffe et al., 1992; McCann et al., 1994), durch pectolytische Enzyme abgebaut und an das
AuBenmedium abgegeben (Iraki et al., 1989), wobei die Abgabe von altem, abgebauten
Pektin einen wichtigen Faktor flr die Kontrolle des Wachstums darstellen kann (McCann et
al., 1994; Asamizu et al., 1984; Chambat et al., 1997). AuRerdem werden Pektine auch im

Rahmen der Mucilagebildung an das Aullenmedium abgeben.

Bei den hier untersuchten Zellkulturen konnte beobachtet werden, dal3 Al zu einer Hemmung
der Abgabe von Pektinen an das AulRenmedium fuhrte (Abb. 49) und Puthota et al. (1991)
konnten zeigen, dal3 Al nicht nur den sekretorischen Prozel3 bei der Mucilagebildung hemmt,
sondern auch die extrazellulare Bewegung von Polysacchariden der Mucilage behinderte,
was zu einer Anhaufung der Polysaccharide zwischen Plasmamembran und Zellwand fuhrte.
Wenn Al die Abgabe sowohl von altem Pektin als auch von Mucilage behindert, wird so der
Austausch von altem gegen neues Pektin vermindert, was dazu fihrt, da3 es zu einer
Akkumulation von Pektin kommt, was die beobachtete Anschwellung der Zellwand (Elefthe-
riou et al., 1993) und Zunahme der Trockenmasse der Wurzeln nach Al-Behandlung (Blan-
caflor et al., 1998) erklaren kann. Diese Akkumulation kénnte au3erdem interferieren mit der
Phasentrennung von Pektinen, die wichtig ist, um die Deposition von neuem Pektin in der
Wand zu regulieren (Masion und Bretsch, 1997). In eigenen Untersuchungen hatte sich in
mikroskopischen Beobachtungen (nicht dargestellt) auRerdem gezeigt, dal3 es bei Acker-
bohne nach zwei Tagen mit 50 uM Al zu erhdhten Pektingehalten und zu einer Zunahme der
Farbung mit Ruthenium Rot in der Wurzelspitze kam. Dies deutet darauf hin, dal3 die Inku-
bation mit Al auch zur Erhéhung des Anteils an unmethyliertes Pektin in der Rhizodermis und
der auRBeren Cortex fiihrte. Die Tatsache, dal3 nach der Al-Behandlung mehr Pektin in un-
methyliertem Zustand vorlag, kénnte darauf zuriickzufiihren sein, dal3 durch die Behinderung
der Abgabe das Pektin langer in der Zellwand verblieb und somit PME langer auf diese Pek-
tin einwirken konnte. Dies verringerte den Methylierungsgrad und erhdhte auf diese Weise

die Festigkeit des Pektingels, was wiederum das Wachstum behindern kann (s.o.).

Der Abbau von Pektin in der Zellwand hat aber auch noch andere Bedeutungen. Pektin-
stucke, a-1,4-Oligogalakturonide, sind als apoplastische Signalmolekile beschrieben wor-
den, wobei sie verschiedene Prozesse in der Wand modulieren kénnen, und die Auswirkung
von Konzentration, Polymerisationsgrad, Pflanzenart und Wirkort in der Pflanze abhéangig ist
(Messiaen und van Cutsem, 1999 und Referenzen darin). Unter anderem kann es zur Bil-
dung von H,O, kommen (Legendre et al., 1993) bzw. es kénnen Gene aktiviert werden, die

bei der Pathogenabwehr eine wichtige Rolle spielen (Messiaen und van Cutsem, 1993). Die
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biologische Aktivitat ist besonders hoch, wenn der Polymerisationsgrad tber neun liegt und
das Oligogalakturonide mit Ca** eine Verbindung eingeht (Messiaen und van Cutsem, 1994).
Das Pektinsignal kann vor und nach der Freisetzung moduliert werden, wobei seine Signal-
wirkung von den lokalen Gegebenheiten der Zellwand abhangt: der Kationenverfligbarkeit
zur Regulation von pectolytischen Enzymen, dem Vorkommen von Polygalakturonase-
Hemmstoffen (De Lorenzo et al., 1991), dem Methylierungs- und Acetylierungsgrad des
Pektins (Jin und West, 1984) und dem pH-Wert in der Zellwand (De Lorenzo et al., 1991).

Es ist denkbar, dal3 Al die Bildung der Oligogalakturonide beeinflul3t, entweder indem es an
das Pektin bindet und auf diese Weise die Spaltung des Pektins verandert, aber auch durch
Modifikation des Methylierungsgrads (s.0. und Kap. 4.7) von Pektin oder durch Beeinflus-
sung der pectolytischen Enzyme. Im Moment ist dies noch reine Spekulation, aber es kénnte
verschiedene Prozesse erklaren, die im Zusammenhang mit Al beobachtet wurden, wie z.B.
eine erhohte Aktivitat von Peroxidase (Abb. 51). Auch hat sich gezeigt, daR die Oligogalaktu-
ronide zur Erhéhung der cytosolischen Ca*-Konzentration filhren kénnen (Messiaen und
van Cutsem, 1994; Messiaen et al., 1993), was Bestandteil der Signaltransduktionskette bei
Pathogenbefall (Kenton et al., 1999) und der Kalloseinduktion (Kauss et al., 1990) ist.

In der Literatur ist die Hypothese des "Acid Growth" immer wieder diskutiert worden (Rayle
und Cleland, 1992; Pritchard, 1994). Kollmeier et al. (2000) konnten demonstrieren, daf3 Al
zur Absenkung des pH-Werts an der Wurzeloberflache eines sensitiven Maisgenotyps flhrte,
bei dem toleranten Genotyp war dieser Effekt weniger ausgepragt. Dieser Effekt wurde nur
beobachtet, wenn die gesamte Wurzel oder der Bereich 1-2 mm entfernt von der Wurzel-
spitze mit Al behandelt wurde. AuRerdem war die Anderung des pH-Werts nur in dem
Bereich 1-2 mm besonders ausgepragt. Die Elongationszone (4-6 mm, BaluSka et al.,
1996b) war nicht von der Al-induzierten pH-Absenkung beeinflu®t, was erklart, warum Al

nicht entsprechend der ,Acid Growth“-Theorie das Wachstum stimulierte.

Winch und Pritchard (1999) haben zeigen kénnen, dalR die Wachstumsstimulation durch
niedrigen pH-Wert bei Mais nicht durch eine Anderung des Einzelzell-Turgors entsteht, auch
der osmotische Druck und das Wasserpotential waren nicht durch den pH-Wert beeinflufit.
Sie schlu3folgerten daraus, daR? die Auflockerung der Zellwand nicht direkt vom pH-Wert be-
einfluf3t wird, sondern der pH-Wert auf indirekte Weise, z.B. durch Aktivierung von bestimm-
ten Enzymen dazu fuhrt. Ein solches Enzym stellt die Xyloglucanendotransglycosylase (XET)
dar, welche die Zellwand auflockert, indem sie Xyloglucanketten, die mit den Cellulosefi-
brillen Gber Wasserstoffbriicken verknipft sind, trennt und neu verbindet (Smith und Fry,
1991). Es konnte gezeigt werden, dal’3 schnelle Elongation, Auflockerung der Zellwand und
hohe XET-Aktivitat zusammenfallen (Pritchard et al., 1993; Wu et al., 1994), wobei das pH-
Optimum fur XET bei 5,5 liegt (Fry et al., 1992). Die von Kollmeier et al. (2000) gemessenen

pH-Werte waren in der Elongationszone jedoch wesentlich niedriger (Kontrolle 4,6) als fr
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optimale XET-Aktivitat erforderlich, was durch die gewahlten MelZmethode erklarbar ist, denn
der pH-Wert der Wurzeloberflache spiegelt nur eine Relation zum apoplastischen pH wieder.
So hat Felle (1998) im Bereich der EZ bei Mais einen pH von 5,5 im Apoplasten gemessen,
was dem Optimum der XET entspricht. Interessant ist nun zu vermerken, daf3 bei den Kon-
trollen der pH-Wert der Wurzeloberflachen bei 4,6 lag und nach Al-Behandlung auf 4,5 ab-
sackte (Kollmeier et al., 2000). Wenn man davon ausgeht, dal3 sich diese Absenkung auch
auf den Apoplasten ausweitet, dann kénnte es zur Reduktion der XET-Aktivitdt kommen, weil

nun der pH-Wert in der EZ zu niedrig ist.

Eine weitere Mdglichkeit das ,Acid Growth" zu erklaren, stellen Expansine dar. Expansine
bestehen aus einer Klasse von Proteinen, die sich dadurch auszeichnen, dal3 sie sogar bei
isolierten bzw. toten Zellwande Verlangerung induzieren (Cosgrove, 1993a). Sie kbnnen ge-
webespezifisch gebildet werden und spielen nicht nur fir die Elongation eine wichtige Rolle,
sondern auch fur Blattbildung, Fruchterweichung und Zellwandabbau (McQueen-Mason und
Rochange, 1999 und Referenzen darin). Die Zellwandelongation durch Expansine beruht
wahrscheinlich darauf, dal Expansine die Wasserstoffbriicken zwischen den Cellulosefibril-
len schwéchen, die sich dann an anderer Stelle neu bilden (McQueen-Mason und Cosgrove,
1994; 1995). Dabei sind Expansine vom pH-Wert abhangig, so waren sie bei pH 4,5 effekti-
ver als bei pH 7 (McQueen-Mason et al., 1992; Cosgrove, 1998 und Referenzen darin). Um
ihre Wirkung zu entfalten, missen Expansine in der Zellwand mobil sein. Abgesehen von
mdglichen Veranderung des pH-Werts durch Al kénnte Al-Bindung in der Zellwand die Mobi-
litat von Expansin einschranken, da sich bereits gezeigt hat, dal3 Al die Abgabe von Pektin

und Protein vermindert (Abb. 48, 49), was in Kap. 4.9 naher diskutiert wird.

Die Einstellung des Wachstums wéahrend der Reifung ist meist nicht reversibel und wird be-
gleitet von der Versteifung (Verfestigung) der Zellwand, wodurch sie ihre Flexibilitat verliert
(Kutschera, 1996). Dies wird verursacht durch strukturelle Veranderungen der Zellwand, be-
stehend aus einer verminderten Auflockerung der Zellwand, Zunahme von Querverknipfung
und Anderung der Zusammensetzung des Apoplasten (Cosgrove, 1997 und Referenzen
darin). Solche Veranderungen werden u.a. durch die gezielte Aktivitat bestimmter Enzyme
verursacht, wie z.B. PME (Quentin et al., 1997) oder Peroxidase (Schopfer, 1996; Hoson et
al., 1995; Goldberg et al., 1987).

Die Bestimmung von Enzymen im Hinblick auf Al-Effekte verursacht gewisse Probleme,
wenn die direkte Wirkung von Al auf das Enzym bestimmt bzw. Al wahrend des Enyzm-
Assays appliziert werden sollen, wie es z.B. beim Test flr apoplastische Aktivitat von Saurer
Phosphatase der Fall war (Kap. 2.4.4 und Kap. 4.9). Zunédchst muf3 gewahrleistet sein, daf3
Al bei dem fir die Bestimmung des Enzyms bendtigten pH-Wert in Losung bleibt, denn ober-
halb von pH 5 ist Al nur wenig I6slich und nicht toxisch (Foy et al., 1978). Bei der Bestim-

mung von Saurer Phosphatase war die Frage des pH-Werts unproblematisch, da das pH-



-104-

Optimum diese Enzyms bei pH 4,5 liegt (Pfeiffer, 1998), einem pH-Wert bei dem ausrei-
chend toxisches Al vorliegt. Anders sieht es bei Enzymen wie Peroxidase und PME aus.
PME hat eine Optimum von 7 - 8 (Bordendave, 1996 und Referenzen darin) und bei Peroxi-
dase kann es sehr unterschiedlich sein, aber es liegt oft im Bereich von 6 - 7 (De Marco et
al., 1999). Ein weiteres Problem bei der Bestimmung von Al-Effekten auf Enzymaktivitaten ist
in der Notwendigkeit zu sehen, den pH-Wert wahrend der Bestimmung stabil zu halten, was
im allgemeinen mittels biologischer Puffer erreicht wird. Die Puffer, die fur den Al-relevanten
pH-Bereich von 4,3 - 4,7 in Frage kommen und pflanzenvertraglich sind, fihren jedoch zur
Komplexierung von Al, was die Toxizitat vermindert. Berechnung mit GEOCHEM-PC (Parker
et al., 1992) zeigen, dal} bei einer Kombination aus 50 uM Al mit 50 mM Acetat kein mono-
meres, phytotoxisches Al vorliegt. Dennoch konnte sowohl mit 50 mM Acetat-Puffer als auch
mit 10 mM Kaliumphosphat-Puffer Al-Bindung bei Wurzeln gemessen werden. Bereits nach
1 h hatten die Wurzeln erhdhte Al-Gehalte (114 ng Al pro cm, nicht dargestellt), wenn auch
nicht in dem Umfang wie nach Inkubation mit der Versuchsnahrlésung. Das deutet darauf
hin, dal3 das thermodynamische Gleichgewicht im Inkubationsmedium noch nicht erreicht
war bzw. die Stabilitat des Al-Acetat-Komplexes schwacher war als die Affinitat von Al zur

Zellwand, welche nicht in die Berechnung von GEOCHEM-PC eingeht.

Abgesehen von der Sauren Phosphatase, bei der sowohl die Extraktion als auch die Be-
stimmung von apoplastischer Aktivitat mit Acetat-Puffer vorgenommen wurde, wurden die
angesprochenen Probleme bei der Bestimmung von Peroxidase und PME umgangen, indem
das Pflanzenmaterial zuerst mit Al inkubiert wurde. AnschlieRend wurden die Enzyme aus
Wurzelhomogenaten bzw. fraktionierter Waschung der Homogenate gewonnen und unter

optimierten Bedingungen (pH-Wert, Puffer) bestimmt.

4.7 PME und Al

Wie bereits beschrieben (Kap. 4.6) spielt der Methylierungsgrad des Pektins eine wichtige
Rolle bei der Modulation von Al-Toxizitat. Aus diesem Grund war es haheliegend, sich weiter

mit dem Enzym zu beschéaftigen, das den Methylierungsgrad in vivo variiert.

PME liegt vorwiegend ionisch gebunden in Zellwand vor (Giovanne et al., 1990; Goldberg et
al., 1992 ), dabei gibt es verschiedene Isoformen, die sowohl organ- als auch entwicklungs-
spezifisch sein kénnen (Bordendave, 1996 und Referenzen darin). PME liegt vorwiegend in
der Mittellamelle und den Zellecken vor, ein Bereich in dem viel unmethyliertes Pektin vor-
kommt, wahrend methyliertes Pektin tberall in der Zellwand anzutreffen ist (Goldberg et al.,
1986; Goldberg et al., 1992a). Die Demethylierung des Pektins verlauft blockweise und

startet in der Nahe einer freien Carboxylgruppe oder vom reduzierenden Ende der Pektin-
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kette aus (Rexova-Benkova und Markovic, 1976; Markovic und Kohn, 1984; Nari et al.,
1991). Aus diesem Grund ist die Aktivitat von PME in der Umgebung von verestertem Pektin
geringer als bei Pektinen mit einem Veresterungsgrad von 20-30% (Evans und MacHale,
1978; Seymour et al., 1991), die Grinde dafir sind in der Elektrostatik und der Enzym-

konformation zu suchen (s.u.).

Die Wirkung von PME auf Wachstumsprozesse kann vielseitig sein, da es sich um ein kom-
plexes System handelt (Moustacas et al., 1991; Charnay et al., 1992). Goldberg et al.
(1992b) haben festgestellt, dal3 Bereiche mit hoher PME-Aktivitat ihr Wachstum einstellen,
was durch die Veranderung im Pektin verursacht wird (McCann et al., 1994; Goldberg et al.;
1996, Bush und McCann, 1999). So ist der Abbau von Pektinen durch Polygalacturonase ein
Bestandteil von Fruchtreife- und Wachstumsprozessen, wobei die Aktivitat der Polygalactu-
ronase abhangig ist von der Art des Pektins und groRRer ist, wenn unmethyliertes Pektin vor-
liegt. Das bedeutet, dalR PME den Weg flr die Aktivitat von Polygalacturonase vorbereitet, so
fand sich in Antisense-Pflanzen mit geringer PME-Aktivitéat eine Anhaufung von langem,
methyliertem Pektin (Tiemann et al., 1992). PME reduziert den Methylierungsgrad, vermehrt
auf diese Weise die Anzahl der Carboxylgruppen, die dann mit anderen Kationen (vor allem
Ca) interagieren und so fur eine Verstarkung der Wand sorgen kdnnen (Kap. 4.6). Auf diese
Weise setzt PME aber auch Protonen frei, die den pH-Wert in der Wand absenken. Der nied-
rige pH-Wert kann dann andere Zellwandenzyme aktivieren, wie z.B. Glukanasen und Poly-
galacturonasen, von denen angenommen wird, dafl3 sie fur eine Hydrolyse der Zellwand und
in Folge flur eine Auflockerung der Wand sorgen. Dem pH-Wert kommt aber noch eine wei-
tere Bedeutung zu, denn mit sinkendem pH-Wert nimmt de Aktivitat von PME ab, so dal3 von
einer Art Feedback-Regulation der Aktivitdt ausgegangen wird (Moustacas et al., 1991; Mou-
stacas et al., 1986; Nari et al., 1986).

Die Al-Inkubation von Pflanzen hatte einen deutlichen Einflu? auf die PME-Aktivitat (Kap.
3.4.3). Sowohl bei Ackerbohne als auch bei Kartoffel war bereits nach kurzzeitigem Al-Ange-
bot (2 h) die PME-Aktivitat erhéht. Besonders deutlich wurde dies im Wurzelapex (1. cm) von
Kartoffel, im Gegensatz dazu war im alteren Teil der Wurzel (3-6 cm) kaum ein Effekt von Al
zu erkennen (Abb. 38). Da es nicht méglich war, dafl3 Enzym aus den Proben aufzureinigen,
konnte nicht bestimmt werden, ob es zu einer Erhéhung der spezifischen Aktivitat oder aber
einer Erhéhung der PME-Gehalte in den Pflanzen kam. Die Zugabe von Al (10-200 uM) zur
Enzymprobe oder zu einer kommerziellen Préaparation von PME fuhrte zu keiner Verande-
rung der Aktivitat. Das legt nahe, da? Al zumindest nicht direkt die PME-Aktivitat beeinflus-
sen kann, sondern es eher zu einem Anstieg der Enzymmenge kam und Interaktion zwi-
schen Al, Pektin und PME bestanden. Es ist festzustellen, daf3 die Aktivitat vor allem bei den
sensitiven Genotypen anstieg und dort eine Starke erreichte, wie sie im alteren Teil der Wur-

zeln (3-6 cm) vorzufinden war, der bereits zur Differenzierungszone gehdrt. Die erhéhte
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PME-Aktivitat hat zur Folge, dal3 mehr Bindungsstellen fir Al zur Verfligung stehen, was be-
deutet, daRR Al auf diese Weise in der Lage ist sich selbst neue Bindungsstellen zu schaffen.
Mit diesem Effekt lassen sich die von Zhang und Taylor (1989, 1990) gemachten Untersu-
chungen zur Aufnahmekinetik von Al neu interpretieren. An abgeschnittenen Weizenwurzeln
konnten sie feststellen, dalR die Aufnahme von Al in zwei Phasen verlauft. Zunachst gab es
eine sehr schnelle Aufnahme, die innerhalb von 30 Minuten abgeschlossen war, und die sie
mit der Bindung von Al im Apoplasten erklarten, gefolgt von einer langsameren, linearen
Phase. Nach ihrer Interpretation stellte diese zweite Phase den Transport von Al Uber die
Membran ins Cytoplasma dar. Zhang und Taylor (1990) bestimmten den Gehalt an sympla-
stischen Al nach Austausch mit Citrat und kamen zu dem Ergebnis, daf3 sich ca. 50% des
gesamten Al im Symplasten befand. Aufgrund eigener Ergebnisse (Kap. 4.2) und der Tatsa-
che, daR sich Al kaum vollstdndig aus dem Apoplasten entfernen lafdt (Rengel, 1996), er-
scheint es aber unwahrscheinlich, dal? sich die zweite Phase der Al-Aufnahme ausschliel3-
lich mit dem Transport Uber die Plasmamembran erklaren laft. Diese zweite, lineare Phase

koénnte teilweise auf die beschriebene Erhéhung der PME-Aktivitat zurickzufihren sein.

Wie aber kann Al zu einer Erh6hung der PME-Aktivitat fihren? Eine Mdéglichkeit ist in der
Kationenkonzentration des Apoplasten zu suchen, denn es hat sich gezeigt, dal3 Kationen
einen grofRen Einflul? auf die PME-Aktivitat haben kénnen (Nari et al., 1991). Goldberg et al.
(1992) konnten zeigen, daR Ca** bzw. Mg?* die Aktivitat auf 400 bzw. 240% erhéhen konn-
ten, wahrend monovalente Kationen weniger effektiv waren. Auch Sajjaanantakul und Pitifier
(1991) konnten zeigen, dald mit der Zunahme der Ca-Konzentration auch zu einer Zunahme
der PME-Aktivitdt kam und diese Prozesse einer verfrihten Seneszenz des Gewebes vor-
ausgingen. Al selbst kdnnte in ahnlicher Weise die PME-Aktivitdt modifizieren oder aber
durch die Verdrangung von Ca aus Bindungsstellen (Blamey und Dowling, 1995; Demarty et
al., 1984) die Konzentration an freiem Ca im Apoplasten, und somit die PME-Aktivitat erh6-

hen.

Gebundene PME ist wesentlich aktiver als freies Enzym (Goldberg et al., 1992; Bordendave
und Goldberg, 1994), und die Bindung des Enzyms an Pektine wirkt sich auf die Konforma-
tion und somit die Aktivitat aus (Borrego et al., 1989). Die Festigkeit der Bindung von PME im
Apoplasten wird vom ionischen Milieu reguliert (Bordendave, 1996). Al konnte die Bindung
des Enzyms im Apoplasten verandern, und auf diese Weise zur Erhéhung der Aktivitat fuh-

ren.
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4.8 Wassertransport und Al

Blamey et al. (1993) konnten zeigen, dal3 Al die Wasserpermeabilitdt bei kinstlichen Pek-
tinmembranen reduzierte. In eigenen Versuchen wurde der Transport des Fluoreszenzfarb-
stoffs PTS untersucht. Auch wenn keine signifikanten Unterschiede im Bypass-Flow von PTS
im Xylem zu bestimmen waren, war jedoch die eindeutige Tendenz zu erkennen, dafd es mit
steigendem Al-Angebot zur Reduktion des Bypass-Flows kam (Abb. 45). Parallel dazu kam
es zu einem signifikanten Anstieg der Retention von PTS in der Wurzelspitze. Die Eignung
von PTS als Marker des apoplastischen Wasserflusses ist fragwurdig (Yeo et al., 1987), un-
ter anderem weil PTS mit einem Durchmesser von 1,1 nm als Marker fir Wasser zu grof3 ist
(Moon et al., 1986). Allerdings ist PTS kleiner als die Gro3e von Transwall-Kanélen bzw. von
Poren der Zellwand wie sie von Baron-Epel et al. (1988) mit 6,6 - 6,8 nm oder Carpita et al.
(1979) mit 10 nm bestimmt worden sind. Die Verdnderung des PTS-Transports deutet also

eher darauf hin, daR’ es zu Veranderungen der Porositat der Zellwand durch Al kam.

Eine andere Mdglichkeit den Wassertransport zu untersuchen, stellt die Bestimmung des
Xylemdrucks mittels Xylem-Pressure-Probe dar. Dabei konnte bei dem Maisgenotyp Helix
kein Einflu3 von Al bestimmt werden (pers. Mitteilung Dr. H. Schneider, Universitat Wirz-
burg). Im Gegensatz dazu haben Gunsé et al. (1997) bei Mais eine Anderung einzelner
Parameter des Wassertransports bestimmen kénnen, aber es gab keine Ubereinstimmung
mit der Al-Empfindlichkeit der Genotypen. Die Frage, ob Al den apoplastischen Wasser-

transport beeintrachtigt, ist also noch nicht ausreichend geklart.

4.9 Porositat und Al

Der Apoplast ist nicht frei passierbar, sondern die Mobilitdt von héhermolekularen Stoffen
wird von der Porositat der Zellwand bestimmt (Baron-Epel et al., 1989; Carpita, 1982; Read
und Bacic, 1995). Baron-Epel et al. (1988) konnte zeigen, dal} Pektin die Porositat des
Apoplasten bestimmt, denn Behandlung mit pectolytischen Enzymen erhdhte die Porositat.
Dies gilt vor allem fur Zellwande vom Typ |, die mehr Pektin aufweisen als Wande des Typ
(s. Kap. 4.5). Shedletzky et al. (1992) haben aufgrund ihrer Studien an DCB-adaptierten Zell-
kulturen vorgeschlagen, daf bei Zellwénden des Typ Il die Porositat von Querverknipfungen
im Glukoronoarabinoxylan-Netzwerk bestimmt wird. Wenn man bertcksichtigt, daf3 sich in
der Rhizodermis des monocotylen Mais unmethyliertes Pektin &hnlich gut anfarben lield wie
bei der dicotylen Ackerbohne (Abb. 18, 19), liegt es nahe anzunehmen, daf’ auch bei Mais in

der Rhizodermis Pektin die Porositat bestimmen kann.



-108-

Viele Enzyme werden in die und durch die Zellwand sezerniert (Lamport und Catt, 1981,
Frau, 1988), wie z.B. Enzyme, die Nahrstoffe verarbeiten (z. B. Invertase), die Zellwand-
struktur verandern z.B. Endohydrolasen, Transglykosidase wahrend des Wachstums, Per-
oxidase und PME wahrend der Reifung, Cellulase wahrend der Abscission oder Enzyme, die
an der Pathogenabwehr beteiligt sind wie Glukanasen und Chitinasen. Der Zugang dieser
Enzyme zum Substrat (Read und Bacic, 1995; Iraki et al., 1989), aber auch von Wachstums-
regulatoren wie Oligosacchariden (Lorences und Fry, 1991; McDougal und Fry, 1990) hangt
von der Porositat der Wand ab. Da diese Molekiile sehr groR sind (MW von 10° bis 10°), ist
es eher unwahrscheinlich, daR sie die Wand frei passieren kénnen, so dal3 spezielle Wand-
poren fur deren Transport im Gesprach sind (Read und Bacic, 1995). Pektin liegt teilweise in
festen Doméanen vor, ist aber ansonsten sehr mobil, so dal3 sich durch den Zusammen-
schluf? von kleinen Poren zeitweise grol3ere Poren bilden kdnnen, auf diese Weise kénnen
auch Molekile mit einem Durchmesser von bis zu 9 nm problemlos durch die Zellwand

transportiert werden (Taylor et al., 1990).

Zwar liel3 sich bei allen untersuchten Zellen eine Hemmung der Abgabe von Proteinen und
Pektinen durch Al-Behandlung beobachten, aber es bestand kein Zusammenhang zum Pek-
tingehalt der Zellen (Abb. 48, 49). Dies laft sich damit begrinden, dafl3 die bestimmten
Polymere nicht unbedingt die gleiche MolekulgroRe besallen. So konnte Iraki et al. (1989)
zeigen, dal sich nach NaCl-Adaptation von Zellkulturen die Zusammensetzung von extra-
zellularen Proteinen und Kohlenhydraten von der nicht-adaptierter Kulturen unterschied. Es
kénnte also gut sein, dal3 die GroRe der zur Abgabe gedachten Polymere unterschiedlich
war und je nach Grol3e nur zu bestimmten Anteilen abgegeben werden konnten. Basu et al.
(1994) konnten zeigen, daf3 sich die Polypeptidzusammensetzung in Exsudaten von Wurzeln
nach Al-Behandlung veranderte und sie identifizierten ein Polypeptid, welches eine Rolle bei
der Detoxifizierung von Al spielen kénnte (Taylor, 1995). Es ware daher sinnvoll, die Exsu-
date der Zellen nach GrofRRe aufzureinigen, um den EinfluR von Al in Zusammenhang mit

dem Pektingehalt der Zellen genauer untersuchen zu kdnnen.

Wurde die Abgabe eines bestimmten Proteins, namlich des Enzyms Saure Phosphatase
gemessen, so lield sich erkennen, dal? mit zunehmendem Pektingehalt die Abgabe starker
gehemmt war als bei Zellen mit geringerem Gehalt (Abb. 47A). Eine Ausnahme stellten hier-
bei die Pectolyase-behandelten Zellen dar, denn hier war die Abgabe am starksten ge-
hemmt. In Anbetracht der Tatsache, dal? bei diesen Zellen im Apoplasten nur wenig Bin-
dungsstellen fur Al zur Verfligung standen, liegt es nahe anzunehmen, dal3 Al an die Plas-
mamembran band und auf diese Weise zur Hemmung der Abgabe flhrte. Eine solche

Wirkungsweise soll spater genauer besprochen werden (Kap. 4.10).

Nicht nur die Abgabe von Saurer Phosphatase war durch Al beeinflu3t, sondern auch die

apoplastische Aktivitdt des Enzyms, unabhangig davon, ob die Wurzeln vor der Enzymbe-
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stimmung oder wahrend der Bestimmung mit Al behandelt wurden (Abb. 46B, 47B). Aller-
dings hatte die Al-Behandlung zu beiden Zeitpunkten keinen additiven Effekt. Auch konnte
anhand der spezifischen Aktivitat und bei in vitro-Tests gezeigt werden, daf3 Al nicht direkt
die Aktivitat von Saurer Phosphatase modifiziert. Die Veranderung der Aktivitat durch Al mufl3
also andere Grinde haben, die vielleicht analog zu denen bei der PME (Kap. 4.7) oder der
Peroxidase sind (Kap. 4.13) sind und auf einer Anderung des Bindungsverhalten des
Enzyms in der Zellwand beruhten. Cashikar et al. (1997) konnten zeigen, dal3 Bindung von
Saurer Phosphatase an Pektin die kinetischen Eigenschaften verénderte, insofern als dal3
sich die Km, also die Substratspezifitét, verringerte. Die Hemmung der apoplastischen Akti-
vitdt von Saurer Phosphatase kénnte auf einer festeren Bindung des Enzyms an die Pektin-

matrix beruhen, was mdoglicherweise den Kontakt zwischen Enzym und Substrat erschwert.

Saure Phosphatase ist hier bislang nur im Hinblick auf Bindung und Mobilitat bzw. Porositéat
besprochen worden, ohne direkt mit Al-Toxizitat in Kontakt gebracht zu werden. Dies liegt
vor allem daran, daf? mogliche Substrate, und damit die Bedeutung fir apoplastische Vor-
gange, von Saurer Phosphatase in vivo nicht bekannt sind (Staswick et al., 1994). Die Ef-
fekte von Al auf die Aktivitdt von apoplastischer Saurer Phosphatase waren zwar signifikant,
erscheinen aber im Vergleich zur Verdnderung der Aktivitat von PME oder Peroxidase als
relativ gering. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Standard-Verfahren benutzt, das p-Nitro-
phenylphosphat (p-NPP) als kinstliches Substrat verwendet (McLachlan, 1980). Cashikar et
al. (1997) konnten zeigen, dal3 die Substratspezifitat fir p-NPP im Vergleich zu Polyphos-
phat oder ATP sehr gering ist. Es erscheint daher naheliegend, dal3 auch fir mdgliche in vivo
Substrate die Affinitat gréRer ist, so dal3 sich auch der Effekt von Al starker auswirken

konnte.

Saure Phosphatase ist fur Dephosphorylierungsprozesse verantwortlich, die im Apoplasten
eine wichtige Rolle fir die Regulation des Wachstums spielen. Kirzlich hat Pfeiffer (1998)
vermutet, daR Saure Phosphatase an der Elongation von abgeschnittenen Maiswurzelspit-
zen beteiligt ist. Er konnte zeigen, dal3 die longitudinale Verteilung der Aktivitdt von Saurer
Phosphatase ein Maximum in 2,5 mm Entfernung von der Wurzelspitze aufwies, was sich mit
einem Maximum der Elongation im Bereich 2,4 mm Uberschneidet. In diesem Bereich ist
auch die Al-Toxizitat besonderes hoch (Sivaguru und Horst, 1998, Kollmeier et al., 2000), so
daR man davon ausgehen kann, dalR hier auch die Hemmung von Saurer Phosphatase in-
volviert sein kdnnte. Auch in Hinblick auf Auxin-stimuliertes Wachstum gibt es Berlhrungs-
punkte mit Saurer Phosphatase. So konnte Pfeiffer (1996) bei Maiskoleoptilen zeigen, dal3
Auxin die Exocytose von Saurer Phosphatase stimulierte. Al kdnnte Saure Phosphatase also
nicht nur Uber die Veranderung der Substratspezifitdt beeinflussen, sondern auch durch
Hemmung des basipetalen Auxintransports vom Meristem zur Elongationszone, wie er von

Horst et al. (1999) vorgeschlagen und von Kollmeier et al. (2000) dokumentiert wurde.
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Sowohl die Abgabe von Pektinen, Proteinen und Saurer Phosphatase als auch der Transport
von PTS deuten daraufhin, dal3 sich die Porositat mit Al-Behandlung verkleinerte. Die Ver-
anderung der Porositat hat Konsequenzen fir die Wachstumsphasen bei Zellkulturen (Titel
et al., 1997). Auch Fleischer et al. (1998) konnten zeigen, dal es fur ihre Zellkultur nétig war,
die Porositat zu verkleinern, nicht nur um den Ubergang von Wachstums- zu stationarer
Phase zu bewirken, sondern auch um in der stationaren Phase zu Uberleben. Die Bedeutung
der Anderung der Porositat fiir diese Umstellung soll darin beruhen, daB sie physiologische
Prozesse wie Polymersekretion, aber auch Diffusion und Aktivitat von apoplastischen Enzy-
men variiert (O'Driscoll et al., 1993). Die Retention der Molekdle ist besonders wichtig fur die
lokale Wirkung von Enzymen, aber auch die Wirkdauer von Substanzen wie Expansin, die
fur die Zellstreckung wichtig sind (Cosgrove, 1993a; McQueen-Mason und Rochange, 1999;
Wu et al., 1996). Al kdnnte eine Verkleinerung der Porositat hervorrufen und auf diese Weise

vorzeitig zur Reduktion des Wachstums fuhren.

4.10 Sekretion, Plasmamembran und Al

Die Tatsache, daf} bei den Pectoylase-behandelten Zellen die Abgabe von Saurer Phos-
phatase und Proteinen besonders stark durch Al gehemmt war, deutet daraufhin, dal3 es sich
hierbei nicht um die Hemmung der Abgabe durch den Apoplasten handelte, die sich laut den
Ergebnissen von Baron-Epel et al. (1988) bei der Behandlung mit Pectolyase héatte verbes-
sern mussen. Da sich nur wenig unmethyliertes Pektin in diesen Zellen befand, waren die
Bindungsstellen fur Al im Apoplasten sehr schnell besetzt, und es kam bereits bei einem Al-
Angebot von 50 uM nach 2 h zur Sattigung der Zellen mit Al (Abb. 29). Sobald die negativen
Bindungsstellen im Apoplast besetzt sind, sollte sich weiteres Al leichter im Apoplasten be-
wegen kdnnen (verringerte Retention) und auf diese Weise leichter die Plasmamembran er-
reichen. In der vorliegenden Arbeit wurde nicht zwischen Zellwand- und Plasmamembran-
gebundenem Al unterschieden, aber in der Literatur ist die Bindung von Al an die Membran
dokumentiert (Wagatsuma et al.,1995). Bei Weizen konnte sogar die Oberflachennegativitat
von Plasmamembranvesikeln die Unterschiede in der Al-Resistenz zweier Genotypen wider-

spiegeln (Yermiyahu et al., 1997).

Es erscheint daher als sehr wahrscheinlich, daf die Bindung von Al an die Membran die Ab-
gabe von Protein und Pektin behinderte. Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden Ver-
suche mit Protoplasten durchgefiihrt, um an diesen die Abgabe von Proteinen Uber die
Membran unter Al-Einflu3 zu untersuchen. Die Ergebnisse waren jedoch nicht schlissig,

denn es stellte sich heraus, daR auch ohne Al-Behandlung einzelne Protoplasten starben
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oder zumindest die Membranen undicht wurden. Dabei trat der Inhalt der Protoplasten aus

und verfalschte die Ergebnisse (nicht dargestellt).

Auch wenn es keinen schlissigen Beweis fur die Annahme gibt, dal3 Al die Abgabe von
Substanzen tber die Membran beeinfluf3t, so lassen sich doch die hier beobachteten Effekte
mit Ergebnissen anderen Arbeiten in Verbindung bringen. Die bereits erwahnte Anderung
der Pektinzusammensetzung (Kap. 4.3 und 4.6) stimmt mit Ergebnissen von Le Van et al.
(1994) uberein, die ebenfalls eine Anderung der Zellwandzusammensetzung nach Al-Be-
handlung bestimmen konnten. Diese Anderungen lassen sich teilweise mit der veranderten
Aktivitat von PME erklaren (Kap. 4.7), aber es gibt Hinweise darauf, daf3 sich Al auch auf die
Abgabe von Zellwandmaterial, somit den sekretorischen Haushalt der Zelle auswirkt. So ha-
ben Bennet und Breen (1991) nach Al-Behandlung eine Verdnderung der Ultrastruktur des
Golgiapparats und eine Verringerung der Aktivitat von sekretorischen Vesikeln an der Peri-
pherie von Wurzelhaubenzellen feststellen kénnen. Der Golgiapparat spielt eine wichtige
Rolle fur Synthese, Transport und Verteilung von nicht-cellulose-haltigem Material, das fur
die Zelloberflache bestimmt ist (Staehelin und Moor, 1995). Dabei wird Pektin und Hemi-
cellulose Uber den Golgiapparat, durch die Fusion von Vesikeln mit der Membran in die
Wand eingebracht (Driouich et al., 1993). Allerdings wurde auch von speziellen carrier-Vesi-

keln fur diesen Transport berichtet (Lazar et al. 1997, Finger und Novick, 1998).

Puthota et al. (1991) konnten zeigen, daf? die Mucilagebildung bei einem sensitiven Weizen-
genotyp nach Al-Behandlung um den Faktor 3 im Vergleich zum toleranten Genotypen redu-
Ziert war, bzw. es beim toleranten Genotypen einer wesentlich héheren Al-Konzentration be-
durfte, um die Bildung von Mucilage zu hemmen. Parallel dazu fanden sie bei dem sensitiven
Genotypen, dalR es zu einer Akkumulation von sekretorischen Vesikelen kam. Aus diesen
und weiteren Beobachtungen schluf3folgerten sie, da3 Al den Transport von Mucilage-ent-
haltenden Vesikeln und dem Turnover von Dictyosomen beeinfluf3t. Horst et al. (1982)
konnten zeigen, daR3 die Bindung von Al an Mucilage die Toxizitat reduzierte. Mucilage be-
steht aus einem Gemisch von Polymeren (Chaboud, 1983; Rougier, 1981) und weist die Ei-
genschaften eines Pektingels auf (Wright und Northcote, 1974). Von Mucilage wird ange-
nommen, dal3 sie einen hohen Anteil an uronsaurehaltigem Material enthalt (Peretto et al.,
1990 und Referenzen darin). Allerdings kann die Zusammensetzung bei verschiedenen
Pflanzen sehr unterschiedlich sein, so enthélt sie bei Mais relativ wenig Pektin, ca. 3% (Bacic
et al., 1986) wahrend sie mit 11,5% bei Cowpea deutlich mehr enthalt (Moody et al., 1988).
Die Carboxylgruppen des Pektins bzw. der Uronséuren stellen Bindungsstellen fir Metall-
ionen in der Mucilage dar (Morel et al., 1986). Li et al. (2000) und Archambault et al. (1996)
konnten zeigen, dal3 Al sehr fest an Mucilage bindet und mitverantwortlich fir die schnelle
Phase der Al-Aufnahme ist (Zhang und Taylor, 1989). Mucilage-gebundenes Al ist jedoch

nicht toxisch (Horst et al., 1982), so konnte im 1. mm der Wurzel keine Al-induzierte Kallose-
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bildung festgestellt werden obwohl der Al-Gehalt hier am hochsten war (Abb. 16, 17, 14). Die
Prasenz von Mucilage kann jedoch nicht die gesamte Wurzel vor Al-Toxizitat schitzen, in
den Versuchen von Li et al. (2000) besal3en die Maispflanzen Mucilage, in der Al gebunden
wurde, dennoch kam es zur Hemmung des Wurzellangenwachstums. Diese Beobachtung ist
damit zu erklaren, dal3 bei Mais die Al-sensitive Wurzelzone im Bereich 1-2 mm entfernt von
der Wurzelspitze zu finden ist (Sivaguru und Horst, 1998), Mucilage sich jedoch haupt-

sachlich an der Wurzelspitze (0-1 mm, Robert und Jones, 1975) befindet.

Nicht nur der Transport von Mucilage ist von der Al-Behandlung betroffen, sondern auch der
von Proteinen und Enyzme, wie z. B. Saurer Phosphatase. Daher ist es als sehr wahrschein-
lich anzusehen, dalR auch andere fur das Wachstum wichtige sekretorische Prozesse be-
troffen sind. An diesem Punkt stellt sich die Frage, wie Al die Sekretion modifizieren kann.
Zwei Ansatzpunkte, namlich Ca-Signale und das Cytoskelett (Battey et al., 1999, und Refe-

renzen darin) sollen im folgenden in Hinblick auf Al-Toxizitat weiter diskutiert werden.

4.11 Ca-Signale und Al

Foy et al. (1978) beschrieben die antagonistische Beziehung zwischen Al und Ca. Dartber
hinaus ist inzwischen dokumentiert, dal3 Al Ca aus Bindungsstellen im Apoplasten verdran-
gen kann (Blamey und Dowling, 1995; Demarty et al., 1984), und es wurde tUber den Ver-
bleib bzw. die Bedeutung des freigesetzten Ca spekuliert. Ca ist als "second messenger" in
Pflanzen etabliert und spielt eine wichtige Rolle bei Morphogenenis, Polaritdt und Osmo-
regulation (Hepler und Wayne, 1985; Brownlee et al., 1999; Trewavas und Malho, 1997).
Aus diesem Grund hat Rengel (1992) die Stérung der cytoplasmatischen Ca-Homeostasis

als Trigger fur Al-Toxizitat bezeichnet.

Uber die Anderung der cytosolischen Ca-Konzentration durch Al gibt es unterschiedliche
Aussagen. Jones et al. (1998a) haben gezeigt, dal’ Al die cytosolische Ca-Konzentration bei
Tabakzellkulturen senkt. Im Gegensatz dazu beobachteten Sivaguru et al. (1999b), daf3 die
Beeinflussung der cytosolische Ca-Konzentration bei Zellsuspensionskulturen von Tabak
abhangig ist von der Wachstumsphase der Kultur — in der stationaren Phase kam es zu kei-
ner Anderung, wahrend es in der log-Phase nach Al-Behandlung zur Erh6hung der cytoso-
lischen Ca-Konzentration kam. In Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Lindberg und Strid
(1997) konnten Jones et al. (1998b) dann aber bei Wurzelhaaren von Arabidopsis eine Er-
hoéhung der cytosolischen Ca-Konzentration finden, und zwar nur im Wildtyp und sensitiven
Mutanten, wahrend resistente Mutanten kein Anderung des cytosolischen Ca erkennen lie-
Ren. Diese Ergebnisse waren jedoch nicht vollig konsistent, teilweise blieb die Erhéhung des

cytosolischen Ca bei den sensitiven Mutanten aus.
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Da Ca eine besondere Rolle in der Regulation von Exocytose und Endocytose spielt (Steer,
1988; Battey et al., 1999), erscheint es wahrscheinlich, daf3 Al auch durch die Veranderung
der Ca-Homeostasis die Abgabe von Protein, Pektin und Saurer Phosphatase (Abb. 46-49)
hemmen konnte bzw. erklart wie es zur Modifikation von sekretorischen Prozessen durch Al
kommen kann, wie sie von Bennet und Breen (1991) und Puthota et al. (1991) beschrieben

wurde.

Auch in Hinblick auf die Phytopathogenabwehr sind Ca-Signale wichtig. So ist der Influx von
Ca ein wichtiger Schritt in der Signaltransduktionkette, die zur Kallosebildung fuhrt (Kauss et
al., 1991). Daf3 auch Al zur Kalloseinduktion fuhrt, unterstreicht die Annahme, daf3 Al in die

Ca-Homeostasis eingreift.

Einen weiteren Schritt in der Signaltransduktionskette zur Kalloseinduktion stellt die Veran-
derung des Membranpotentials dar (Waldmann, 1992). Hierbei gibt es Parallelen zu Wirkun-
gen von Al, auch wenn der Einflu? von Al auf das Membranpotential unterschiedlich in der
Literatur beschrieben wurde. Takabatake und Shimmen (1997) konnten bei Chara eine De-
polarisation feststellen, wahrend Papernik und Kochian (1997) eine solche Depolarisation
nur im Al-resistenten Genotyp von Weizen, nicht im sensitiven finden konnten. Sie erklarten
die beobachtete Depolarisation mit der Aktivitat eines lonenkanals, der fur die Ausscheidung
von organischen Anionen verantwortlich war, und dadurch zur Detoxifizierung von Al beitrug
(de la Fuente et al., 1997, Delhaize et al., 1993b). Der EinfluR von Al auf das Verhalten von
lonenkanélen ist auch an anderer Stelle dokumentiert, so hemmte Al den Kalium-Efflux bei
Soyabohnenwurzeln (Cakmak und Horst, 1991a) und Sojazellen (Stal3 und Horst, 1995).

lonenkanale der Plasmamembran kénnen unter anderem auch tber mechanische Belastung
aktiviert werden (Perbal et al., 1997; Cosgrove und Hedrich, 1991). So ist bereits darlber
spekuliert worden, ob die Erhéhung der cytosolischen Ca-Konzentration durch Kanéle, wie
z.B. ,stretch-activated channels” verursacht wird (Blatt und Thiel, 1993). Damit kbnnte erklart
werden, wie es durch mechanischen Strel3 (Kauss, 1996), aber auch durch Bindung von Al
im Apoplasten (Kap. 4.5 und 4.6) zur Kalloseinduktion kommen kann. Solche mechano-
sensorischen Ca-selektiven Kanéle sind in Wurzelspitzen beschrieben worden und sollen
eine Rolle bei der Regulation des Auxintransports spielen (Ding und Pickard, 1993). Am
Beispiel der Zwiebelepidermis konnte demonstriert werden, daf3 Al einen solchen mechano-
sensorischen Ca-Kanal hemmt (Ding et al. 1993). Dies kdénnte die Hemmung des basipeta-
len Auxintransports erklaren, die von Kollmeier et al. (2000) beschrieben wurde. Die Frage,
wie sich die Bindung von Al auf die Plasmamembran und lonenkandle, aber auch Apoplast

und Symplast auswirken kann, soll im weiteren diskutiert werden.
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4.12 Cytoskelett-Plasmamembran-Zellwand-Kontinuum

Das Cytoskelett spielt eine bedeutsame Rolle in der Regulation von pflanzlichen Wachs-
tumsprozessen (Barlow und Parker, 1996; Baluska et al., 1997). Bei Mais konnte beispiels-
weise festgestellt werden, dal das Aktin und dessen Anderung das Wachstum und die Ent-

wicklung des Wurzelapex von Mais beeinflu3t (Baluska et al., 1997).

Die Behandlung von Weizenwurzeln mit Al fihrte zu einer Depolymerisation oder zur Stabili-
sierung der cortikalen Mikrotubuli (Sasaki et al., 1997). Bei Maiswurzeln kam es drei Stunden
nach der Behandlung mit Al zu einer Stabilisierung der Mikrotubuli und einer Reorientierung
der Aktinfilamente (Blancaflor et al., 1998). Diese Ergebnisse wurden von Horst et al. (1999)
bestatigt, wobei hier die Stérung der cortikalen Microtubuli und Anderungen im Polymeri-
sierungsgrad des Aktins vor allem im Bereich 1-2 mm Entfernung von der Wurzelspitze aus-
gepragt waren. Neuere Ergebnisse lassen auRerdem darauf schlieRen, daRR bei Tabak-
zellkulturen die Wirkung von Al auf das Cytoskelett von der Wachstumsphase abhangt, so
kam es in der log-Phase zur Depolymerisation und in der stationaren Phase hingegen zur
Stabilisierung der Mikrotubuli (Sivaguru et al., 1999b). Wie aber kann Al das Cytoskeletts

beeinflussen?

Auch wenn symplastisches Al als Ursache fir die Veranderungen des Cytoskeletts im Mo-
ment nicht ausgeschlossen werden kann (Kap. 4.2, Horst et al., 1999; Sivaguru et al.,
1999h), so sind aufgrund der Literatur eine Reihe anderer Wege ebenfalls wahrscheinlich.
Veranderung des Cytoskeletts kdnnen unter anderem auch durch Depolarisation der Plas-
mamembran ausgeldst werden (Gidddings und Staehelin, 1991), die ebenfalls durch Al be-
wirkt werden kann (Takabatake und Shimmen, 1997; Papernik und Kochian, 1997). Auch
Auxin wirkt sich auf das Cytoskelett aus (Blancaflor und Hasenstein, 1995; Baluska et al.,
1996a), so dalR die Verdnderung des Auxintransports durch Al (Kollmeier et al., 2000)

indirekt zur Stérung des Cytoskeletts fuhren kénnte.

Nebel und Fischer (1997) konnten zeigen, dal3 der Anstieg der cytosolischen Ca-Konzentra-
tion zur Depolymerisation des Cytoskeletts fihrt. Ein Anstieg der cytosolischen Ca-Konzen-
tration durch Al ist bereits beschrieben worden (Sivaguru et al., 1999b; Jones et al., 1998b;
Lindberg und Strid, 1997) und neuere Arbeiten von Grabski et al. (1998) haben zu der An-
nahme gefiihrt, daR Al das Cytoskelett mittels Ca**-regulierten Phosphatasen und Kinasen

beeinflul3t, was auch mit Ergebnissen von Baskin und Wilson (1997) Ubereinstimmt.

Die Kalloseinduktion, an der Ca als Teil der Signalkette beteiligt ist (Kap.4.4, Kauss et al.,
1991) und die u.a. von Al ausgel6st wird (Kap 4.4), kann ebenfalls mit dem Cytoskelett in
Verbindung gebracht werden, denn es ist ein Zusammenhang zwischen der Kalloseablage-
rung und der Desorganisation von cortikalen Mikrotubuli in Pollenschlauchen beobachtet

worden (Pierson und Cresti, 1992). Zu diesem Zeitpunkt kann nicht bestimmt werden, ob die
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Anderung der cytosolischen Ca-Konzentration sowohl die Depolymerisation des Cytoskeletts
als auch die Kalloseinduktion ausldst oder ob die Induktion der Kallose einen Schritt in der

Veranderung des Cytoskeletts darstellt.

Wie sich bereits angedeutet hat, ist das Cytoskelett nicht unabhangig von anderen Kompar-
timenten der Zelle. Es gibt eine Vielzahl an Daten, die Wechselwirkungen zwischen
Cytoskelett, Plasmamembran und der Zellwand beschreiben, so dal3 sich inzwischen ein
sehr komplexes Bild ergeben hat, das mit der Bezeichnung ,cytoskeleton-plasma mem-
brane-cell wall continuum* (Wyatt und Carpita, 1993; Miller et al., 1997ab) zusammengefal3t
wurde. Dabei geht man davon aus, daf die cortikalen Mikrotubuli durch die Zellwand stabili-
siert werden (Akashi et al., 1990). Ebenso sind Transmembranproteine im Gesprach, welche
die Mikrotubuli mit der Zellwand verbinden (Nick, 1999 und Referenzen darin). Durch diese
Transmembranproteine kénnte mechanischer Strel3 in der Zellwand von der apoplastischen
Seite auf das Cytoskelett Gbertragen werden. Das wiederum wirde in einer entsprechenden
Anderung der Orientierung der Mikrotubuli resultieren (Williamson, 1991; Fischer und
Schopfer, 1998). Fischer und Cyr (1998) stellten fest, dal’ die Bildung von Cellulosefibrillen
wahrend des Elongationswachstums Voraussetzung fir eine normale Anordnung der corti-
kalen Mikrotubuli war, was sie dazu veranlafite, einen bidirektionalen Informationsaustausch
zwischen Mikrotubuli und Celluosefibrillen bzw. Symplast und Apoplast vorzuschlagen. Die
Mikrotubuli und die Cellulosefibrillen stehen in Wechselwirkung, wobei die Anordnung der
Cellulosefibrillen die Dehnbarkeit der Zellwand und somit das Wachstum bestimmt. Stehen
die Cellulosefibrillen im rechten Winkel, ,transverse", zur Wachstumsrichtung kann Elonga-
tion stattfinden, sind sie parallel, ,oblique”, ausgerichtet, kommt das Wachstum zum Still-
stand (Taiz, 1984; Preston, 1988).

Die Bindung von Al im Apoplasten ist dokumentiert (Kap. 4.2 und 4.5), wobei Al fester in der
Zellwand gebunden wird als Ca und dieses verdrangen kann (Blamey und Dowling, 1995).
Dies fiihrt offensichtlich zu Anderungen in der Porositéat der Zellwand (Kap. 4.9). Die Verrin-
gerung der Porositat kann mechanischen Strel3 in der Zellwand bedeuten, denn es gibt ver-
schiedene Parallelen zwischen der Behandlung mit Al und mechanischem Stre3. Zum Bei-
spiel kommt es in beiden Fallen zur Aktivierung der Peroxidaseaktivitat (Kap. 4.13) und zur
Induktion von Kallose (Kap. 4.4), aber auch zur Induktion bestimmter Gene, die in der Wur-

zelspitze lokalisiert sind (Snowden et al., 1995).

Physikalische Verdnderungen im Apoplasten kénnen Uber die Plasmamembran auch
Signaltransduktionswege beeinflussen, an denen unter anderem auch Phospholipase C be-
teiligt ist (Haley et al., 1995; Ingber, 1997). So konnten Jones und Kochian (1995) an Wei-

zenwurzeln beobachten, das Al zu einer Hemmung der Phospholipase C fihrt.

Die Bindung von Al im Apoplasten, aber auch an der Plasmamembran kénnte eine Art me-

chanischen Strel3 darstellen, der sich durch die erwahnten Transmembranproteine auf das
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Cytoskelett auswirkt. Auf diese Weise kdnnte Al die geordnete Depaosition von neuen Cellu-
losefibrillen stéren und dem zielgerichteten Transport von Vesikeln, die andere Zellwand-
komponenten befdrdern (Kap. 4.9, Battey et al., 1999, und Referenzen darin), beeinflussen,

wodurch das Wachstum gehemmt wiirde.

Die bisher erwahnten Resistenzmechanismen wie die Abgabe von Komplexoren (Basu et al.,
1994; Horst et al., 1982; Pellet et al., 1995; Ma et al., 2000), die Erhéhung des pH-Werts
(Degenhardt et al., 1998) oder die Kompartimentierung (Vazquez et al., 1999) beruhen
darauf, dafl3 Al au3erhalb oder innerhalb der Wurzel detoxifiziert wird. Trotzdem wird Al auch
bei resistenten Genotypen oder Pflanzen in der Zellwand gebunden, wenn auch in geringe-
rem Ausmald als bei sensitiven (Delhaize et al., 1993a; Llugany et al., 1994; Rincon und
Gonzales, 1992). Entweder reicht bei diesen resistenten Pflanzen die gebundene Al-Menge
nicht aus, um Toxizitdt durch mechanischen Strel3 auszulésen, oder sie sind in der Lage,
diesen Strel3 zu vermindern bzw. vermeiden, ihn auf die Membran oder das Cytoskelett zu

Ubertragen.

Aus Maiswurzeln isolierte Protoplasten zeigten die gleichen genotypischen Unterschiede in
ihrer Al-Resistenz, wie sie bereits in Feldversuchen und Nahrlésungsversuchen bestimmt
worden waren. So zeigten Protoplasten aus sensitiven Genotypen héhere Kalloseinduktion
als aus toleranten Genotypen (Schmohl, 1995; Horst et al., 1997). AulRerdem war zu erken-
nen, dal die Protoplasten nach der Inkubation mit Al Aggregate bildeten, was auf eine Ver-
kntpfung mehrerer Protoplasten durch Al hindeutet. Die genotypischen Unterschiede in der
Al-Resistenz bei Mais traten nur auf, wenn die Protoplasten aus der Wurzelspitze (0-1 cm)
isoliert wurden. Protoplasten aus alteren Wurzelsegmenten (3-6 cm) reagierten nicht auf Al
(Schmohl, 1995). Da wahrend der Inkubation immer wieder Protoplasten Membranschéaden
erlitten oder auch starben, war der Anteil an méglichen Komplexoren so grof3, daf’ die Aus-
scheidung solcher Substanzen fir die genotypischen Unterschiede in der Al-Resistenz nicht
relevant sein konnte. Ein mdglicher Resistenzfaktor konnte eher in der Negativitat der Plas-
mamembran zu suchen sein (Wagatsuma und Akiba, 1989), aber auch in der Zusammen-

setzung derselben.

In Versuchen mit kiinstlichen Membranen konnten Feigin et al. (1995) zeigen, dal3 die Zu-
sammensetzung der Membran die Stabilitdt bzw. die Aufrechterhaltung der Fluiditat wahrend
der Behandlung mit Toxinen beeinflu3t, wobei der Einbau von Phytosterolen vor der Toxin-
wirkung schitzen kann (Julmanop et al., 1993). Al kdnnte entweder direkt oder indirekt Uber
die Zellwand auf die Membran wirken, und deren Zusammensetzung kdnnte die Wirkung von
Al modifizieren — der Einbau von Phytosterol, vor allem Cholesterol und Sitosterol kann die
Membranfluiditat verbessern (Feigin, et al., 1995; Stalleart und Geuns, 1994) - und kdnnte
auf diese Weise gegen Al schitzen. Nachdem Zhang et al. (1996) nachweisen konnten, dal3

eine Al-Behandlung bereits nach 3 h zur Veranderung der Phospholipidzusammensetzung
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von Microsomen fiihrte, kdnnte sogar dartiber nachgedacht werden, ob eine nachtragliche

Umgestaltung der Plasmamembran zur Adaptation an Al-Toxizitat fihren kann.

Ein weiterer Resistenzmechanismus kdnnte in der Vermeidung von Membranschadigung
durch oxidative Prozesse zu suchen sein, denn Al kann zur Fe-vermittelten Lipidperoxidation
fuhren, was anschlieend zu Zellschaden oder sogar Zelltod fuhrt und durch Antioxidantien

vermieden werden kann (Yamamoto et al., 1998, Yamaguchi et al., 1999).

4.13 Oxidativer Strefd und Al

Oxidative Prozesse in Pflanzen bilden ein sehr komplexes System (Lamb und Dixon, 1997)

und wurde im Rahmen dieser Arbeit nur anhand der Aktivitat von Peroxidase untersucht.

Peroxidasen stellen eine grof3e Familie von Enzymen dar, die in der Lage ist verschiedene
Substrate in der Gegenwart von H,O; zu oxidieren. Es gibt viele verschiedene Isoformen von
Peroxidase, und sie werden zum Teil gewebe- und entwicklungsspezifisch gebildet, aber
auch durch verschiedenen Faktoren induziert (Van Engelken et al., 1991; Welinder et al.,
1996; Mohan et al., 1993; Klotz et al., 1998), wobei es auch oft zu Polymerisationsreaktionen
kommt (Eberhardt et al., 1993). Die Regulation der Peroxidasen erfolgt sowohl durch die Lo-
kalisation, die Substratspezifitat als auch den pH-Wert (De Marco et al., 1999). Peroxidasen
sind sowohl an der Wundheilung (Lagrimini, 1991; Bradley et al., 1992) als auch der Patho-
genabwehr (Thordal-Christensen et al., 1995; Scott-Craig et al., 1995) beteiligt. lhre Aktivitat
kann aber auch eine Antwort auf mechanischen Stre3 bzw. Verletzung sein (Lagrimi und
Rothstein, 1987), und es wird angenommen, dal3 sie wahrend der Elongation eine wichtige

Rolle bei der Kontrolle der Zellwandelastizitat spielt (Hoson et al., 1995).

Cakmak und Horst (1991b) konnten bei Sojabohne feststellen, dafl3 Al zur Erhéhung der Per-
oxidaseaktivitat fuhrt. Dies liel3 sich bei den hier untersuchten Pflanzen, aber auch bei den
Zellkulturen bestétigen (Kap. 3.6). Dieser Anstieg war bereits nach 2 h deutlich meR3bar und
war bei den sensitiven Kartoffelgenotypen besonderes ausgepragt. Die Aktivitat von Peroxi-
dase in der Wurzelspitze (0-1 cm) erreicht nach Al-Behandlung das Niveau von alteren, nicht
mit Al behandelten Wurzelzonen — Al beeinflu3t offenbar die entwickungsspezifische Vertei-

lung dieser Enzymaktivitét.

Bei Arabidopsis konnte gezeigt werden, dall Al Gene aktiviert, die unter anderem Peroxi-
dase, Glutathione-S-Transferase und Superoxid-Dismutase codieren, also Enzyme die auch
bei Behandlung mit Ozon induziert werden, woraus man schlieen kann, daf3 Al oxidativen

Strel3 auslost (Richards et al., 1998). Ergebnisse von Ezaki et al. (2000) unterstitzen diese
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Theorie ebenfalls, denn sie konnten bei transgenen Linien von Arabidopsis Gene induzieren,

die sowohl vor Al als auch oxidativem Strel? schiitzen konnten.

Die Frage, wie es zur Aktivierung der Gene bzw. zur Erhéhung der Peroxidaseaktivitat
kommt, ist noch nicht geklart. Es gibt verschiedene AnknlUpfungspunkte. So hat sich zum
Beispiel gezeigt, dal3 die Bindung von Peroxidase an Pektin die Enzymaktivitat modifiziert
(Penel et al., 1996), so dal? an dieser Stelle Wechselwirkungen mit Al mehr als wahrschein-
lich sind (Kap. 4.5 und 4.6). Eine andere Mdglichkeit stellt die Involvierung eines Signals dar,
so haben Legendre et al. (1993) gezeigt, da Oligogalakturonide einen oxidativen Burst in-
duzieren konnen. Die Mdglichkeit der Entstehung von Oligogalakturoniden im Zusammen-
hang mit Al ist in Kap. 4.6 besprochen worden. Darlber hinaus gibt es eine Parallele zur
Kallosebildung, die sowohl von Al als auch von pilzlichen Elicitoren (Kauss, 1996) induziert
wird. Pilzliche Elicitoren kdnnen aber auch oxidativen Burst ausldsen, der dann zur Festi-
gung der Zellwand fuhrt (Bradley et al., 1992; Otte und Barz, 1996). Eine solche Festigung
der Zellwand wird durch ionische oder kovalente Querverknipfung von Pektinen oder ande-
ren Matrixkompomenten ermdglicht (Jarvis, 1984; Kim und Carpita, 1992; Li et al.; 1994;
McCann und Roberts, 1994; McCann et al., 1994). Dartber hinaus sind solche Querver-
kntpfungen wichtig fir die Regulation der Zellwandplastizitat wahrend der Zellelongation
(Schopfer, 1996; Hoson et al., 1995). In vitro konnte gezeigt werden, dall Peroxidase zu-
sammen mit H,O, zur Querverknipfung von hydroxyprolinreichen Glycoproteinen (HRGP)
durch intermolekulare Dityrosine-Verknipfung fuhren kann (Fry, 1986; Varner und Lin,
1989). Solche oxidativen Querverknipfungen verlaufen sehr schnell, so begann die Quer-
verknUpfung von Strukturproteinen bereits 2-3 min nach Elicitorzugabe, war schon nach 10-
20 min abgeschlossen und fuhrte zur Festigung der Zellwand (Bradley et al., 1992; Otte und
Barz, 1996). Zu den Strukturproteinen gehdren auch Extensine. Diese kdnnen direkt von ei-
ner spezifischen Peroxidase oxidiert werden (Schnabelrauch et al., 1996), aber auch ihre
Vorstufen kénnen polymerisiert werden (Everdeen et al., 1988). Auch eine Polymerisation
von Monoligninen ist in der Zellwand beobachtet worden (Eberhardt et al., 1993), und Wal-
lace und Fry (1994) konnten zeigen, dal3 zwischen Pektinen Esterbindungen tber die Ver-

knupfung von Phenoldimeren, wie z.B. Diferulsaure, entstehen kénnen.

Bei den untersuchten Zellkulturen konnte beobachtet werden, dal3 nach Al-Behandlung we-
niger Phenole extrahiert wurden, als bei den Kontrollen (Abb. 52). Dies deutet daraufhin, dal3
auch Al Querverknipfung tber Phenole in der Wand induziert. Auch in der Literatur ist die
durch Al verursachte Lingnifizierung bei Weizen (Sasaki et al., 1997) und Mais (Budikova,

1999) beschrieben worden.

Die Querverknupfung von Phenolgruppen, Strukturproteinen und Pektinen fallt zeitlich mit
der Reifung bzw. Alterung der Zellwand zusammen, und Peroxidasen, die diese Reaktionen

katalysieren, werden als Enzyme der Wandreifung angesehen (Goldberg et al., 1987; Tan et
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al., 1991). Al kdnnte also durch Erhéhung der Peroxidaseaktivitat dazu fihren, daf? die Zell-
wand friher altert und sich somit vorzeitig verfestigt, wodurch das Elongationswachstum ge-
hemmt wird. Die erhdhte Peroxidaseaktivitat kann aber auch zum Abbau von Substanzen

fuhren, die fur das Wachstum wichtig sind, wie z.B. Auxin und Ascorbinsaure.

Auxin ist wichtig fir die Regulation von Gravitropismus, Morphologie und Wurzelwachstum
(Ruegger et al., 1997; Evans und Ishikawa, 1997; Kaufmann et al., 1995). Es wird im Sprof3
gebildet und wird dann Uber das Phloem in das Wurzelmeristem transportiert. Dort wird es
vermutlich Gber die Stele in die Zellen der Cortex und der Epidermis abgegeben, von wo aus
es dann basipetal in die Elongationszone beférdert wird (Estelle, 1998). Auxin stimuliert die
Bildung von Expansinen (Hutchinson et al., 1999) und Zellwand-Glycosidasen, die den Ab-
bau von Polysacchariden in der Wand katalysieren, was in einer Auflockerung der Zellwand
resultiert (Hoson et al., 1995). Wird der basipetale Auxintransport durch Al gehemmt (Koll-
meier et al., 2000), wird die Auflockerung der Wand verhindert und somit das Wachstum ge-
hemmt (Kap. 4.6).

Nicht nur der Transport von Auxin kann von Al betroffen sein, sondern es ist auch mdglich,
dal’ Al den Abbau von Auxin beschleunigt, denn es gibt Hinweise darauf, da? Peroxidasen
die Auxingehalte vermindern (Normanly, 1997; Ostin et al., 1998). Bei Mais konnte beob-
achtet werden, dal3 Ascorbatoxidase zur oxidativen Decarboxylierung von Auxin fuhrte (Kerk
et al., 2000). Dies tritt besonderes in Erscheinung, wenn wenig Ascorbat vorliegt. Eine Ver-
ringerung der Ascorbatgehalte ist nach Behandlung mit Al mehrfach beschrieben worden.
Bei Klrbiswurzeln kam es nach Al-Behandlung zur Hemmung des Wachstums und einem
Ruckgang der Ascorbatgehalte (Lukaszewski und Blevins, 1996). Auch bei Kartoffel war dies
zu beobachten, wobei hier gleichzeitig ein Anstieg der Peroxidaseaktivitat verzeichnet wurde
(Plitzner, 1998).

Die Reduktion der Ascorbatgehalte ist jedoch nicht nur relevant fur die Ascorbatoxidase-
vermittelte Decarboxylierung von Auxin (Kerk et al., 2000), sondern Ascorbat selbst ist fir
Wachstumsprozesse wichtig (Arrigoni et al., 1997). Gebiete mit hohem Wachstum weisen oft
hohe Ascorbatgehalte auf (Lin und Varner, 1991). Dabei soll Ascorbat als Elektronendonator
fur verschiedene Enzyme dienen, die Zellwandproteine modifizieren, die ihrerseits flr die
Zellwandgestaltung wichtig sind (Arrigoni et al., 1997; Schopfer, 1996). AulRerdem ist es
mdglich, dall hohere Ascorbatgehalte die Bildung von Ascorbatperoxidase stimulierten, so
dal weniger H,O, fir andere Peroxidasen zur Verfigung steht und so oxidative Querver-
kntpfung vermieden wird (Schopfer, 1996; Hoson et al., 1995). Durch die Bildung von freien
Ascorbatradikalen (AFR) soll auRerdem der pH-Wert der Zellwand gesenkt werden (De Cabo
et al., 1993; Gonzales-Reyes et al., 1994) und durch den niedrigen pH-Wert kann dann die
Elongation stimuliert werden (Rayle und Cleland, 1992; Pritchard, 1994).
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Eine Erhdhung der Ascorbatgehalte konnte durch Bor stimuliert werden (Mondy und Munshi,
1993). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die Zugabe von Bor Al-Toxizitat meliorieren
kann. Bei Weizen konnte ein solcher Effekt nicht bestimmt werden (Taylor und Macfie,
1994). Im Gegensatz dazu fuhrte Bor-Zugabe bei Kirbis zur Verminderung der Al-Sym-
ptome, was mit einer Zunahme der Ascorbatgehalte erklart werden konnte (Lukaszewski und
Blevins, 1996; Lenoble et al., 1996ab). Der melioriende Effekt von Bor laf3t sich aber auch im
Zusammenhang mit Pektin sehen. Kobayashi et al. (1996) haben Boratdiester aus Rham-
nogalacturonan Il identifiziert, die offenbar zusammen mit Ca®" die Pektinstruktur in der Zell-
wand erhalten (Kobayashi et al., 1999). Findeklee und Goldbach (1996) haben festgestellt,
daR die Elastizitat der Zellwand sensitiv auf den Borstatus reagiert, was nahelegt, dal die
Boratdiester hier ebenfalls eine Rolle spielen. Wenn man davon ausgeht, daf’ Al zu struktu-
rellen Veranderungen in der Zellwand, vor allem in der Pektinmatrix, fuhrt (Kap. 4.6), dann
kénnte Bor evt. dazu beitragen, den geordneten, natlrlichen Zustand zu erhalten und auf

diese Weise Al-Toxizitat zu meliorieren.

4.14 SchluR3folgerungen und Ausblick

Es kann zwar nicht ausgeschlossen werden, dal’ die Bindung von Al im Apoplasten die Auf-
nahme in den Symplasten erleichtert (Haynes, 1980), aber aufgrund des zeitlichen Verlaufs
der Al-Aufnahme und der hier prasentierten Ergebnisse I3t sich schlu3folgern, dal3 bereits
die Bindung von Al in der Zellwand Al-Toxizitat auslost und nicht, wie vermutet, zur Detoxifi-

Zierung von Al fahrt.

Die Bindung von Al im Apoplasten und somit Al-Toxizitat wird vom Pektingehalt und dem
Methylierungsgrad des Pektins bestimmt. Die Prasenz von Al in der Zellwand verandert of-
fensichtlich die physikalischen Eigenschaften des Apoplasten. Die Festigkeit des Pektingels
erhdht sich und die Porositat der Wand nimmt ab. Dies hat Auswirkungen auf die Mobilitéat
von Enzymen und Wachstumsfaktoren, so dal3 die Regulation des Wachstums gestoért wird.
Darlber hinaus werden Prozesse aktiviert, die zu einer verfriihten Alterung der Zellwand und
somit zur Einstellung des Wachstums fiihren. Die durch Al ausgelésten physikalischen Ande-
rungen in der Zellwand kénnen Uber die Plasmamembran auf das Cytoskelett Gbertragen
werden, und die daraus folgende Umgestaltung der Mikrotubuli wirkte sich auf die geordnete
Deposition von Cellulosefibrillen aus, was ebenfalls zur Hemmung des Wachstums fihrt.
Offenbar ist Al auch in der Lage durch Wechselwirkung von Zellwand und Plasmamembran
die Ca-Homeostasis und die Aktivitat von lonenkanélen zu beeinflussen, so daf} es auf die-
sem Weg zur Signaltransduktion kommt und Al-Toxizitat auf diese Weise vermittelt werden

kann. In diesem Zusammenhang kénnen auch Signalmolekiile, die aus Zellwandbestandtei-



-121-

len gebildet werden, eine Rolle spielen. Da das Wurzellangenwachstum von einer Vielzahl
an Faktoren beeinflu3t wird und die Wechselwirkungen zwischen Zellwand, Plasmamembran
und Cytoskelett immer deutlicher zu Tage treten, ist es schwierig, zwischen Ursache und
Wirkung zu unterscheiden. Um Al-Toxizitat verstehen zu kénnen, ist es daher erforderlich,
die Regulationsmechanismen des Wachstums genauer und, moglichst an einer ausgesuch-
ten Pflanzenart bzw. einem Genotypen zu untersuchen. Dabei sollte die Wirkung von Al auf
die Zellwandstruktur im allgemeinen und im speziellen auf die Orientierung der Cellulosefi-
brillen untersucht werden. Weiterhin sollten das Enzym XET, oxidative Prozesse und die
Proteine Expansin und Extensin auf Modulation durch Al getestet werden. Darlber hinaus
sollten physikalische Anderungen durch Al bei kiinstlichen Pektingelen und Plasmamembra-
nen untersucht werden, wobei die Zusammensetzung den in Pflanzen vorkommenden Ver-
haltnissen angepalfdt sein sollte, bevor Veranderungen, wie z.B. in der Konzentration an
Phytosterolen vorgenommen werden. Sollte sich dabei herausstellen, dalR die Phytosterole
tatsachlich Al-Toxizitat modifizieren kénnen, sollten unterschiedlich Al-resistente Genotypen

auf die Zusammensetzung ihrer Plasmamembran hin untersucht werden.

Aufgrund der Komplexitdt des Themas ist diese Aufgabe nur méglich, wenn kooperativ mit
anderen Arbeitsgruppen zusammengearbeitet wird, die sich sowohl vom Fachwissen als
auch von der instrumentellen Ausstattung auf einzelne der angesprochenen Bereiche spe-

zialisiert haben.
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5 Zusammenfassung

Die schadigende Wirkung von Al auf das Wachstum von Pflanzen ist primar auf eine Hem-
mung des Wurzellangenwachstums zurtickzufihren. Der Mechanismus der Al-induzierten
Wachstumshemmung ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde untersucht, ob die Zusammensetzung der Zellwand Al-Toxizitdt modulieren
kann und ob sich Al auf die Aktivitat von verschiedenen Enzymen auswirkt, die an der Modi-
fikation der Zellwand beteiligt sind. Diese Untersuchungen wurden an Kartoffel, Ackerbohne
und Mais durchgefihrt, die in ihrer Al-Empfindlichkeit sehr ahnlich sind. Ausgewahlt wurden
diese Pflanzen aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung ihrer Zellwand, wobei sich
Mais durch sehr niedrige und Ackerbohne durch hohe Pektingehalte auszeichnen. Von
Kartoffel lagen transgene Linien mit unterschiedlichem Expressionsgrad von Pektinmethyl-
esterase (PME) vor, so dalR der Methylierungsgrad des Pektins in Hinblick auf Al-Toxizitat

untersucht werden konnte.

Nach wie vor laf3t sich nicht sagen, ob die Al-Toxizitat durch apoplastisches oder symplasti-
sches Al verursacht wird. Deshalb wurde auch die Verteilung von Al in der Wurzelspitze von

zwei Pflanzenarten mittels LAMMA (Laser Microprobe Mass Analysis) untersucht.

Die radiale Mobilitat von Al war bei Ackerbohne geringer als bei Mais. In Maiswurzelspitzen
erreichte Al die Stele bereits nach 1 h, wahrend bei Ackerbohne Al auf die Rhizodermis und
die dulReren Cortexzellen beschrankt war, was auf eine starkere Bindung von Al in der Zell-
wand der Ackerbohne hindeutet. Nach 3 h war in beiden Pflanzenarten symplastisches Al
nachzuweisen, jedoch in wesentlich geringeren Konzentrationen als im Apoplasten. Die
Gesamtgehalte an Al waren in den Wurzeln von Ackerbohne héher als in Maiswurzeln. Die
unterschiedliche Verteilung und Konzentration von Al in Wurzeln der beiden Pflanzenarten
spiegelte sich jedoch nicht in ihrer Al-Empfindlichkeit wider, denn beide erwiesen sich als
gleichermalRen sensitiv. Die Bedeutung der Zellwand fiur die Al-Toxizitat wurde beim Ver-
gleich der beiden Pflanzenarten durch unterschiedliche Auspragung anderer Resistenz-

mechanismen, wie z.B. die Abgabe von Komplexbildner (org. Anionen, Mucilage) Uberlagert.

Mogliche Bindungsplatze fur Al im Apoplasten stellen die Pektine dar. Der Gehalt an Pektin
ist bei Ackerbohne wesentlich hdher als bei Mais, was sich auch in den hoheren Al-Gehalten
der Ackerbohne widerspiegelte. Dartiber hinaus war das Pektin entlang der Wurzelspitze
nicht gleichmafig verteilt, sondern bildete bei beiden Pflanzenarten einen Gradienten, der
sein Maximum in der Wurzelspitze (0-1 mm) aufwies. Wurden die Al-Gehalte der einzelnen
Wurzelsegmente untersucht, zeigte sich eine positive Beziehung zwischen den Pektin- und

den Al-Gehalten innerhalb einer, aber auch unter Einbeziehung beider Pflanzenarten.
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Bei Zellsuspensionskulturen von Mais wurde der Pektingehalt durch kurzfristige Applikation
von pectolytischen Enzymen verringert oder durch die langfristige Adaptation an Salz (NaCl)
und 2,6-Dichlorbenzonitril (DCB) erhdht. Dabei zeigte sich, dal3 es mit steigendem Pektin-

gehalt zur verstarkten Bindung von Al kam.

PME ist ein Enzym, dal3 die Methylester im Pektin spaltet und auf diese Weise Methanol
bildet und freie Carboxylgruppen im Pektin schafft, somit den Methylierungsgrad des Pektins
reguliert. Bei der Bestimmung der Al-Toxizitdt bei transgenen Kartoffellinien mit unter-
schiedlichem Expressionsgrad an PME zeigte sich, dal3 mit steigendem Expressionsgrad die
Al-Empfindlichkeit zunahm. Wurde der Methylierungsgrad von unterschiedlich adaptierten
und vorbehandelten Maissuspensionszellen bestimmt, zeigte sich, dal3 es mit sinkendem
Methylierungsgrad zur vermehrten Bindung von Al kam. Eine Ausnahme stellten dabei Zellen
dar, die kurzfristig mit Pectolyase behandelt worden waren. Es stellte sich heraus, dal3 nicht
der Methylierungsgrad an sich, sondern der Gehalt an unmethyliertem Pektin fur die Bindung

von Al in der Zellwand von entscheidender Bedeutung ist.

Mit vermehrter Bindung von Al kam es bei allen untersuchten Pflanzenarten und den unter-
schiedlich adaptierten Zellkulturen zur Steigerung der Schadigung durch Al. Als Parameter
der Schadigung wurde die Hemmung des Wurzellangenwachstums und die Kalloseinduktion

herangezogen.

Al-induzierte Kallosebildung ist ein sensitiver Parameter der Al-Schadigung, ist aber offenbar
nicht geeignet, um unterschiedliches Gewebe oder verschiedene Pflanzenarten in Hinblick
auf die Al-Empfindlichkeit vergleichen zu kénnen. Aus diesem Grund wurde dieser Para-
meter so madifiziert, dal3 er die Unterschiede der Gewebe und Pflanzenarten beriicksichtigt
und trotzdem schnell zu erheben ist, wie es flir ein Screeningverfahren notwendig ist. Dabei
wird die Al-induzierte Kallosebildung in Relation zur Digitonin-induzierten gesetzt (relative
Kalloseinduktion). Bei den verschiedenen Genotypen von Ackerbohne, Kartoffel und Mais
fand sich eine positive Beziehung zwischen der Hemmung des Wurzellangenwachstums und

der relativen Kalloseinduktion.

Die Behandlung von Pflanzen mit Al fihrte zur Veranderung von Enzymaktivitdten. Bereits
nach 2 h fuhrte Al zur Erhéhung der PME-Aktivitat vor allem in der Wurzelspitze (0-1 cm) von
Al-sensitiven Kartoffelgenotypen. Die erhdhte PME-Aktivitat fuhrt zur Verringerung des

Methylierungsgrads und damit zur verstarkten Bindung von Al im Apoplasten.

Auch die Aktivitat von Peroxidase war nach Al-Behandlung in den Wurzelspitzen (0-1 cm)
erhdht und erreichte bei Al-sensitiven Genotypen das Niveau von &lteren Regionen der
Wurzel (3-6 cm). In Zellkulturen ging die Erh6éhung der Peroxidaseaktivitat mit einer Verrin-
gerung der Extrahierbarkeit von Phenolen einher, was auf eine oxidative Querverknipfung

der Phenole in der Zellwand schlief3en |aft.
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Die Aktivitat von apoplastischer Saurer Phosphatase wurde durch Al vermindert, au3erdem

wurde die Exsudation des Enzyms gehemmt.

Die Abgabe von Proteinen und Pektinen wurde durch Al inhibiert. Der Transport von PTS (1-
Hydroxypyren-3,6,8-trisulfonsaure), einem Fluoreszenzfarbstoff der fir die Markierung von
apoplastischen Transportwegen verwendet wird, wurde gehemmt und es kam zu einer
Anreicherung des Farbstoffs in der Wurzelspitze. Dies deutet daraufhin, daf3 Al die Mobilitat
im und die Abgabe von Substanzen aus dem Apoplasten behindert indem es die Porositat

des Apoplasten vermindert.

Abschlie3end kann festgehalten werden, dal3 die Bindung von Al im Apoplasten nicht zu
dessen Detoxifizierung fihrt, sondern einen Schritt in der Perzeption von Al darstellt. Die
Bindung von Al wird dabei durch den Gehalt an unmethyliertem Pektin beeinflut und fihrt
offenbar zu physikalischen Veranderungen in der Zellwand (Porositat) und beeinfluf3t die
Aktivitat von Enzymen, die an der Gestaltung der Zellwand und an der Regulation von
Wachstumsprozessen beteiligt sind. Al-Toxizitat kann somit zumindest teilweise durch Wir-

kungen im Apoplasten erklart werden.

Schlagwdrter : Aluminiumtoxizitat, Apoplast, Pektin
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