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Abstract

Soluble oligogalacturonides in the leaf apoplast of potato cultivars differing in Ca-efficiency
at Ca deficiency

Ca deficiency may arise in the whole plant, or in a particular organ of the plant, but relatively little
is known about the way in which calcium deficiency causes the observed symptoms. Typically, the
symptoms of Ca deficiency, in addition to growth reduction, also comprise browning phenomena
and, in severe cases, necrosis of whole areas of plant tissue.

In contrast to other macronutrients, a high proportion of the total Ca in plant tissue is located in the
apoplast. The main known functions of Ca in the apoplast are to maintain the integrity of the
plasmalemma and to stabilize the pectins both intra- and inter-molecularly. Pectic fragments (oli-
galacturonides) of a degree of polymerization > 9 are known to be biologically active and can elicit
browning of cells and may even lead to cell death.

The underlying hypothesis of this study was, that under Ca deficiency in leaves a degradation of
pectic material of the cell wall takes place and biologically active oligogalacturonides are released
in the apoplastic fluid, which may be involved in the formation of Ca-deficiency symptoms such as
browning and necrosis. To test the hypothesis not only different Ca supplies were used, but also
different genotypes, which differ in growth and in the appearance of Ca-deficiency symptoms at
low Ca supply and thereby differ in their Ca efficiency.

The first experiments were conducted to identify Solanum-genotypes which differ in Ca efficiency
and to look for the influence of environmental conditions (growth chamber versus greenhouse) and
of the form of nitrogen nutrition (nitrate-, ammoniumnitrate-, ammonium-nutrition) on the geno-
typical differences in Ca efficiency.

The further studies to look for the relationship between the Ca status of leaves and changes in the
leaf apoplast in respect of Ca, pectin and pectic fragments were conducted with the two cultivars
‘Adelheid’ (Ca-inefficient) and ‘Bintje’ (Ca-efficient) under controlled growth chamber conditions
at different levels of Ca supply (1000, 60, 30 uM) in nutrient solution.

Despite the differences in the symptom intensity between ‘Adelheid’ and ‘Bintje’, no cultivar-
specific differences in the total leaf Ca content was found. A low Ca supply reduced the Ca con-
centration both in the apoplastic fluid of the leaves and in the cell walls. But neither the concen-
tration of Ca (total as well as ionic) in the apoplastic fluid of younger leaves nor Ca content of
isolated cell walls differed among the cultivars at low Ca supply.

At high Ca supply (1000 uM Ca) the amount of oligogalacturonides (determined by quantification
of the monomers, the uronic acids) in the apoplastic fluid of younger leaves accounted for 1 % of
the uronic acid content of isolated cell walls. At the lowest Ca supply of 30 uM, but not at 60 uM,
there was an increase in the uronic acid concentration in the apoplastic fluid, which was more
pronounced in leaves of the Ca-inefficient cultivar ‘Adelheid’ than of the Ca-efficient cultivar
‘Bintje’. But such an increase of the uronic acid concentration could not be observed in an early,
but in a later stage of the development of Ca-deficiency symptoms. The uronic acids additionally
solubilsed in the apoplast at the lowest Ca supply accounted for not more than 0,6 % of the uronic
acid content of isolated cell walls. The latter one was not influenced neither by the Ca supply nor
by the cultivar and consited out of 15 % uronic acids.



The size, that means, the degree of polymerization (DP) of the oligogalacturonides in the apoplas-
tic fluid of younger leaves was influenced by the Ca supply, as the analysis with HPAEC-PAD
showed. The potential biologically acitve oligogalacturonides with a degree of polymerization of 9
— 20 increased compared to the control Ca level (1000 uM) substantially at the lowest Ca supply of
30 uM, but not at 60 uM. This increase was more pronounced in the Ca-inefficient cultivar ‘Adel-
heid’ than in the Ca-efficient cultivar ’Bintje’. Also, comparing the two cultivars, ‘Adelheid’
showed a higher level of oligogalacturonides with DP 9 —20 than ‘Bintje’.

A time study conducted with the Ca-inefficient cultivar ‘Adelheid’ showed, that the increase in the
uronic acids in the apoplastic fluid is not an early event, but a late one in the development of
appearance of visual Ca-deficiency symptoms.

In summary, the study has indicated, that under low Ca supply there was an increase of uronic
acids in the apoplastic fluid of younger leaves, which can be seen as a sign of desintegration or
degradation of pectic material, and also an increase in potential biological oligogalacturonides and
both was more pronounced in the leaves of the Ca-inefficient cultivar compared to Ca-efficient
cultivar, but these events seemed not to be the first events at or before the appearance of Ca-
deficiency symptoms.

Keywords: Solanum tuberosum, calcium deficiency, oligogalacturonides

Losliche Oligogalakturonide im Blattapoplasten unterschiedlich Ca-effizienter Kartoffelsor-
ten bei Ca-Mangel

Genotypische Unterschiede sind sowohl in dem Auftreten von physiologischem Ca-Mangel als
auch in der Empfindlichkeit gegeniiber absolutem Ca-Mangel beschrieben. Nicht in jedem Fall
konnen diese genotypischen Unterschiede durch die Gesamt-Ca-Gehalte des Gewebes erklirt
werden konnen. In diesen Féllen besteht die Vermutung, daf3 genotypische Unterschiede in der
Nutzung oder Kompartimentierung von Ca auf Gewebe- bzw. Zellebene bestehen, die bei der
Bestimmung des Gesamt-Ca-Gehaltes des Gewebes nicht erfasst werden.

Im Gegensatz zu anderen Makronéhrstoffen ist ein hoher Anteil des Ca im Apoplasten lokalisiert.
Hier ist Ca von struktureller und funktioneller Bedeutung fiir die Plasmamembran und sorgt des
weiteren durch die Vernetzung schwach methylierter Pektine fiir die Stabilitit und Integritdt des
Pektin-Netzwerkes der Zellwand. Physiologisch bedeutsam ist eine mdgliche Pektin-Degradation
bei niedrigem Ca-Versorgungsgrad des Gewebes insbesondere vor dem Hintergrund, daB Oligo-
galakturonide mit einem Polymerisationsgrad von 9 bis 16 als Signalmolekiile verschiedene Reak-
tionen auslésen kdnnen, wie Verbraunungen von Zellen und Nektrotisierung von Geweben.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit am Modell der Kartoffelpflanze unter-
sucht, ob bei Ca-Mangel in Bléttern eine Degradation der Pektinsubstanz der Zellwand stattfindet
und biologisch aktive Oligogalakturonide in die Blattapoplastenfliissigkeit freigesetzt werden,
welche urséchlich an der Ausbildung von Ca-Mangelsymptomen, wie Verbrdunungen und Nekro-
sen, beteiligt sind. Durch einen Vergleich von Kartoffelsorten, die sich in ihrer Ca-Effizienz und



damit in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber einem niedrigem Ca-Angebot voneinander unterschei-
den, wurden sich zudem Hinweise auf die Physiologie dieser Unterschiede erhofft.

Die ersten Néhrlosungs-Versuche wurden zur Identifizierung unterschiedlich Ca-effizienter Sola-
num-Genotypen und zur Untersuchung der Stabilitdt genotypischer Effizienzunterschiede unter
verschiedenen Umweltbedingungen (Klimakammer versus Gewichshaus) und unterschiedlicher
Form der Stickstoff-Erndhrung (Nitrat-, Ammoniumnitrat- sowie Ammonium-Erndhrung) durchge-
fiihrt.

Die weiteren Versuche zur Untersuchung der Vorginge im Blattapoplasten bei niedrigem Ca-
Versorgungsgrad des Gewebes wurden mit den beiden Kartoffelsorten 'Adelheid' und 'Bintje' unter
kontrollierten Klimakammer-Bedingungen bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nahrlosung
(1000, 60, 30 uM Ca) durchgefiihrt.

Die Unterschiede in der Stirke der Ca-Mangelsymptome bei niedrigem Ca-Angebot der Nahrlo-
sung zwischen den unterschiedlich Ca-effizienten Sorten 'Adelheid' (Ca-ineffizient) und 'Bintje’
(Ca-effizient) konnten durch die Gesamt-Ca-Gehalte junger Blétter nicht hinreichend erklart
werden. Die hohere Ca-Effizienz der Sorte 'Bintje' im Vergleich zu der Sorte 'Adelheid' konnte
aber auch nicht iiber den Ca-Gehalt isolierter Zellwdnde sowie durch eine hohere Ca-
Konzentration oder einer hoheren Ca**-Aktivitit in der wéBrigen Phase des Blattapoplasten junger
Blétter erklért werden.

Der Uronsdure-Gehalt isolierter Zellwénde junger Kartoffelblitter betrug 15 % und wurde durch
das Ca-Angebot der Nahrlosung nicht beeinflusst. Die in der Blattapoplastenfliissigkeit gelosten
Uronsdure-Mengen entsprachen weniger als 2 % der Uronsdure-Mengen der Zellwand junger
Kartoffelblatter.

Bei der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' traten bei Ca-Mangel nicht nur héhere Uronséure-
Konzentrationen in der Blattapoplastenfliissigkeit auf als bei der Ca-effizienten Sorte 'Bintje',
sondern auch verstérkt potentiell biologisch aktive Oligogalakturonide mit DP 9-20. Aber sowohl
ein Anstieg in der Uronsiure-Konzentration als auch eine Zunahme an Oligogalakturonide mit DP
9-20 in der Blattapoplastenfliissigkeit konnte nur bei stdrkerer Ausprdgung von Ca-
Mangelsymptomen und nicht bei schwicherer Ausprigung festgestellt werden.

In einer mit der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' durchgefiihrten Zeitstudie konnte ein Anstieg in
den diffusiblen Uronsdure-Gehalten des Blattapoplasten nicht vor, sondern vielmehr erst bei einer
starken Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen beobachtet werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten deuten letztlich nicht auf eine ursidchliche Beteilung von
Oligogalakturoniden an der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen an Kartoffelblattern hin.

Schlagworte: Solanum tuberosum, Calcium-Mangel, Oligogalakturonide
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1 EINLEITUNG

Ein unzureichendes Calcium (Ca)-Angebot des Bodens bedingt sogenannten absoluten Ca-Mangel.
Weltweit betrachtet kann dies vor allem ein Problem auf den stark verwitterten, sauren Boden der
humiden Tropen und Subtropen sein (MALAVOLTA, 1979; RITCHEY et al., 1982; NJOKU et al.,
1987; SMYTH & CRAVO, 1992). Fiir Kulturpflanzen auf den landwirtschaftlich genutzten Béden
unserer Breitengrade stellt absoluter Ca-Mangel nur selten ein Problem dar (MENGEL & KIRKBY,
1978; BANGERTH, 1979). Neben zu niedrigen Ca-Konzentrationen im Wurzelraum kann durch
hohe Konzentrationen an H', Na*, K, Mn**, Mg*", AI’", und NH," die Ca-Aufnahme der Pflanzen
beeintrachtigt sein und damit Ca-Mangel induziert werden (WILCOX et al., 1973; KIRKBY, 1979;
GRIEVE & MAAS, 1988; BERGMANN, 1993). Wihrend absoluter und induzierter Ca-Mangel durch
eine Erhohung des Ca-Angebotes im Wurzelraum vermieden werden konnen, ist dieses bei dem
sogenannten physiologischen Ca-Mangel nicht mit Sicherheit méglich (BANGERTH, 1979). Phy-
siologischer Ca-Mangel kann bei vielen gartenbaulichen Kulturen, sowohl an vegetativen (Innen-
blattnekrosen bei Salat und Kohlpflanzen) wie auch an generativen Organen (Stippigkeit von
Apfeln, Bliitenendfiule von Tomaten), auftreten, wodurch die #uBere Qualitit und daher der
O0konomische Wert von Obst und Gemiise gemindert wird (SHEAR, 1975; BATTAY, 1990;
BERGMANN, 1993).

Genotypische Unterschiede sind sowohl in dem Auftreten von physiologischem Ca-Mangel
(BURDON et al., 1991; JOHNSON, 1991; ADAMS & HO, 1992; WISSEMEIER, 1996) als auch in der
Empfindlichkeit gegeniiber absolutem Ca-Mangel (CLARK, 1978; ENGLISH & MAYNARD, 1981;
ENGLISH & BARKER, 1982; GABELMAN & GERLOFF, 1983; HORST et al., 1992) beschrieben. Diese
genotypischen Unterschiede in der Empfindlichkeit fir Ca-Mangelerscheinungen werden im
Folgenden als Unterschiede in der Ca-Effizienz bezeichnet. Gemeinsam ist absoluten wie physio-
logischen Ca-Mangelerscheinungen, da3 nicht in jedem Fall diese genotypischen Unterschiede
durch die Gesamt-Ca-Gehalte des Gewebes erklirt werden kdnnen (BRUMAGEN & HIATT, 1966;
ENGLISH & BARKER, 1982; BURDON et al.,, 1991; JOHNSON, 1991; HORST et al., 1992;
WISSEMEIER, 1996). In diesen Fillen besteht die Vermutung, dall genotypische Unterschiede in
der Nutzung oder Kompartimentierung von Ca auf Gewebe- bzw. Zellebene bestehen, die bei der
Bestimmung des Gesamt-Ca-Gehaltes des Gewebes nicht erfasst werden. Selbst eine sequentielle
Extraktion von Ca aus gemahlenen Pflanzenproben, die unterschiedliche Bindungsformen im
Gewebe erfassen soll, konnte die genotypischen Unterschiede in der Symptomauspriagung bei
Cowpea (HORST et al., 1992) oder Tomate (ENGLISH & BARKER, 1982) nicht erkldren. Auf eine
Homogenisation des pflanzlichen Materials und damit auf eine Aufhebung der Kompartimentie-
rung verzichtet die von BEHLING et al. (1989) verwendete Methode, bei der an weitgehend intak-

tem Blattgewebe die wasserloslichen sowie chelatorloslichen Ca-Gehalte des Blattapoplasten von



Tomatenbldttern bestimmt wurden. Bei absolutem Ca-Mangel zeigte sich dabei, dafl eine Ca-
effiziente Tomatenlinie spezifisch im Apoplasten jingerer Blitter hohere wasserlosliche Ca-
Mengen aufwies als eine Ca-ineffiziente Tomatenlinie. Moglicherweise ist die Ca-Konzentration
im Zellwandbereich fiir die genotypische Ca-Effizienz von groflerer Bedeutung als der Gesamt-Ca-
Gehalt, so dal3 der Apoplast das Kompartiment ist, in dem sich genotypische Unterschiede in der
Ca-Effizienz manifestieren.

Im Gegensatz zu anderen Makrondhrstoffen ist ein hoher Anteil des Gesamt-Ca im Apoplasten
lokalisiert (DEMARTY et al., 1984; MARSCHNER, 1986). Hier ist Ca von struktureller und funktio-
neller Bedeutung fiir die Plasmamembran und sorgt des weiteren durch die Vernetzung schwach
methylierter Pektine fiir die Stabilitdit und Integritdt des Pektin-Netzwerkes der Zellwand
(BANGERTH, 1979; HANSON, 1984). Eine deutliche Desintegration der Pektinsubstanz im Bereich
der Mittellamelle von Epidermis-Zellen des Hypokotylgewebes von Lein konnte elektronenmikro-
skopisch nach Behandlung mit einem Ca-Chelator (CDTA) festgestellt werden (JAUNEAU et al.,
1994). Verschiedene Arbeiten an isolierten Zellwdnden (HOMBLE et al.,, 1989; SAGASAKI &
NAGAHASHI, 1989; GILLET et al., 1992) und an Zellsuspensionskulturen sowie Sdmlingen (KONNO
et al., 1984, 1999) deuten auf eine verstdrkte Desintegration und Degradation der Pektinsubstanz
bei verringertem Ca-Status der Zellwand hin. Physiologisch bedeutsam ist eine mogliche Pektin-
Degradation bei niedrigem Ca-Versorgungsgrad des Gewebes nicht nur im Hinblick auf die Stabi-
litdt der Zellwand und den Zusammenhalt des Zellverbandes (SIMON, 1978), sondern vielmehr vor
dem Hintergrund, daf3 dabei Oligogalakturonide bestimmter Grof3e freigesetzt werden konnen, die
als Signalmolekiile verschiedene Reaktionen auslosen konnen (DARVILL & ALBERSHEIM, 1984;
DARVILL et al., 1985; RYAN & FARMER, 1991; VAN CUTSEM & MESSIAEN, 1993; JOHN et al.,
1997). Fiir die biologische Aktivitdt von Pektin-Fragmenten (Oligogalakturoniden) ist zum einen
das Vorhandensein des reduzierenden Endes von Bedeutung (MOLOSHOK et al., 1992; SPIRO et al.,
1998) und zum zweiten der Polymerisationsgrad. So berichten {ibereinstimmend verschiedene
Autoren (CERVONE et al., 1987; CAMPBELL & LABAVITCH, 1991; SVALHEIM & ROBERTSEN,
1993), dal das Monomer (Galakturonsdure) keine biologische Aktivitdt besitzt. Bei Applikation
gleicher Konzentration zeigten Oligogalakturonide mit einem Polymerisationsgrad zwischen 9 und
16 die groBite biologische Aktivitat (WEST et al., 1985; BRUCE & WEST, 1989; MESSIAEN et al.,
1993; MESSIAEN & VAN CUTSEM, 1994; SVALHEIM & ROBERTSEN, 1993). Allerdings sind elici-
tierende Wirkungen auch von Oligogalakturoniden mit einem Polymerisationsgrad kleiner als 9
(FORREST & LYON, 1990; MOLOSHOK et al., 1992; WEBER et al., 1996) sowie grof3er als 16
(REYMOND et al., 1995) beschrieben.

Erstmals wurde Anfang der achtziger Jahre von ALBERSHEIM und seinen Mitarbeitern die Indukti-
on des Phytoalexins Glyceollin in Kotyledonen-Blittern von Sojabohne (Glycine max) nach Ap-

plikation einer Galakturonid-reichen Zellwandfraktion beschriecben (HAHN et al., 1981;
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NOTHNAGEL et al., 1983; DAVIS et al., 1984). Diese biologisch aktiven Pektin-Fragmente konnten
aus isoliertem Zellwandmaterial sowohl durch partielle Sdure-Hydrolyse (HAHN et al., 1981;
NOTHNAGEL et al., 1983) als auch durch Degradation mit einer bakteriellen endo-Pektat-Lyase
(DAVIS et al., 1984) oder einer pilzlichen endo-Polygalakturonase (BISHOP et al., 1981; DAVIS et
al., 1986b; BRANCA et al., 1988) gewonnen werden. Mittlerweile sind eine Reihe von Reaktionen
beschrieben worden, die durch Oligogalakturonide beeinflusst werden konnen (DARVILL &
ALBERSHEIM, 1984; RYAN & FARMER, 1991; JOHN et al., 1997). Zum einen kénnen Oligogalaktu-
ronide morphogenetische Prozesse beeinflussen, wie beispielsweise die Bliitenbildung und die
Rhizogenese von Tabak-Explantaten (BELLINCAMPI et al., 1993; ZABOTINA et al., 1996; SPIRO et
al., 1998). Die hierfiir erforderlichen Konzentrationen an Oligogalakturoniden liegen im Bereich
von 107 bis 10° M (SPIRO et al., 1998). Wesentlich hohere Konzentrationen von 10™ bis 10* M
(SPIRO et al., 1998; MESSIAEN et al., 1993) sind erforderlich, damit Oligogalakturonide Reaktionen
induzieren, die in Zusammenhang mit Pathogen-Abwehr-Reaktionen der Pflanze gesehen werden.
So konnten in Modellsystemen durch biologisch aktive Oligogalakturonide die Bildung von
Phytoalexinen (WALKER-SIMMONS et al., 1983; BRUCE & WEST, 1989; FORREST & LYON, 1990),
Lignin (BRUCE & WEST, 1989), H,O, (APOSTOL et al., 1989; SVALHEIM & ROBERTSEN, 1993;
ROUET-MAYER et al., 1997; LEE et al., 1999), Inhibitoren pilzlicher Polygalakturonasen
(CERVONE et al., 1996), Protease-Inhibitoren (RYAN, 1978; RYAN et al., 1985; DOHERTY et al.,
1988) sowie die Transkription der Phenylammonium-Lyase (PAL) (MESSIAEN & VAN CUTSEM,
1993) induziert werden. Die PAL katalysiert die oxidative Deaminierung von Phenylalanin unter
Bildung von Zimtsdure, und gilt als Schliisselenzym bei der Bildung phenolischer Verbindungen
(TAIZ & ZIEGLER, 2000). Uber eine Erhohung der Aktivitit der PAL erkliren verschiedene Auto-
ren zum einen die Akkumulation phenolischer Phytoalexine (WALKER-SIMMONS et al., 1983) und
zum anderen die zu beobachtende Verbraunung von Zellsuspensionskulturen (MESSIAEN & VAN
CUTSEM, 1994) nach Applikation biologisch aktiver Oligogalakturonide. Durch Injektion biolo-
gisch aktiver Oligogalakturonide konnten auch nekrotische Gewebeverdnderungen in Samenhiilsen
von Cowpea (Vigna unguiculata) induziert werden (CERVONE et al., 1987).

Neben der fiir starken Ca-Mangel typischen Nekrotisierung von Gewebe (SIMON, 1978;
BERGMANN, 1993) konnten auch die fiir Ca-Mangel bekannten Veranderung wie Verbraunungen
von Zellen (MESSIAEN & VAN CUTSEM, 1994), sowie eine verstirkte Ethylen-Biosynthese (TONG
et al., 1986; CAMPBELL & LABAVITCH, 1991) in Modellsystemen durch biologisch aktive Oligo-
galakturonide induziert werden.

Somit sind zwar physiologische Reaktionen, die durch die Applikation von Oligogalakturoniden
induziert werden kdnnen, insbesondere bei Zellsuspensionskulturen gut dokumentiert, aber fiir die
Klirung der biologischen Relevanz von Oligogalakturoniden als endogene Signalmolekiile ist das

in vivo Auftreten dieser Oligogalakturonide von Bedeutung, und damit zusammenhédngend auch



der Mechanismus und die Regulation der Freisetzung aus der Zellwand (COTE & HAHN, 1994).
Biologisch aktive Oligogalakturonide mit DP 4-12 konnten zwar schon in der Fraktion der was-
serloslichen Pektine von isoliertem Zellwandmaterial von Pflanzen, die nicht mit einem Pathogen
infiziert worden waren, nachgewiesen werden (MELOTTO et al., 1996). Damit aber diese Oligo-
galakturonide als Signalmolekiile aktiv sein konnen, ist zuerst eine Freisetzung aus dem Pektin-
Netzwerk in die wilrige Phase des Apoplasten erforderlich, damit sie anschlieBend zu einem
geeigneten Rezeptor an der Plasmamembran gelangen konnen. AufschluBreicher als die Untersu-
chung der wasserloslichen Pektin-Fraktion isolierter Zellwédnde sollte daher die Untersuchung der

apoplastischen Fliissigkeit auf ihre qualitative Oligogalakturonid-Zusammensetzung sein.

Vor diesem Hintergrund sollen in dieser Arbeit folgende Fragen untersucht werden:

1) Kann bei Ca-Mangel in Bléttern eine verstirkte Freisetzung von Oligogalakturoniden aus der
Zellwand in die Apoplastenfliissigkeit festgestellt werden ?

2) Welchen Polymerisationsgrad weisen die Oligogalakturonide in der Blattapoplastenfliissigkeit
bei optimalem und bei suboptimalem Ca-Angebot auf ?

3) Lassen sich Hinweise auf eine Degradation der Pektinsubstanz zeitlich vor dem Auftreten
makroskopisch sichtbarer Ca-Mangelsymptome (Nekrosen) finden ?

Die Untersuchungen sollten an Kartoffelpflanzen vorgenommen werden, die bei unterschiedlich

hohem Ca-Angebot in der Nahrlosung kultiviert wurden. Die Betrachtung unterschiedlich Ca-

effizienter Sorten sollte die Aussagekraft der Ergebnisse erhohen und Hinweise zur Physiologie

der Unterschiede liefern. Aus diesem Grunde wurde im ersten Teil der Arbeit ein weites genotypi-

sches Spektrum in bezug auf deren Ca-Effizienz untersucht. Weiterhin wurden Einflussfaktoren,

wie unterschiedliche Umwelten und die Form der N-Erndhrung, auf die genotypische Ca-Effizienz

gepriift. Im zweiten Teil der Arbeit wurde, fiir die Untersuchung der Vorginge im Blattapoplasten

bei Ca-Mangel, sich auf zwei Sorten konzentriert, die sich stabil in ihrer Ca-Effizienz voneinander

unterschieden.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Pflanzenmaterial, Kultur der Pflanzen und Nihrstoffangebot
2.1.1 Pflanzenmaterial und in vitro Kultur

Als Pflanzenmaterial wurden in vitro vermehrte Kopfstecklinge von Sorten der Kulturkartoffel
(Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum) sowie von Wildarten und Primitivformen der Kartoffel
verwendet, die Frau Dr. Mix-Wagner (FAL Braunschweig) freundlicherweise zur Verfiigung
stellte. Fiir die einzelnen Versuche wurden die Pflanzen in vitro weitervermehrt, dhnlich wie von
MIX-WAGNER (1996) beschrieben. Bei der in vitro Vermehrung wurden aus einem Ausgangssprof}
Nodien mit mindestens einer Achselknospe herausgeschnitten und in festes Nahrmedium gesteckt.
Das Nahrmedium (pH-Wert 5,8) enthielt 6 - 7 g L™ Agar (Merck 101615) sowie 10 g L' Saccharo-
se und wies folgende weitere Zusammensetzung nach MURASHIGE & SKOOG (1962) auf (uM):
NH4NO; (20000), KNO; (19000), CaCl, (3000), MgSO,4 (1790), KH,PO, (1250), MnSO, (100),
H;BO; (100), FeSO,4 (100), Na,EDTA (100), ZnSO4 (30), KJ (5), Na,MoO, (1), CuSO4 (0,1),
CoCl, (0,1).

Die Kultur erfolgte in einem Klimaschrank (Rumed; Rubarth Apparate, Hannover) bei 20 °C (Tag
und Nacht) und einer Tageslange von 16 h bei 4000 lux. Nach 14 - 18 Tagen wurden von den
entwickelten Pflanzen Kopfstecklinge genommen und erneut in festes Nahrmedium obiger Zu-
sammensetzung gesteckt. Nach weiteren 14 - 18 Tagen wurden die, aus den Kopfstecklingen
gewachsenen, Pflanzen in die Nahrlosung iiberfiihrt. Hierzu wurden die Pflanzen vorsichtig aus
dem Agar gezogen und an den Wurzeln haftende Agarreste mit demineralisiertem Wasser abge-
spiilt. Damit die Pflanzen die Anderung der klimatischen Bedingungen, insbesondere die Anderung
des Wasserdampf-Sattigungsdefizits der Luft und die damit stidrkere Verdunstungsbeanspruchung
schadlos iiberstehen, erwies es sich als vorteilhaft, die Pflanzen die ersten 1 bis 2 Tage in der

Nahrlosung in der Klimakammer unter durchsichtiger Polyethylenfolie zu kultivieren.

2.1.2 Versuchsaufbau und Kultur der Pflanzen

Vorkultur

Die Pflanzen wurden vor der Ca-Differenzbehandlung je nach Versuch 5 - 12 Tage in 120 L Bek-
ken (mit maximal 96 Pflanzen je Becken) mit stindig beliifteter Nahrlosung mit der in Tab. 1
aufgefiihrten Zusammensetzung und 1000 uM CaCl, vorkultiviert. Die Vorkultur erwies sich als
vorteilhaft, damit stets von einer ausreichenden Bewurzelung der Pflanzen zu Beginn der Diffe-
renzbehandlung ausgegangen werden konnte.

Die Klimabedingungen wihrend der Vorkultur in einer Klimakammer betrugen 20/13 °C bei

16/8 h Licht-Dunkelrhythmus mit einer PAR von durchschnittlich 200 pmol s’ m® (Na-



Hochdruck-dampflampen SON-T 400 W, Fa. Philipps) auf Pflanzenhdhe zu Versuchsbeginn in der
Lichtphase, und 50-70 % relative Luftfeuchte in der Licht- bzw. Dunkelphase.

Tab. 1: Zusammensetzung der Nahrlosung (ausgenommen Ca)

Néhrstoffverbindung Konzentration [puM]
KNO; 1500
NaNO; 1500
MgSO, 500
KH,PO, 100
H;BO; 10
FeEDTA (Fetrilon® 13) 10
MnSO, 1
ZnS0O, 0,5
CuSOq4 0,2
(NH4)sM 07044 0,01

Ca-Steigerungsversuch

Die Pflanzen der Sorte 'Adelheid' wurden nach der Vorkultur (10 Tage) in 4 L Nahrlosungstopfe
iberfiihrt (je Topf 3 Pflanzen) und 35 Tage in stindig beliifteter Nahrlosung (Zusammensetzung
wie in Tab. 1) mit einem Ca-Angebot von 3, 10, 30, 100, 300, 1000, 3000, 10000 oder 30000 uM
CaCl, bei einer Wiederholungszahl von 3 kultiviert. Die Nahrlosung wurde alle 3 Tage komplett
gewechselt. Der pH-Wert der Nahrlosung betrug direkt nach dem Nahrlosungswechsel 5,5 und
wurde tdglich einmal auf pH 5,5 + 0,2 eingestellt. Die Klimabedingungen entsprachen denen der

Vorkultur.

Screening von 16 Solanum-Genotypen auf Ca-Effizienz

Das Screening umfasste acht Wildarten, drei Primitivformen sowie fiinf Kartoffelsorten mit einer
Wiederholungszahl von sechs je Ca-Angebotsstufe. Die untersuchten Genotypen und ihre Stellung
in der Taxonomie sind Tab. 2 zu entnehmen. Die Zuordnung der Arten, die alle zu der knollentra-
genden Subsektion Hyperbasarthrum gehoren, zu den jeweiligen Serien sowie die Bezeichnung als
Wildart und Primitivform (= kultivierte Wildart) geht auf HAWKES (1958) und HAWKES &
HIERTING (1989) zuriick.

Die Pflanzen wurden nach 5 Tagen Vorkultur in 120 L Becken (96 Pflanzen je Becken) mit stindig
beliifteter Nahrlosung der in Tab. 1 aufgefiihrten Zusammensetzung bei pH 5,5 £ 0,3 kultiviert.

Die Klimabedingungen entsprachen der Vorkultur.



Material und Methoden - 7

Tab. 2: Ubersicht iiber die untersuchten Solanum-Genotypen und ihre Stellung in der Taxonomie
(BGRC = Braunschweig Genetic Resource Collection)

Genotyp BGRC / Sorte Serie Typ
Solanum chacoense 16979 Commersoniana Wildart

S. fendleri 8088 Longipedicellata Wildart

S. hawkesii 16955 Megistacroloba Wildart

S. pampasense 8161 Tuberosa Wildart

S. sparsipilum 24687 Tuberosa Wildart

S. spegazzini 18326 Tuberosa Wildart

S. tarijense 24717 Commersoniana Wildart

S. vernei 15451 Tuberosa Wildart

S. stenotomum 18478 Tuberosa Primitivform
S. tuberosum ssp. andigena 1 28043 Tuberosa Primitivform
S. tuberosum ssp. andigena 2 7463 Tuberosa Primitivform
S. tuberosum ssp. tuberosum '‘Bintje' Tuberosa Kultursorte
S. tuberosum ssp. tuberosum Tjsselster’' Tuberosa Kultursorte
S. tuberosum ssp. tuberosum 'Norchip' Tuberosa Kultursorte
S. tuberosum ssp. tuberosum 'Peconic’ Tuberosa Kultursorte
S. tuberosum ssp. tuberosum 'San Michele' Tuberosa Kultursorte

Die Kontrollvariante wurde bei einem Ca-Angebot von 1000 uM CaCl, kultiviert. Die erste Ca-
Mangelstufe (60/30 uM) enthielt die ersten 14 Tage 60 uM CaCl, und die letzten 7 Tage 30 uM.
Die zweite Ca-Mangelstufe (30/15 pM) enthielt die ersten 14 Tage 30 uM CaCl, und die letzten
7 Tage 15 pM. Die lonenstérke der Nihrlosung der Varianten mit einem Ca-Angebot niedriger als
1000 uM wurde durch die Zugabe von NaCl ausgeglichen, so dal} die Ionenstérke bei 1000, 60, 30
sowie 15 uM Ca-Angebot sich um weniger als 0,1 % voneinander unterschied. Die hochste NaCl-
Konzentration bei der 15 uM Ca-Variante betrug 2775 uM.

Nach 21 Tagen Behandlungsdauer wurden die Auspridgung von Ca-Mangelsymptomen bonitiert
und die Pflanzen fraktioniert geerntet. Dabei wurden die Blattfiedern, die Stengel (zusammen mit
Rachis und Petiolen) und die Wurzeln getrennt geerntet. Nach trockener Veraschung des zuvor
getrockneten und gemahlenen Pflanzenmaterials wurden Mineralstoffanalysen (siehe 2.8.1) durch-
gefiihrt.

Die Ca-Effizienz der untersuchten Genotypen wurde an Hand der Ausprigung von Ca-
Mangelsymptomen und des Wachstums bei dem niedrigsten Ca-Angebot eingestuft. Um zu priifen,
ob die genotypischen Unterschiede in der Ca-Effizienz auf Unterschieden in der Ca-Aufnahme und
/ oder Ca-Verwertung beruhen, wurden verschiedene, aus der Literatur bekannte, Effizienz-
Verhiéltnisse entsprechend Tab. 3 berechnet. Fiir die Bestimmung des Beitrages der Effizienzkom-
ponenten zur Varianz der nach MOLL et al. (1982) definierten Nutzungs-Effizienz (Tab. 3) wurde

jeweils der Regressionsparameter der Beziehung zwischen den logarithmierten Werten der Nut-



zungs-Effizienz (x) und den logarithmierten Werten der Aufnahme-Effizienz (y) oder der Verwer-

tungs-Effizienz (y) ermittelt.

Tab. 3: Ubersicht iiber die verwendeten Effizienz-Verhiltnisse und die Art ihrer Berechnung

Effizienz-Verhéltnis Berechnungsweise Quelle

Nutzungs-Effizienz Trockenmasse (g Pflanze™) MOLL et al., 1982
Ca-Angebot (g Pflanze™)

Aufnahme-Effizienz Ca-Aufnahme (g Pflanze™) MOLL et al., 1982
Ca-Angebot (g Pflanze™)

Verwertungs-Effizienz  Trockenmasse (g Pflanze™) MOLL et al., 1982
Ca-Aufnahme (g Pflanze™)

Effizienz-Verhéltnis Trockenmasse (g Pflanze™) ENGLISH & MAYNARD,
Ca-Aufnahme (g Pflanze™) 1981

Verwertungs-Index Trockenmasse (g Pflanze™) SIDDIQI & GLASS,

Ca-Gehalt (mg (g Trockenmasse)') 1981

EinfluB der Umweltbedingungen auf die Ca-Effizienz von sechs Kartoffelsorten

Die Pflanzen der Sorten 'Adelheid', 'Arnika’, 'Bintje', Ijsselster’, 'San Michele' und "Ultimus' wurden
nach einheitlicher Vorkultur (10 Tage) in der Klimakammer in 120 L N&hrldsungswannen iiber-
fiihrt, wobei parallel ein Versuch in einem Gewéchshaus und ein Versuch in der Klimakammer,
unter den der Vorkultur entsprechenden Klimabedingungen, durchgefiihrt wurde. Im Gewéachshaus
betrug die Lufttemperatur wihrend der Versuchsdauer tagsiiber im Mittel 27 °C, und nachts im
Mittel 19 °C. Die relative Luftfeuchte lag tagsiiber im Mittel bei 50 % (dies entspricht einem
Wasserdampf-Sittigungsdefizit (WSD) von 1,79 kPa) und nachts bei 80 % (WSD = 0,44 kPa). Die
tagliche Sonnenscheindauer betrug im Mittel 8,4 h und die astronomische Tageslange betrug zu
Versuchsbeginn 15,3 h und zu Versuchsende 13,4 h (Messung bzw. Angabe des Instituts fiir Me-
teorologie, Universitdt Hannover). Die PAR auf Pflanzenhohe lag im Gewéchshaus in der Mittags-
zeit (13-14 Uhr) zu Versuchsbeginn bei 700 pmol s m™ und zu Versuchsende bei 520 pmol s m’
2.

Die Pflanzen wurden in stindig beliifteter Nahrlosung, mit der in Tab. 1 aufgefiihrten Zusammen-
setzung, bei einem Ca-Angebot von 1000 uM (Kontrolle) sowie von 30 pM CaCl, mit einer Wie-
derholungszahl von sechs kultiviert. Wie in dem vorherigen Versuch beschrieben, erfolgte ein
Ausgleich der Ionenstédrke der Nahrlosung durch Zusatz von NaCl. Die Nahrlosung wurde zweimal
pro Woche gewechselt. Der pH-Wert der Nahrlosung betrug direkt nach dem Néhrldsungswechsel

5,5 und wurde téglich einmal auf pH 5,5 £ 0,2 eingestellt.
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Nach 29 - 30 Tagen erfolgten die Bonitur der Ca-Mangelsymptome und die fraktionierte Ernte der
Pflanzen. Die Ca-Gehalte der Wurzeln, Stengel (zusammen mit Rachis und Petiolen) sowie der

Blattfiedern wurden nach trockener Veraschung atomabsorptionsspektrometrisch bestimmt.

Vergleich von vier Kartoffelsorten hinsichtlich ihrer Ca-Effizienz

Die Pflanzen der Sorten 'Adelheid’, '‘Bintje', 'San Michele' und 'Ultimus' wurden nach der Vorkultur
(12 Tage) in 4 L Néhrlosungstopfe iiberfiihrt (je Sorte 1 Pflanze pro Topf) und in sténdig beliifteter
Néhrlosung (Zusammensetzung wie in Tab. 1) mit einem Ca-Angebot von 1000 uM als Kontroll-
variante sowie 90, 60 und 30 uM CaCl, mit einer Wiederholungszahl von 11 kultiviert. Die lonen-
stirke der Néhrlosung der Varianten mit einem Ca-Angebot niedriger als 1000 uM wurde durch
die Zugabe von NaCl ausgeglichen. Die Nahrlosung wurde zweimal pro Woche komplett gewech-
selt. Der pH-Wert der Néhrlosung betrug direkt nach dem Nihrlosungswechsel 5,5 und wurde
tiglich einmal auf pH 5,5 + 0,3 eingestellt. Die Klimabedingungen entsprachen denen der Vor-
kultur.

Nach 27-30 Tagen erfolgte die Ernte, wobei an jedem Erntetag die Bonitur der Ca-
Mangelsymptome und die fraktionierte Ernte von 2 bzw. 3 Pflanzen von jeder Variante und von
jeder Sorte durchgefiihrt wurde. Dabei wurden von Blattfiedern mit einem physiologischen Blat-
talter (BPI, siehe 2.3.3) von 2 -4 nach trockener Veraschung die Ca-Gehalte atomabsorptions-

spektrometrisch bestimmt.

Einflul der Form der N-Erndhrung auf die Ca-Effizienz von zwei Kartoffelsorten

Die Pflanzen der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' wurden in der Klimakammer bei 20/18 °C und
16/8 h Licht-Dunkelrhythmus mit einer PAR von durchschnittlich 200 pmol s* m™ in der Licht-
phase, und 60-80 % relative Luftfeuchte in der Licht- bzw. Dunkelphase, in 8 L Topfen (mit 3
Pflanzen je Sorte) in stdndig beliifteter Nahrlésung kultiviert. Zur Vorkultur (6 Tage) erhielten alle
Pflanzen Stickstoff als Nitrat und ein Ca-Angebot von 1000 uM CaCl..

In dem Versuch wurden die Pflanzen bei einem Ca-Angebot von 1000, 60 oder 30 uM CacCl, und
jeweils bei einem Angebot von 1000 uM N als Nitrat, Ammoniumnitrat oder Ammonium (n = 6)
kultiviert (Tab. 4, Tab. 5). Die Zusammensetzung der Nahrldsung ist in Tab. 5 abgesehen von Ca

aufgelistet.

Tab. 4: Versuchsvarianten des N-Formen-Versuchs

N-Erndhrung: NOs NH4NO; NH,
Ca-Angebot [uM] 1000 1000 1000
60 60 60

30 30 30
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Tab. 5: Zusammensetzung der Nahrlosung des N-Formen-Versuches (ausgenommen Ca)

N-Erndhrung NO3 NH4NO; NH,
Néhrstoffverbindung Konzentration [uM]
KNO; 1000 500
NH,Cl 500 500
(NH,4),SO4 250
KCl 500
K,S0, 500 750
MgSO, 500 500 500
KH,PO, 100 100 100
H;BO; 10 10 10
FeEDTA (Fetrilon® 13) 10 10 10
MnSO, 1 1 1
ZnSOy, 0,5 0,5 0,5
CuSO, 0,2 0,2 0,2
Na,MoO, 0,01 0,01 0,01

Der pH-Wert der Nahrlosungen wurde durch automatische Titration mit 0,1 N NaOH oder 0,1 N
H,SO, mit Hilfe einer pH-STAT-Anlage konstant auf 5,5 + 0,1 gehalten.

In Abhéngigkeit von den tdglich Uberpriiften Ca-, K- und NOs-Konzentrationen der Nahrlosung
erfolgte alle 3 bis 5 Tage ein kompletter Nahrlosungswechsel. Die Ca- und K-Konzentration wurde
flammenphotometrisch, und die Nitrat-Konzentration mit Hilfe von Nitrat-Test Analysestdbchen
und einem Reflektometer (Nitrachek ™), bestimmt. Nach jedem Néhrlosungswechsel wurde allen
N-Varianten der Nitrifikationshemmer DIDIN (50 uM Dicyandiamid) zugegeben. Nitrit konnte
mittels Merckoquant® 10020 Teststibchen zu keinem Zeitpunkt in den Nahrlosungen festgestellt
werden.

Die Ernte wurde 21, 22 bzw. 23 Tage nach Beginn der Differenzbehandlung durchgefiihrt. An
jedem Erntetag wurde die Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen an je zwei Pflanzen von jeder
Variante und jeder Sorte bonitiert, welche dann fraktioniert beerntet wurden. Dabei wurden von
jungen Blattfiedern mit einem BPI von 1,5, 2,5, 3,5 und 4,5 Apoplastenwaschfliissigkeit gewonnen
(siche 2.4.1), und auf Ca, K, Mg, Fe, Uronsduren, Glukose, reduzierende Zucker sowie organische
Sduren untersucht. Mineralstoffgehalte der getrockneten Blattfiedern wurden nach trockener

Veraschung atomemissionsspektrometrisch bestimmt.

Zeitstudie
Die Kultur der Pflanzen der Sorte 'Adelheid’ erfolgte in stindig beliifteter Nahrldsung (Zusammen-

setzung wie in Tab. 1) bei pH 5,5 = 0,3 unter kontrollierten Bedingungen in der Klimakammer
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(20/15 °C fiir 16/8 h; rel. Luftfeuchte 45 bis 65 %; PAR auf Pflanzenhdhe ca. 200 pmol sec” m™).
Die Pflanzen wurden nach der Vorkultur (10 Tage) in 4 L Nahrlosungstopfe tiberfiihrt (je 4 Pflan-
zen pro Topf) und in stindig beliifteter Nahrlosung mit einem Ca-Angebot von 1000 uM als Kon-
trollvariante sowie 60 und 30 uM CaCl, kultiviert. Die Nahrlésung wurde zweimal pro Woche
komplett gewechselt. Die Ernte von sechs Pflanzen jeder Ca-Variante erfolgte nach 27, 32, 37 und
49 Tagen. Dabei wurden von Blattscheiben des Blattrandes und der Blattmitte junger Blatter (BPI
1,5 sowie BPI 2,5), mit der Infiltrations-Diffusions-Methode (siche 2.4.2), die diffusiblen Uronséu-
re-Gehalte des Blattapoplasten ermittelt. Des weiteren wurden aus Blattsegmenten des Blattrandes
sowie der Blattmitte junger Blatter (BPI 1,5 sowie 2,5) Zellwandmaterial (AIR; siche 2.5) prépa-
riert und die Gehalte an wasserloslichen, chelatorloslichen Pektinen sowie der Gesamt-Pektin-
Gehalt bestimmt. AuBlerdem wurden Blattsegmente des Blattrandes sowie der Blattmitte junger
Blatter (BPI 2,5) fiir die Untersuchung der Aktivitdt der Polyphenoloxidase (siche 2.9.5) verwen-
det.

Weitere Nihrlosungsversuche

Neben diesen explizit dargestellten Versuchen wurde eine Reihe von Versuchen nur mit den
Sorten 'Adelheid’ und 'Bintje' durchgefiihrt, die stets einen dhnlichen Versuchsaufbau besallen: Die
Pflanzen wurden nach der Vorkultur (10 Tage) in 4 L Néhrlosungstopfe iiberfiihrt (je Sorte 2
Pflanzen pro Topf) und in sténdig beliifteter Nahrlosung (Zusammensetzung wie in Tab. 1) mit
einem Ca-Angebot von 1000 uM als Kontrollvariante sowie 60 und 30 uM CaCl, kultiviert. Je
nach Versuch und Versuchsfrage lag die Anzahl der Pflanzen je Sorte und Ca-Stufe zwischen 6
und 40. Die Nahrlosung wurde zweimal pro Woche komplett gewechselt. Die Klimabedingungen

entsprachen denen der Vorkultur. Die Ernte erfolgte 28 - 30 Tage nach Behandlungsbeginn.
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2.2 Bonitur von Ca-Mangelsymptomen

Die Auspragung von Randaufhellungen und Randnekrosen eines Blattes wurde jeweils getrennt
bonitiert. Dabei wurde der betroffene Blattrand in Relation zu dem Gesamtblattrand auf einer

Skala von 0 bis 4 folgendermalien eingeschétzt:

Boniturnote Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen

0 keine Symptome

1 bis zu 25% des Blattrandes wies Symptome auf

2 mehr als 25% und bis zu 50% des Blattrandes wies Symptome auf
3 mehr als 50% und bis zu 75% des Blattrandes wies Symptome auf
4 mehr als 75% des Blattrandes wies Symptome auf

Die dargestellten Ergebnisse der Stirke von Ca-Mangelsymptomen der Kartoffelpflanzen sowie
einzelner und mehrerer Blitter beruhen auf der Auswertung der Stirke von Blattrandnekrosen. Bei
der Priifung von Zusammenhingen zwischen der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen und
einem weiteren Parameter, ergab sich bei Verwendung der Auspriagung von Blattrandaufthellungen
in keinem Fall ein engerer Zusammenhang als bei der Verwendung der Auspragung von Blattrand-

nekrosen.

Die durchschnittliche Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen (Blattrandnekrosen) einer Pflanze

wurde aus der Summe der Boniturnoten dividiert durch die Anzahl der Fiederblatter berechnet.

Bei der Verwendung von ausgestanzten Blattscheiben und von Blattmaterial unterschiedlicher
Blattbereiche (Gewebe des Blattrandes sowie der Blattmitte) wurde die Auspridgung von Ca-
Mangel-symptomen (Nekrosen) bonitiert, indem die betroffene Fliache in Relation zu der Ge-
samtfliche der Blattscheiben auf einer Skala von 0 bis 4 folgendermallen abgeschétzt wurde: Note
0 = keine Symptome; Note 1 = bis zu 25 % der Fliache wies Symptome auf; Note 2 = 25 bis 50 %
der Flache wies Symptome auf; Note 3 = 50 bis 75 % der Fliache wies Symptome auf; Note 4 =

mehr als 75 % der Fliache wies Symptome auf.
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2.3 Bestimmung des physiologischen Pflanzen- und Blattalters

Pflanzen konnen bei gleichem chronologischen Alter erhebliche Unterschiede in ihrem Entwick-
lungsstadium und in ihrem physiologischen Alter erreicht haben. Auch kénnen morphologisch
ghnliche Pflanzen sich in ihrem chronologischen Alter unterscheiden. Als Mal fiir das Entwick-
lungsstadium einer Pflanze wurde daher der von ERICKSON & MICHELINI (1957) eingefiihrte
Plastochron-Index verwendet. Da zwar Kenntnisse liber die Zuldssigkeit der Verwendung des
Plastochron-Index als Maf3 fiir das physiologische Alter u.a. von Xanthium italicum (ERICKSON &
MICHELINI, 1957) sowie Vigna unguiculata (WISSEMEIER, 1988), nicht jedoch von Kartoffelpflan-

zen, vorlagen, galt es zundchst dieses zu tiberpriifen.

2.3.1 Zulissigkeit der Verwendung des Plastochron-Index bei Kartoffelpflanzen

Zur Bestimmung des physiologischen Alters einer Pflanze mittels des Plastochron-Index (PI)

miissen drei Voraussetzungen erfiillt sein:

1) Konstanz des Plastochrons, d.h. Konstanz des Zeitraumes zwischen der Entstehung aufeinan-
derfolgender Bléatter

2) Linearitét des Blattlingenwachstums bei logarithmischem Auftrag gegen die Zeit

3) Gleiche Blattzuwachsraten, d.h. Parallelitit der Blattwachstumsgeraden aufeinanderfolgender
Blatter bei logarithmischem Auftrag gegen die Zeit

Die Uberpriifung dieser Voraussetzungen erfolgte durch Messung der Blattlinge im Verlauf der

Zeit. Beriicksichtigt wurden nur Fiederblitter, deren terminale Blattfieder eine Linge = 10 mm

aufwies, da eine nicht-destruktive und verletzungsfreie Messung der Blattlingen von Kartoffel-

pflanzen erst ab einer Blattfiederlinge von 10 mm bzw. einer Fiederblattlinge von 30 mm ge-

wihrleistet werden konnte. Nicht unerwihnt bleiben darf, daf auf diese Weise nicht der Zeitpunkt

der Entstehung der Blitter (und damit nicht das Plastochron), sondern vielmehr der Zeitpunkt des

Erscheinens (und damit das Phyllochron) bestimmt wird (DALE, 1982).

Die Darstellung der Langen der Fiederblitter (Abb. 1B) sowie der terminalen Blattfiedern

(Abb. 1A) zeigt bei logarithmischem Auftrag gegen das chronologische Pflanzenalter sowohl

Konstanz des Plastochrons als auch Linearitit und Parallelitit des Blattlingenwachstums aufein-

anderfolgender Blitter. Die Voraussetzungen fiir die Verwendung des Plastochron-Index zur

Bestimmung des physiologischen Pflanzenalters sind bei Kartoffelpflanzen somit erfiillt, wobei

sowohl die Langenmessung der terminalen Blattfieder als auch die Lange der Fiederblatter heran-

gezogen werden kann.

Oberhalb der meBtechnisch bedingten Grenze der Langenmessungen zeigte sich eine lineare signi-

fikante Beziehung (Abb. 2) zwischen der Lénge der terminalen Blattfieder und der Fiederblattlén-

ge eines Kartoffelblattes (d.h. incl. Lamina, Rachis und Petiole), die fiir alle vier untersuchten
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Kartoffelsorten bestand (Tab. 6). Aufgrund der Beziehung zwischen der Lange der terminalen
Blattfieder und der Lénge des Fiederblattes, wurde die Langenmessung der terminalen Blattfieder

als ausreichend fiir die Bestimmung des physiologischen Pflanzen- und Blattalters betrachtet.

A
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Abb. 1: (A) Liangen der terminalen Blattfieder und (B) Léngen der Fiederblatter unterschiedlicher
Insertion (in akropetaler Zahlung ohne die Insertionen I bis V) in Abhingigkeit des chro-
nologischen Alters der Kartoffelpflanzen der Sorte 'Bintje' bei 1000 uM Ca-Angebot in
der Nahrlosung (n = 6 - 8)
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Abb. 2: Zusammenhang zwischen der Lange der terminalen Blattfieder und der Fiederblattlinge
von Blittern unterschiedlicher Insertion von Kartoffelpflanzen der Sorte 'Bintje' nach
30 d bei 1000 uM Ca-Angebot in der Nahrlosung (n = 95)

Tab. 6: Bezichungen zwischen der Lange der terminalen Blattfieder (y) und der Fiederblattlange
(x) bei vier Kartoffelsorten nach 30 d bei 1000 uM Ca-Angebot in der Nahrlsung

Kartoffelsorte Beziehung BestimmtheitsmaB (r%)
'Adelheid' y=38,77 + 0,37 x 0,830 *** (n=92)
'Bintje’ y=38,14 + 0,36 x 0,895 *** (n=95)
'San Michele' y=28,69 + 0,30 x 0,764 *** (n=98)
'Ultimus' y=28,02 + 0,35x 0,946 *** (n=80)

2.3.2 Bestimmung des physiologischen Pflanzenalters (PI)

Das physiologische Pflanzenalter, ausgedriickt in Form des Plastochron-Index (PI), errechnet sich

gemill ERICKSON & MICHELINI (1957) entsprechend der Gleichung:

InLa-InL,
Pl=n+ ———————
InLo-InLa+1
Lr = Referenzlinge (hier: 30 mm)
n = Insertion des Blattes, welches gerade ldnger als die Referenzlange ist
n+1 = Insertion des Blattes, welches gerade kiirzer als die Referenzlinge ist
L,,L.1 = Lénge des Blattes mit der Insertion n bzw. n+1

Bei der Pflanzenernte wurden in akropetaler Richtung alle Langen der terminalen Fiederblattlami-
nae mit einer Lange > 10 mm erfaflt, wobei das erste Nodium der Insertion des ersten Fiederblattes

entspricht. Als Referenzlange wurde eine Lange der terminalen Blattfieder von 30 mm gewéhlt, da
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hier auch die verletzungsfreic Messung der Linge der nichst jiingeren Blattfieder gewahrleistet

war.

233 Bestimmung des physiologischen Blattalters (BPI)

Das physiologische Alter eines Blattes i 146t sich durch den Blatt-Plastochron-Index (BPI) ange-
ben, der sich berechnet, indem von dem Plastochron-Alter der Pflanzen die Insertion des Blattes i

subtrahiert wird (ERICKSON & MICHELINI, 1957).

BPI,= PI-i
BPJ; = Blatt-Plastochron-Index des Blattes mit der Insertion i
PI = Plastochron-Index der Pflanze
i = Nummer der Insertion des Blattes
Auspragung von 4J_""""""'J_
Ca-Mangelsymptomen TA T

(0 =keine —> 4 =maximal) [ 7

Lénge der terminalen
Blattfieder [mm]

Ca-Angebot
der Néhrlosung:

O 1000 uM Ca
v 60 uM Ca
® 30uMCa

10_I|I|I|I|I|I|I_

XIII XTI IX v v I 1
Blattinsertion

(jung—— = alt)

(L I L DL L L L
4 2 0 2 4 6 8 10
Physiologisches Blattalter (BPI)

Abb. 3: (A) Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen und (B) Linge der terminalen Blattfieder in
Abhingigkeit der Insertion der Fiederblitter (in akropetaler Zéhlung) sowie des physio-
logischen Blattalters (Blatt-Plastochron-Index, BPI) von Kartoffelpflanzen der Sorte
'Adelheid' nach 21 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot in der Néhrlosung (n = 6;
(A) * sd; (B) keine signifikanten Unterschiede nach Tukey-Test bei p < 0,05)
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Beispielhaft dargestellt ist in Abb. 3 das so ermittelte physiologische Alter von Kartoffelblattern
der Sorte 'Adelheid’, zusammen mit der Lénge der terminalen Blattfieder, der Blattinsertion und
der Stirke der Ca-Mangelsymptome nach 21 d in Nahrlésung bei unterschiedlichem Ca-Angebot.
Da im Zentrum der Arbeit die physiologischen Primérreaktionen im Sprofl bzw. in Blittern bei
absolutem Ca-Mangel stehen, ergibt sich aus Abb. 3, daB} die Blattfiedern mit einem BPI von 0 bis
4 von besonderem Interesse sind, da hier die makroskopisch sichtbaren Ca-Mangelsymptome stets

zuerst auftraten.

Wihrend bisher zwischen Fiederblatt und Blattfieder unterschieden wurde, so wird im Folgenden
nur noch der Begriff Blatt bzw. Blitter verwendet, womit stets die Blattfieder(n) und nie das

Fiederblatt angesprochen wird.

24 Methoden zur Bestimmung der Ionen-Konzentration in der

Apoplastenfliissigkeit

24.1 Infiltrations-Zentrifugations-Methode

Die Durchfithrung der Infiltrations-Zentrifugations-Methode erfolgte in Anlehnung an die Metho-
den von KLEMENT (1965) und ROHRINGER et al. (1983). Das Prinzip der Infiltrations-
Zentrifugations-Methode besteht darin, das Blattgewebe durch Evakuieren und anschlieBender
Wiederherstellung des normalen Druckes mit einer Losung zu infiltrieren, wobei sich Infiltrations-
fliissigkeit und Apo-plastenfliissigkeit mischen. Die entstandene sogenannte Apoplastenwaschfliis-

sigkeit (AWF) 146t sich dann aus dem Gewebe zentrifugieren (Abb. 4).

24.1.1 Infiltration

Die abgeschnittenen Blétter wurden nach der Bestimmung der Frischmasse in Gaze-Streifen (1 mm
Maschenweite) eingerollt und in 200 mL Saugflaschen mit der jeweiligen Infiltrationslosung
gelegt. Durch das Einrollen in die Gaze-Streifen konnte sichergestellt werden, dall die Blatter
wihrend der gesamten Infiltration vollstindig von der Losung bedeckt waren. Dieses war unab-
dingbare Voraussetzung fiir eine vollstindige Infiltration. Mittels einer Wasserstrahlpumpe wurde
innerhalb von 2 min ein Unterdruck von ca. 950 mbar (unter Normaldruck) erreicht, der 1 min
aufrecht erhalten wurde. Der Druckausgleich erfolgte innerhalb von ca. 3 min. Der Infiltrations-
vorgang wurde grundsitzlich zweimal durchgefiihrt, wodurch i.d.R. eine vollstdndige Infiltration
gewihrleistet war, wie an der einheitlichen dunkelgriinen Farbung des Blattgewebes zu erkennen

war.
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2.4.1.2  Zentrifugation

Nach beendeter Infiltration wurden die Blétter vorsichtig mit Filterpapier abgetupft und gewogen.
Die Blitter wurden (sofern nicht anders vermerkt) mit Streifen aus Polyethylenfolie um eine
25 mL Eppendorf-Spritze gewickelt, welche dann in eine 50 mL Eppendorf-Spritze eingesetzt
wurde. Diese wurde, mit einem 1,5 mL Eppendorf-Cup an der Spitze, in die Zentrifugenbehalter
eingesetzt. Die Zentrifugation erfolgte (sofern nicht anders vermerkt) mit einer Zentrifuge mit
Ausschwingrotor (Heraeus Christ GmbH, Typ 03400; mittlerer Abstand von der Rotorachse:
9,8 cm) bei Raumtemperatur (20 — 22 °C).

zur Wasser-
strahlpumpe

wiegen

Blatter abschneiden

Vakuum- Infiltration
mit Aq. demin.

Abtrocknen der Blitter
und erneut wiegen
Blatter um 25 mL Spritze rollen,

welche in eine 50 mL Spritze
eingesetzt wird; an der Spitze

befindet sich ein 1,5 mL E-Cup
\ ﬁ » E-Cup mit
AWF

Zentrifugation

Abb. 4: Schematische Darstellung der Infiltrations-Zentrifugations-Methode fiir die Gewinnung
der Apoplastenwaschfliissigkeit (AWF)
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Von elementarer Bedeutung fiir die Qualitdt der gewonnenen AWF ist die Integritdt des Gewebes,
damit symplasmatische Kontaminationen der AWF durch Zellschdden minimal sind. Im Hinblick
darauf kommen neben der Art der Infiltrationslésung insbesondere Dauer, Stiarke und weitere
Randbedingungen wie Temperatur und Winkel zwischen Rotorachse und den Bléttern wihrend der
Zentrifugation eine besondere Bedeutung zu.

Das Ziel der Ermittlung der optimalen Zentrifugationsbedingungen besteht darin, bei minimaler
symplasmatischer Kontamination den grofiten AWF-Ertrag innerhalb der kiirzesten Zeit zu errei-
chen. Eine Erh6hung der Zentrifugationsdauer von 5 min auf 15 min fiihrte bei der niedrigsten
angewendeten Zentrifugalbeschleunigung (250 x g) sowie bei 690 x g zu signifikant gréferen
Mengen an isolierter AWF; bei den anderen Zentrifugalbeschleunigungen zeigte sich dieses ten-
denziell (Abb. 5). Zentrifugationszeiten von iiber 15 min fiihrten bei keiner Zentrifugalbeschleu-
nigung zu absicherbar, hoheren AWF-Ertrdgen (Abb. 5). Eine Zentrifugationsdauer von 15 min
wurde daher als Standard gewahlt.

Der gegeniiber den ilibrigen Zentrifugalbeschleunigungen geringere AWF-Ertrag bei 690 x g erklart
sich dadurch, daf} das Infiltrationsvolumen, der Blitter die bei 690 x g auszentrifugiert wurden, mit
0,22 (+ 0,03) mL (g FM)" geringer war als das der iibrigen Blitter mit 0,25 — 0,29 mL (g FM)”'
(Daten nicht dargestellt).

0,3OI||||||||||||||||||

0,25 -

0,20 -

0,15 -
0,10 - -

0,05- a 250xg ® 440x¢g 7

- ®m 690xg ¥ 990xg & 1340xg T

0,00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

AWF-Ertrag [mL AWF (g Blatt—FM)_l]

Zentrifugationszeit [min]

Abb. 5: Einflu} der Zentrifugationsdauer bei unterschiedlicher Zentrifugalbeschleunigung auf die
Menge isolierter Apoplastenwaschfliissigkeit (AWF) von infiltrierten Blattern der Kar-
toffelsorte 'Adelheid' bei 1000 uM Ca-Angebot in der Néhrlosung (n=8; Mittelwert-
vergleich zwischen den Zentrifugationszeiten innerhalb einer Zentrifugalbeschleunigung
mittels Tukey-Test bei p < 0,05)
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Die symplasmatische Kontamination der AWF wurde, dhnlich wie von RATHMEL et al. (1973),
anhand der Aktivitdt der Malat-Dehydrogenase (MDH) der AWF in Prozent der Aktivitdt der
MDH des Blatthomogenats bestimmt. Bei einer Zentrifugalbeschleunigung von 250 x g, 440 x g
sowie 690 x g und 15 min Zentrifugationszeit betrug die symplasmatische Kontamination im
Mittel 0,2 % (Abb. 6). Hohere Zentrifugalbeschleunigungen als 690 x g fithrten zu signifikant
hoheren symplasmatischen Kontaminationen der AWF (Abb. 6).
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Abb. 6: Einflu der Zentrifugalbeschleunigung bei 15 min Zentrifugationszeit auf die sym-
plasmatische Kontamination der Apoplastenwaschfliissigkeit (AWF) infiltrierter Blatter
(BPI 2,5) der Kartoffelsorte 'Adelheid' bei 1000 uM Ca-Angebot in der Nahrlosung ge-
messen an der Aktivitdt der Malat-Dehydrogenase (MDH) der AWF relativ zu der des
Blatthomogenats (n = 8, auller bei 690 x g n = 7; Mittelwertvergleich mittels Tukey-Test
bei p <0,05)
Diese erhohte symplasmatische Kontamination der AWF bei hoherer Zentrifugalbeschleunigung
ging einher mit hoheren Ionengehalten der AWF. So waren die K-, Ca-, und Mg-Gehalte der AWF
bei Zentrifugalbeschleunigungen grofier als 690 x g tendenziell und zum Teil auch signifikant
hoher als bei niedrigeren Zentrifugalbeschleunigungen (Abb. 7).
Somit konnte im Gegensatz zu einer Zentrifugalbeschleunigung von 250 x g bei 440 x g davon
ausgegangen werden, dal nach 15 min der maximal mogliche AWF-Ertrag erreicht wurde
(Abb. 5), ohne daB eine groBere symplasmatische Kontamination (Abb. 6) oder verdnderte Ionen-
gehalte der AWF (Abb. 7) festgestellt werden konnten. Eine Zentrifugalbeschleunigung von
690 x g zeigte gegeniiber 440 x g keine Vorteile, und hohere Zentrifugalbeschleunigungen als

690 x g wurden aufgrund der erh6hten symplasmatischen Kontamination nicht gew4hlt.
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Abb. 7: Einflu} der Zentrifugalbeschleunigung bei 15 min Zentrifugationszeit auf die K-, Ca-,
und Mg-Gehalte der Apoplastenwaschfliissigkeit (AWF) infiltrierter Blatter (BPI 2,5) der
Kartoffelsorte 'Adelheid’ bei 1000 uM Ca-Angebot in der Nahrlosung (n =8, auller bei
690 x g n = 7; Mittelwertvergleich und MSD-Werte nach Tukey-Test bei p < 0,05)

AbschlieBend wurde noch untersucht, ob die symplasmatische Kontamination durch eine niedrige-
re Zentrifugations-Temperatur (4 °C versus 20 °C) sowie durch die Lage der Blatter zur Rotorach-
se wihrend der Zentrifugation (Festwinkelrotor versus Ausschwingrotor) vermindert werden
konnte. Es zeigte sich, dal sowohl durch eine niedrigere Temperatur bei der Zentrifugation als
auch durch Verwendung eines Festwinkelrotors die symplasmatische Kontamination im Mittel um
7 % (allerdings nicht statistisch absicherbar) gegeniiber der Zentrifugation mit Ausschwingrotor
bei Raumtemperatur vermindert wurde (nicht dargestellt). Allerdings brachte, wie im néchsten
Abschnitt beschrieben, sowohl die Verwendung eines Festwinkelrotors wie auch die Zentrifugati-
on bei 4 °C den wesentlichen Nachteil mit sich, dal im Vergleich zur Verwendung eines Aus-
schwingrotors bei 20 °C die AWF unvollstdndiger aus den Blittern zentrifugiert wurde (siche
2.4.1.3.1, Tab. 8).

Als optimale Zentrifugationsbedingungen fiir den grofften AWF-Ertrag innerhalb der kiirzesten
Zeit bei minimaler symplasmatischer Kontamination haben sich somit 15 min bei 440 x g mit

einem Ausschwingrotor bei Raumtemperatur herausgestellt.

Bei Anwendung der Infiltrations-Zentrifugations-Methode auf Ca-Mangelblétter zeigte sich
(Tab. 7), dal Ca-Mangelblitter (30 uM Ca-Angebot) gegeniiber Bléttern der Kontrollvariante
(1000 uM Ca) eine deutlich hohere Aktivitit der MDH in der AWF aufwiesen. Bei Ca-Mangel-
blittern konnte somit mit einer hdheren symplasmatischen Kontamination der AWF gerechnet
werden, wobei diese Kontamination allerdings weniger als 0,5 % betrug und bei der groBBen Streu-

ung sich nicht signifikant von den Kontrollbléttern unterschied.
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Tab. 7: Aktivitdit der Malat-Dehydrogenase des Blatthomogenats und der Apoplastenwasch-
fliissigkeit (absolut und in Prozent der Aktivitit des Blatthomogenats (BLH)) von Blat-
tern (BPI 2) der Kartoffelsorte 'Adelheid' nach 28 d bei unterschiedlich hohem Ca-
Angebot in der Nahrlosung (Mittelwertvergleich mittels Tukey-Test bei p < 0,05)

Ca-Angebot Aktivitdt der Malat-Dehydrogenase
Blatthomogenat (BLH) Apoplastenwaschfliissigkeit
[ mU (g FM)"] [ mU (g FM)™] [ % des BLH]
Mw sd Mw sd Mw sd
1000 uM (n=7) | 11140 3212 254 +133 a 0,26 10,16
n.s. n.s.
30 uM (n = 6) 12000 %2500 52,5 1123 b 045 10,14

2.4.1.3 Ermittlung der Ionen-Konzentration in der Blattapoplastenfliissigkeit

Das Ziel besteht in der Ermittlung der Ionen- und insbesondere Ca-Konzentration in der walrigen
Phase des Blattapoplasten. Die dafiir erforderlichen Gréfien bei der verwendeten Infiltrations-

Zentrifugations-Methode sind in Abb. 8 dargestellt.

Infiltrationslosung —>» Apoplastentliissigkeit o —> Apoplastenwaschfliissigkeit

Vv

Inf Qnt Vawr CAWF

Abb. 8: Groflen zur Bestimmung der Konzentration in der Blattapoplastenfliissigkeit durch die
Infiltrations-Zentrifugations-Methode

Vinf = Volumen der infiltrierten Losung

Cnf = Konzentration der Infiltrationslosung

Vapo = Volumen des wialrigen Apoplasten

Capo = Konzentration der Apoplastenfliissigkeit

Vawr = Volumen der Apoplastenwaschfliissigkeit
CAWF = Konzentration der Apoplastenwaschfliissigkeit

Die in Blattapoplastenfliissigkeit vorhandenen Ca-Mengen lassen sich wie folgt berechnen:
Ving ® Cine T Vapo * Capo = Vawr * Cawr
VApo * Capo = Vawr * Cawr - Vine * Craf
Die Ca-Konzentration in der Blattapoplastenfliissigkeit ergibt sich dann wie folgt:
Capo = ( Vawr * Cawr = Vinr ® Cinr ) / Vaapo
Einer direkten Messung zugénglich sind die Konzentrationen der Infiltrationslésung (cp,¢) und die

der gewonnenen Apoplastenwaschfliissigkeit (cawg). Die Ermittlung tibrigen GroBen, d.h. des
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Volumens der Infiltrationslosung (Ving), der Apoplastenfliissigkeit (Vap,) sowie der Apoplasten-

waschfliissigkeit (V awr) ist im folgenden beschrieben.

2.4.1.3.1 Ermittlung des Infiltrationsvolumens (V)

Durch Wégung der Blitter vor und nach der Infiltration kann unter Beriicksichtigung der Dichte
der Infiltrationslésung das Volumen berechnet werden, welches durch die Infiltration in den ehe-
mals luftgefiillten Apoplastenbereich eingedrungen ist. Das Infiltrationsvolumen V¢ (bezogen auf
die Frischmasse) entspricht dem Interzellularvolumen (IZV), sofern keine Aufnahme der Infiltrati-
onslésung in den Symplasten stattfindet und die Menge der an den Blattoberfldchen sowie Blatt-
haaren anhaftenden Infiltrationslosung nur vernachldssigbar gering ist.

Die Bestimmung des IZV mit Hilfe der Infiltration von Silikondl (COSGROVE & CLELAND, 1983)
erwies sich bei den behaarten Kartoffelblatter als ungeeignet, da vergleichsweise grole Mengen an
den Blattoberflédchen haften blieben (Daten nicht dargestellt).

Die Infiltration von Bléttern mit demineralisiertem Wasser fiihrte im Vergleich zu einer Infiltration
mit einem dem Zellsaft isoosmotischen MES-Puffer zu signifikant hoheren Infiltrationsvolumina,
bezogen auf die Frischmasse (Tab. 8). Eine zumindest naheliegende Erklérung kann in einer
symplasmatischen Aufnahme des demineralisierten Wassers liegen, wodurch dann das Interzellu-
larvolumen iiberschétzt wird. Die in den Symplasten aufgenommene Fliissigkeit wird nicht aus-
zentrifugiert und kann durch Wégung der Blitter nach der Zentrifugation erfalit werden (Tab. 8).
Durch Subtraktion des Volumens der symplasmatischen Aufnahme (Restfliissigkeit im Blatt) von
dem Infiltrationsvolumen errechnet sich bei Infiltration mit demineralisiertem Wasser das (korri-
gierte) Infiltrationsvolumen und entspricht dem bei MES-Infiltration ermittelten Infiltrationsvolu-
men (Tab. 8). Die symplasmatische Aufnahme von demineralisiertem Wasser entsprach im Mittel
18 % der insgesamt infiltrierten Fliissigkeit (berechnet unter Beriicksichtigung der bei MES-
Infiltration verbleibenden Restfliissigkeit im Blatt).

Die im Blatt verbleibende Restfliissigkeit bei Infiltration mit isoosmotischem MES-Puffer (Tab. §)
kann zwei Ursachen haben: Entweder wird das Infiltrationsvolumen iiberschitzt durch an der
Blattoberfldche anhaftende Fliissigkeit, und / oder bei der durchgefiihrten Zentrifugation wird
nicht das gesamte infiltrierte Fliissigkeitsvolumen auszentrifugiert. Ein wiederholt durchgefiihrtes
Eintauchen von Blittern in die Infiltrationslosung sowie Abtrocknen und Wiegen dieser Blétter
machte allerdings deutlich, daB8 die an den Blattoberflichen anhaftende Losung durchaus in der
GroBenordnung von 20-30 pL (g FM)™! liegen kann und damit ganz oder zu einem groBen Anteil
die GroBe der "Restfliissigkeit" erkldren kann (Daten nicht dargestellt).

Neben dem Vergleich unterschiedlicher Infiltrationslosungen wurde auch der Einfluf der Zentrifu-
gationsbedingungen untersucht. Bei einer niedrigeren Zentrifugations-Temperatur (4 °C versus

20 °C) sowie bei einer anderen die Lage der Blitter zur Rotorachse wahrend der Zentrifugation
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(Festwinkelrotor versus Ausschwingrotor) war die im Blatt verbleibende Restfliissigkeit nach der

Zentrifugation signifikant hoher als bei Verwendung eines Ausschwingrotors bei Raumtemperatur

(Tab. 8). Bei Verwendung eines Ausschwingrotors bei Raumtemperatur wurde somit eine deutlich

hoherer Anteil der infiltrierten Fliissigkeit auszentrifugiert (92 %) als bei niedriger Zentrifuga-

tions-Temperatur (60 %) oder bei Verwendung eines Ausschwingrotors (55 %) (berechnet unter

Beriicksichtigung der symplasmatischen Aufnahme des demineralisierten Wassers in der Groflen-

ordnung von 18 % des Infiltrationsvolumens).

Tab. 8: EinfluB} von Infiltrationslosung und Zentrifugationsbedingungen auf das Infiltrationsvolu-
men und die Restfliissigkeit in Blittern (BPI 2,5) der Kartoffelsorte 'Bintje' nach der
Zentrifugation (MES = MES-Puffer (280 mosmol kg '; pH 5,5); Aq.demin. = deminerali-
siertes Wasser; AR = Ausschwingrotor; FR = Festwinkelrotor; RT = Raumtemperatur;
Infiltrationsvolumen = (FM nach Infiltration — FM vor lnﬁltration); ReStﬂuSSngelt = (FM nach Zentrifuga-

tion — FM yor mfilration); Korrigiertes Infiltrationsvolumen = (Infiltrationsvolumen — Restfliis-
sigkeit); n = 4; Mittelwertvergleich mittels Tukey-Test bei p < 0,05)

Infiltrations- Zentrifu- Infiltrationsvolumen  Restfliissigkeit ~ Korrigiertes Infiltra-

losung  gationsbe- tionsvolumen
dingungen [ mL (g FM)"] [ mL (g FM)"] [ mL (g FM)"]
MES AR/RT  0,3127£0,0359 b  0,0278+0,0241 ¢ 0,2849+0,0284 a

Aq.demin. AR/RT  0,3759%0,0186 a  0,0993%+0,0296bc  0,2766+ 0,0477 a
Aq.demin. AR/4°C 0,3818%£0,0295 a  0,1468+0,0315ab  0,2351£0,0585 a
Aq.demin. FR/RT  0,4034%£0,0274 a  0,1816+0,0564 a  0,2218+0,0631 a

Die Angabe einer durchschnittlichen Grofle des Interzellularvolumen von Kartoffelbléttern ist nur
bedingt mdglich, da beriicksichtigt werden muf3, dall das physiologische Blattalter, die Kartoffel-
sorte, die Form der N-Erndhrung der Pflanzen (NO;, NH4;NO3;, NH,) und in Grenzen auch das Ca-
Angebot der Néhrlosung die GroBe des Interzellularvolumens beeinflussen (Tab. 9). Beispielhaft
dargestellt ist in Abb. 9 das Interzellularvolumen (nach Infiltration mit demineralisiertem Wasser
und Korrektur um die nach der Zentrifugation im Blatt verbliebene Fliissigkeitsmenge) physiolo-
gisch unterschiedlich alter Kartoffelbldtter der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei 1000 uM Ca-
Angebot und unterschiedlicher Form der N-Erndhrung (NO;, NH4NO;, NH,). Unabhingig von
Sorte und Form der N-Erndhrung nahm das Interzellularvolumen mit zunehmendem physiologi-
schen Blattalter zu (Abb. 9), wobei dieser Effekt bei NH;NO;z-und NO;-Erndhrung stirker ausge-
pragt war als bei NHy-Erndhrung. Das Interzellularvolumen von Bléttern bei NH,~Eréhrung der

Pflanzen war deutlich kleiner als bei NO3- oder NH4,NOs-Erndhrung (Abb. 9).
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Tab. 9: Ergebnis der mehrfaktoriellen Varianzanalyse des Interzellularvolumen von physiologisch
unterschiedlich alten Blattern der Kartoffelsorten 'Adelheid' und 'Bintje' nach 21 d bei un-
terschiedlich hohem Ca-Angebot (1000, 60, 30 uM) und unterschiedlicher Form der N-
Ernahrung G\I 03, NH4NO3, NH4)

Interzellularvolumen
Varianzursache FG |F-Wert P>F
Sorte 1 28,93 0,0001 ***
N-Form 2 17,65 0,0001  ***
Ca-Angebot 2 2,78 0,0637 n.s.
BPI 3 136,33 0,0001  ***
Sorte x N-Form 2 1,60 0,2034 n.s.
Sorte x Ca-Angebot 2 2,15 0,1178 n.s.
Sorte x BPI 3 8,08 0,0001  ***
N-Form x Ca-Angebot 4 2,32 0,0564 n.s.
N-Form x BPI 6 2,57 0,0191  ***
Ca-Angebot x BPI 6 0,76 0,6050 n.s.
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Abb. 9: Interzellularvolumen physiologisch unterschiedlich alter Blatter der Kartoffelsorten
'Adelheid' und 'Bintje' nach 21 d bei 1000 uM Ca-Angebot und unterschiedlicher N-Form
(NOs3, NH4NOs, NH,) in der Néhrlosung (n =4 - 6; Mittelwertvergleich innerhalb einer
Sorte und N-Form mittels Tukey-Test bei p < 0,05)
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Dabei war allerdings der Einflul der Form der N-Erndhrung bei Blétter mit einem BPI von 1,5 und
2,5 nicht so stark ausgepriagt wie bei Bldttern mit einem BPI von 3,5 und 4,5. Unterschiede in dem
Interzellularvolumen zwischen den beiden Sorten lieBen sich vor allem bei Blattern mit einem BPI
von 3,5 und 4,5 feststellen. Dabei besallen die Blitter der Sorte 'Bintje' ein tendenziell groB3eres

Interzellularvolumen als die Blitter der Sorte 'Adelheid' (Abb. 9).

2.4.1.3.2 Bestimmung des Volumens der Apoplastenwaschfliissigkeit (V awr)

Das Volumen der Apoplastenwaschfliissigkeit (V wr) wurde additiv aus dem Infiltrationsvolumen
(Vi) und dem Volumen des Apoplastenwasser (Vay,) berechnet, unter der Annahme, dal3 kein
Unterschied in der Dichte zwischen Vi,sund Va,, besteht.

Vawr = Vine + Vapo
Das Volumen des wilrigen Apoplasten (V) kann durch Infiltration mit dem Farbstoff Indigo-
carmin, Auszentrifugation des, durch das Apoplastenwasser verdiinnten, Farbstoffes und an-
schlieBender spektralphotometrischer Bestimmung der Verdiinnung des Farbstoffes bestimmt
werden (HUSTED & SCHIOERRING, 1995). Das Volumen der Apoplastenfliissigkeit (Vapo) 1dBt sich
aus den gemessenen Absorptionsunterschieden (und dem daraus berechneten Verdiinnungsfaktor)

wie folgt berechnen:

VF = Verdiinnungsfaktor des Farbstoffes mit 0 < VF < 1
Das Volumen der Apoplastenfliissigkeit bezogen auf die Frischmasse ergibt den Apoplasten-

wassergehalt (AWG):

AWG = \;’;\‘;[ | m?L ]

Es konnten keine Unterschiede in dem Apoplastenwassergehalt zwischen den beiden Sorten 'Adel-
heid' und 'Bintje' sowie zwischen unterschiedlich hohen Ca-Angeboten festgestellt werden
(Tab. 10). Im Mittel iiber die Sorten und Ca-Stufen betrug der Apoplastenwassergehalt junger
Kartoffelblitter 0,065 mL (g FM)™.

Geht man von einem Interzellularvolumen von 0,2 bis 0,3 mL (g FM)™" aus (Abb. 9), so bedeutet
das, daB bei Bldttern mit einer Frischmasse von 1 g 0,065 mL Apoplastenfliissigkeit mit 0,2 bis
0,3 mL Infiltrationslosung gemischt werden, und die Apoplastenfliissigkeit somit um Faktor 4 bis 5
verdiinnt wird. Routineméfig wurden die Blétter mit demineralisiertem Wasser infiltriert und die
gewonnene AWEF bis zu weiteren Analysen eingefroren (-20 °C). Die gemessene Ionen-
Konzentration der AWF wurde in die Konzentration der Apoplastenfliissigkeit umgerechnet. Die
Ionen-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit (cap,) berechnet sich aus der gemessenen Konzen-

trationen der Infiltrationslosung (crf) sowie der gemessenen Konzentration der gewonnenen



Material und Methoden - 27

Apoplastenwaschfliissigkeit (cawr) und dem Volumen der Apoplastenwaschfliissigkeit (additiv
berechnet aus dem Volumen des Apoplastenwassers (Vap,) und dem (um die symplasmatische
Aufnahme korrigierten) Infiltrationsvolumen (Vy,g)):

CApo = (( Vlnf + VApo )* CAWF - Vlnf * Clnf) / VApo

Fiir alle im Ergebnisteil dargestellten lonen-Konzentrationen der Blattapoplastenfliissigkeit wur-
den nach diesen Voruntersuchungen das jeweils ermittelte Interzellularvolumen (korrigiert um die
symplasmatische Wasseraufnahme) beriicksichtigt und stets ein Apoplastenwassergehalt von 0,065

mL (g FM)" zu Grunde gelegt.

Tab. 10: Apoplastenwassergehalt von jungen Kartoffelblattern (BPI 2) der Sorten 'Adelheid' und
'Bintje' nach 29 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot in der Nahrlosung (Apoplasten-
wassergehalt wurde bestimmt durch Infiltration mit Indigocarmin (50 pM in 280 mosmol
kg MES-Puffer, pH 6,0); n =6 - 7; keine signifikanten Unterschiede zwischen den Sor-
ten sowie zwischen den Ca-Angeboten nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Ca-Angebot Apoplastenwassergehalt [mL (g FM)"]

[uM] 'Adelheid' 'Bintje’'

1000 0,067 +0,012 0,063 0,010
60 0,061 0,011 0,067 = 0,009
30 0,070 0,015 0,062 £ 0,012

2.4.2 Infiltrations-Diffusions-Methode

Die Infiltrations-Diffusions-Methode basiert auf einer von BEHLING et al. (1989) vorgestellten
Methode zur Bestimmung des wasserldslichen, diffusiblen Ca des Blattapoplasten.

Blattscheiben mit einem Durchmesser von 6 mm wurden mittels Korkbohrer aus abgeschnittenen
Bléttern gestanzt und mit demineralisiertem Wasser vakuum-infiltriert wie unter 2.4.1.1 beschrie-
ben. Nach beendeter Infiltration wurden die Blattscheiben vorsichtig mit Filterpapier abgetupft und
gewogen (Abb. 10). Nach Uberfiihrung der Blattscheiben in die InkubationsgefiBe wurde als
Inkubationslosung (= zukiinftige Aussenldsung) demineralisiertes Wasser zugegeben und die Inku-
bationsgefille geschlossen. Das Inkubationsvolumen betrug je nach Fragestellung 1 oder 10 mL
und die verwendete Anzahl der Blattscheiben je nach Fragestellung 3 oder 6. Nach der Inkubation,
deren Lénge je nach Fragestellung zwischen 0,5 und 24 h lag, wurden die Blattscheiben aus der
Losung genommen, mit Filterpapier abgetupft und fiir Mineralstoffanalysen im Trockenschrank
bei 65 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet oder fiir Zellwandpréparationen sowie fiir Untersu-
chungen von Enzym-Aktivitdten in fliissigem N, schockgefroren und bei -20 °C aufbewahrt. Die

Aussenlosung wurde bis zu weiteren Analysen zunéchst eingefroren (-20 °C).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Infiltrations-Diffusions-Methode

243 Analysen der Apoplastenwaschfliissigkeit sowie der Aussenlosung

Ca-, K- und Mg-Konzentration der Apoplastenwaschfliissigkeit (AWF) sowie der Aussenlosung
inkubierter Blattscheiben wurden mit dem Atomabsorptionsspektrometer (Hitachi Z-8000) in der
Flamme mit dem Hintergrund von 0,6 M HCI und 1:50 verdiinnter CsCl/LaCl;—Lésung (Merck
116755) (nach SCHINKEL, 1984) gemessen. Bei Analysen mittels Atomemissionsspektrometer
(ICP, Spectro) wurden die Proben mit dem Hintergrund von 0,48 M HNO; gemessen.

Die Ca*"-Aktivitit der AWF wurde in einem Probenvolumen von 70 pL mittels einer Ca-sensitiven
Mikroelektrode (Fa. Lange, MI-600) bestimmt. Die Ca-Elektrode wurde 2 h vor MeBbeginn in
einer | mM CaCl,-Losung konditioniert. Die Kalibierlosungen enthielten CaCl, in dem Konzen-
trations-bereich von 0,03 mM bis 3 mM. Die Ca’"-Aktivitit der Kalibrierlosungen wurde aus dem
Produkt der Konzentration und des Aktivitdtskoeffizienten berechnet. Der Aktivitdtskoeffizient

wurde nach der Debye-Hiickel-Regel folgendermafen berechnet (CAMMAN & GALSTER, 1996):
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logf 2r=-(A*z o> *VI)/(1+B*k_, *I)

f o2t = Aktivititskoeffizient fiir Ca

A, B = Losungsmittel- und Temperatur-abhéngige Konstanten
(Wasser bei 25 °C: A =0,512 und B = 0,329 10%)

Z o+ = lonenladung

I = Jonenstdrke der Losung, definiertals =% X ¢; * 7
mit ¢; = Konzentration des betreffenden Tons in mol L

k. o+ = ionenspezifische Konstante (k_ ».=5 10° m)

Die Empfindlichkeit der Elektrode fiir Ca*” wurde in dem Konzentrationsbereich von 0,03 mM bis
3 mM CaCl, durch die Gegenwart von K (25 mM KCI), Mg** (10 mM MgCl,) oder Na* (10 mM
NaNQO;) nicht beeintrachtigt (Daten nicht dargestellt). Der Einflu3 héherer Konzentrationen dieser
moglichen Stoérionen auf die Empfindlichkeit der Ca-Elektrode wurde nicht untersucht, da die
Konzentration dieser Ionen in der AWF deutlich geringer war als die gepriifte Konzentration der
moglichen Stérionen. So betrug in den untersuchten AWF-Proben der Kartoffelblatter die K-
Konzentration 1,9 - 8,5 mM, die Mg-Konzentration 0,5 - 2,6 mM und die Na-Konzentration 0,05 -
0,12 mM.

Des weiteren wurde in der AWF die Konzentration organischer Sauren (siehe 2.8.4), reduzierender
Zucker (siehe 2.8.2) und von Glukose (siche 2.8.3) bestimmt. Die Uronsédure-Konzentration wurde
ohne bzw. nach 5-facher Aufkonzentrierung durch Gefriertrocknung nach der unter 2.6 beschrie-

benen colorimetrischen Methode von BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN (1973) ermittelt.

2.5 Zellwand-Priparation und Pektin-Fraktionierung

Zellwandmaterial, korrekter bezeichnet als alkohol-unldslicher Rest des pflanzlichen Materials
(alcohol insoluble residue = AIR), wurde in Anlehnung an die Methode von HU et al. (1996)
prapariert, wobei einige Verdnderungen vorgenommen wurden, deren Basis die im Anhang (siche
7.1) dargestellten methodischen Voruntersuchungen waren.

Die Durchfiihrung der Aufreinigung und Isolierung von Zellwandmaterial (AIR) aus jungen Kar-
toffelblattern wird im folgenden kurz beschrieben:

Das pflanzliche Material wurde in fliissigem Stickstoff gemorsert, in Reagenzgldser eingewogen
(ca. 0,5 g FM) und in 4 mL demineralisiertem Wasser mittels Ultra-Turrax (1 min) und anschlie-
Bendem Ultraschall (1 min), weiter zerkleinert und homogenisiert. Das Homogenat wurde quanti-
tativ (unter Verbrauch von insgesamt 16 mL Wasser) auf eine Filtrationseinheit mit 40 uM Gaze
iberfiihrt und abgenutscht. Das auf der Gaze verbleibende Material wurde anschlieBend mit insge-
samt 20 mL 80 %igem Ethanol gewaschen. Danach erfolgte ein Waschschritt mit 20 mL Chloro-
form : Methanol (1:1 v/v) und ein abschlieender Waschschritt mit 20 mL Aceton. Alle Arbeiten

wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Die Aufarbeitungszeit betrug insgesamt ca. 90 min je Probe.
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Fiir die AIR-Préparation und anschlieBende Pektin-Fraktionierung aus einer vergleichsweise gerin-
gen Menge an Blattmaterial von nur 0,03 g FM wurde die Methode so vereinfacht, dal3 praktisch
kein Blattmaterial verloren gehen konnte. Das Blattmaterial wurde hierzu direkt in 80 %igem Etha-
nol homogenisiert. Die weitere Aufreinigung des Materials erfolgte, nach jeweiligem zentrifugie-
ren (15 min bei 10000 x g) und dekantieren, durch einen Waschschritt mit Chloroform : Methanol

(1:1 v/v) und anschlieBend mit Aceton.

Die Fraktion der wasserloslichen Pektine des isolierten Zellwandmaterials (AIR) wurde nach Inku-
bation des AIRs fiir 1 h in demineralisiertem Wasser bei 4 °C gewonnen. Fiir die Extraktion chela-
torloslicher Pektine wurde in Anlehnung an SELVENDRAN et al. (1985) eine Losung mit 50 mM
CDTA (pH 6,5 eingestellt mit 0,1 M KOH) bei Raumtemperatur fiir 4 h verwendet. Die dann noch
in dem AIR verbliebenen Pektine wurden durch 80 %ige H,SO, hydrolysiert.

2.6 Quantitative Uronsiure-Bestimmung

Die quantitative Bestimmung von Uronséuren lehnt sich an die colorimetrische Methode von
BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN (1973) an. Dabei werden in der Originalarbeit 200 uL. waBri-
ge Probe und 1200 pL Na-Tetraborat (0,0125 M Na,B40; in 96 % H,SO,4) gemischt (eisgekiihlt)
und anschlieBend 5 min bei 100 °C im Wasserbad gekocht. Ein Probenansatz wird mit 20 pL m-
Hydroxybiphenyl (0,15 % (w/v) in 0,5 % NaOH), dem Farbreagenz, und ein weiterer Ansatz als
Blindwert nur mit 20 pL 0,5 % NaOH, versetzt. Nach 5 min werden spektralphotometrisch die
Absorptionen beider Ansétze bei 520 nm gemessen. Aus der Differenz der Absorptionen ((Ab-
sorption + Hydroxybiphenyl) — (Absorption — Hydroxybiphenyl)) und einer gemessenen Eichreihe
1aBt sich die Uronsdure-Konzentration berechnen. Als Standard wurde D-Galakturonsidure (Fluka
48280) verwendet und die Uronsdure-Gehalte- bzw. Konzentrationen werden als Galakturonséure-
Equivalente (Gal-US-Eq.) angegeben. Der lineare MeBbereich liegt zwischen 1,5 und 15 pg Gal-
US-Eq. (mL Reagenzmix)'1 .

Die Methode wurde dahingehend verédndert, dafl nur ein Probenansatz erforderlich war. Nach dem
Kochen wurde als Blindwert die Absorption des Probenansatzes gemessen, und zu demselben
Ansatz wurden dann 20 pL. m-Hydroxybiphenyl zugegeben und 5 min spéter die Absorption ge-
messen.

Da nicht bei allen Analysen 200 pL. wéBrige Probe zur Verfiigung standen (z.B. mit H,SO4 ver-
setztes Zellwandmaterial), und fiir Untersuchungen in hoher rdumlicher Auflosung der Ansatz ver-
kleinert werden sollte, wurde gepriift, ob das H,O : H,SO, - Verhiltnis einen Einfluf} auf die Emp-
findlichkeit der Methode hat. Dazu wurden zu 20 pL Galakturonséure-Standardreihe (in demine-
ralisiertem Wasser) ein unterschiedliches Volumen an demineralisiertem Wasser sowie an kon-

zentrierter Schwefelsdure (mit 0,0125 M Na,B,0,) zugegeben, so dall ein Volumen von 1200 pL
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sowie von 1400 uL erreicht wurde. Die Zugabe von Hydroxybiphenyl betrug jeweils 20 uL. Bei
beiden Gesamtvolumina (1200 uL und 1400 pL) ergab sich eine Optimumskurve zwischen dem
H,0 : H,SO, - Verhiltnis und der MeBempfindlichkeit. Bei dem Gesamtvolumen von 1400 uL lie-
ferte ein H,O : H,SO, - Verhiltnis von 1:6,8 die hochste MeBempfindlichkeit (Abb. 11A); bei dem
Gesamtvolumen von 1200 uL. war dieses bei einem Verhéltnis von 1:6,5 der Fall (Abb. 11B).
Die MeBempfindlichkeit war bei einem H,O : H,SO, - Verhiltnis von 1:9 (1400 uL. Gesamtvolu-
men) bzw. 1:11 (1200 uL Gesamtvolumen) signifikant vermindert gegeniiber der jeweiligen ma-
ximalen Empfindlichkeit (Abb. 11A, B).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde darauf geachtet, da3 die Uronsdure-Bestimmung stets bei einem
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Abb. 11: Einflufl des Verhéltnisses von Wasser zu konzentrierter Schwefelsdure auf die Empfind-
lichkeit der Uronsdure-Bestimmung bei einem Gesamtvolumen des Reagenzmix von (A)
1400 uL und (B) 1200 pL (n = 3; Mittelwertvergleich innerhalb eines Gesamtvolumens
mittels Tukey-Test bei p < 0,05)
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H,0 : H,SO, - Verhiltnis im Bereich von 1: 6,5 und 1:7 durchgefiihrt wurde. Im Vergleich ent-
spricht der Ansatz von BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN (1973) bei einem Volumen von
1400 uL einem H,O : H,SO, - Verhiltnis von 1 : 6.

Nach BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN (1973) soll eine Verldngerung der Zeitdauer (> 5 min)
des Kochens im Wasserbad zu keiner Verdnderung der Empfindlichkeit der Methode fiihren.
MACDOUGALL et al. (1995) erwéhnten, dafl durch eine Verldangerung der Kochdauer auf 1 h die
Reproduzierbarkeit wesentlich verbessert wurde, wohingegen eine weitere Verldngerung der
Kochdauer eine geringere Wiederfindungsrate zur Folge hat.

In eigenen Untersuchungen wurde die hochste Empfindlichkeit bei einer Zeitdauer von 5 min bei
100 °C im Wasserbad erreicht (Abb. 12). Eine Verldngerung der Kochzeit um weitere 5 min fiihrte
jedoch schon zu einer Verminderung der Empfindlichkeit um 20 %. Nach einer Kochdauer von
160 min wurden nur noch 3 % der Empfindlichkeit nach 5 min Kochdauer erreicht (Abb. 12).
Aufgrund dieses drastischen Einflusses der Zeitdauer im Wasserbad bei 100 °C auf die
Empfindlichkeit der Methode, erschien eine Verldngerung der Kochdauer, wie sie von
MACDOUGALL et al. (1995) empfohlen wurde, nicht als sinnvoll. Des weiteren liel sich keine
eindeutige Verbesserung der Reproduzierbarkeit der MeBwerte durch eine Verldngerung der
Kochdauer feststellen. Der Variationskoeffizient zwischen den Wiederholungen lag stets im

Bereich von 4 bis 20 % (nicht dargestellt).
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Abb. 12: EinfluB} der Zeitdauer im Wasserbad bei 100 °C auf die (absolute und relative) Empfind-
lichkeit der quantitativen Uronsédure-Bestimmung (Reagenzmix: 20 uL. Galakturonsdure-
Standard bei einem Volumen von 1200 pL und einem H,O : H,SO,-Verhéltnis von 1:6,5;
n = 3; Mittelwertvergleich mittels Tukey-Test bei p < 0,05)

Auch das Volumen an m-Hydroxybiphenyl hat einen Einflul auf die Empfindlichkeit der Methode.

Dabei erwies sich die Zugabe von 20 pL m-Hydroxybiphenyl, wie von BLUMENKRANTZ & ASBOE-
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HANSEN (1973) verwendet, sowohl bei 1400 uL wie auch bei 1200 pL Gesamtvolumen als optimal
(nicht dargestellt), wahrend bei einem Volumen von 840 pL 10 uL optimal sind (nicht dargestellt).
Interferenzen

Glukose-Konzentrationen bis zu 400 pg mL™ fiihrten zu keiner Beeintrichtigung der Uronsdure-
Bestimmung. Lediglich bei héheren Glukose-Konzentrationen (800 pg mL™) schien die Reprodu-
zierbarkeit vermindert zu sein (Tab. 11). Die Empfindlichkeit der Methode gegeniiber Glukose
betrug nur maximal 0,5 % der Empfindlichkeit gegeniiber Galakturonsdure (Tab. 11), d.h. Glukose
selbst wurde durch diese Methode nicht nennenswert erfaf3t.

Tab. 11: Empfindlichkeit der quantitativen Uronsdure-Bestimmung (nach BLUMENKRANTZ &
ASBOE-HANSEN, 1973) in Gegenwart von Galakturonsdure (Gal-US) und / oder Glukose

(Gle) (n =3)
Empfindlichkeit
Losung [ AOD (mg Gal-US mL™")™"]
Gal-US (0,1 bis 1,0 mg mL™") 0,818 + 0,035
Gal-US (0,1 bis 1,0 mg mL™") + 0,2 mg mL" Glc 0,796 + 0,011
Gal-US (0,1 bis 1,0 mg mL™") + 0,4 mg mL™" Glc 0,831 0,032
Gal-US (0,1 bis 1,0 mg mL™") + 0,8 mg mL" Glc 0,713 + 0,235
[ AOD (mg Gle mL™)™"]
Glc (0,1 bis 0,8 mgmL™) 0,004 + 0,003
2.7 Qualitative Charakterisierung der Oligogalakturonide der Apo-

plastenwaschfliissigkeit

Es wurden verschiedene Methoden auf ihre Eignung untersucht, die Oligogalakturonide der AWF
hinsichtlich ihres Polymerisationsgrades zu charakterisieren. Zum Einsatz kamen immunologische
Untersuchungen mittels dot-blot Test sowie Untersuchungen mittels DC (Diinnschichtchroma-
tographie), PAGE (Polyacrylgelelektrophorese), MALDI-TOF-MS (Matrix-unterstiitzte Laser
Desorptions-/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie) und HPAEC-PAD (Hochauflosende
Anionenaustausch-Chromatographie mit gepulster amperometrischer Detektion). Im weiteren
dargestellt ist die Analytik mittels HPAEC-PAD. Eine kurze Beschreibung der methodischen
Probleme mit den iibrigen verwendeten Methoden findet sich im Anhang (7.2).

Die Charakterisierung der Oligogalakturonide in der AWF mittels HPAEC-PAD konnte im Labor
von Prof. Van Cutsem (Namur, Belgien), gemél3 der Methode von ROCKLIN & POHL (1983) und
HOTCHKISS & HICKS (1990), durchgefiihrt werden.

Da, abgesehen von dem Monomer, die Konzentration an groferen Oligogalakturoniden in der

AWF fiir die Detektion zu niedrig war, mufite die AWF um Faktor 10 mittels Lyophilisation auf-
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konzentriert werden. Das fiir diese Aufkonzentrierung erforderliche Fliissigkeitsvolumen konnte
nur erreicht werden, indem Mischproben aus der AWF physiologisch dhnlich junger Blétter von
5 - 6 Pflanzen verwendet wurden.

Die chromatographische Auftrennung der Oligogalakturonide erfolgte nach Lyophilisierung und
Deesterifizierung (0,15 M NaOH) der Proben mittels einer Carbo-Pac PA-100-Sdule (Dionex,
Sunnyvale, CA) unter Verwendung eines linearen Gradienten von 200 — 800 mM NaOAc bei einer
FluBrate von 1 mL min™ innerhalb von 50 min bei Raumtemperatur, wobei zur Erhéhung der Emp-
findlichkeit mit Nachsdulen-Derivatisierung (500 mM NaOH, 1 mL min™) gearbeitet wurde.

Die bei der amperometrischen Detektion verwendete dreifache Pulssequenz beinhaltete folgende
Potentiale und Zeitdauer: E; =+0,05 V (t; =480 ms), E, =+0,70 V (t,= 180 ms) und E;=-0,1 V
(t3=360 ms). Der elektrochemische Detektor (mit Gold-Arbeitselektrode) arbeitete mit einer Emp-
findlichkeit von 10 pA (0 - 10 min) und 0,1 pA (10 - 50 min).

Der Polymerisationsgrad wurde bestimmt durch Vergleich der Retentionszeiten der Peaks der
Proben mit denen einer Oligogalakturonid-Mischung, hergestellt durch Sdure-Hydrolyse von Poly-
galakturonsdure (10 g L™'; Sigma P1879) (GILLET et al., 1992). Beispiclhaft zeigt Abb. 13 das
HPAEC-PAD-Chromatogramm dieser Oligogalakturonid-Mischung.
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Abb. 13: HPAEC-PAD-Chromatogramm der Losungen von Oligogalakturoniden mit einem Poly-
merisationsgrad von 1 bis 20

Die Konzentration des Monomers in den Proben wurde bestimmt anhand einer Standardreihe von

D-Galakturonsiure (Fluka 48280). Eine absolute Bestimmung der Konzentration von Galakturon-

sduren mit DP > 1 war nicht mdglich, da keine entsprechenden Standards zur Verfiigung standen
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und die Detektionsempfindlichkeit eine Funktion des Polymerisationsgrades ist (HOTCHKISS &
Hicks, 1990). Eine relative Auswertung wurde vorgenommen, indem das Verhéltnis der Peak-
Flachen bei niedrigem Ca-Angebot zu Peak-Flachen bei hohem Ca-Angebot sowie das Verhaltnis

der Peak-Flachen der beiden Sorten zueinander berechnet wurde.

2.8 Chemische Untersuchungen

2.8.1 Mineralstoffanalysen

Das Pflanzenmaterial wurde bis zur Gewichtskonstanz bei 65 °C im Trockenschrank getrocknet.
Die getrockneten Pflanzenproben wurden in Sdure-gespiilte Szintillationsglaschen eingewogen und
im Muffelofen 8 h bei 450 °C verascht.

Fiir Ca-, K- und Mg-Analysen mit dem Atomabsorptionsspektrometer (Hitachi Z-8000) wurden die
veraschten Proben in 6 M HCI1 und 1 : 5 verdiinnter CsCl/LaCl;-Losung (Merck 116755) aufge-
nommen und mit demineralisiertem Wasser 1:10 verdiinnt (nach SCHINKEL, 1984). Fiir Ca-, K-,
Mg-Analysen mit dem Atomemissionsspektrometer (ICP, Spectro) wurden die Proben in 4,8 M

HNO; aufgenommen und mit demineralisiertem Wasser 1:10 verdiinnt.

2.8.2 Bestimmung der Konzentration reduzierender Zucker

Die Bestimmung reduzierender Zucker erfolgte nach der Methode von HONDA et al. (1980, 1982).
Die Reaktionsmischung enthielt 300 uL der Probe, 700 uL 0,1 M Borat-Puffer (pH 9) und 350 uL
2-Cyanoacetamid (1% w/v). Nach dem Kochen (10 min) kann die Bestimmung der reduzierenden
Zucker sowohl spektrophotometrisch (A =276 nm) als auch fluorometrisch (Anregung bei
A =331 nm, Emission bei A =383 nm) erfolgen. Nach Angaben der Autoren unterscheiden sich
die beiden Bestimmungsmethoden in der Empfindlichkeit fiir verschiedene reduzierende Zucker
(HONDA et al., 1982). Wenngleich bei eigener Uberpriifung die numerischen Angaben der Autoren
nicht reproduziert werden konnten, so zeigte sich in Ubereinstimmung mit der Angabe von HONDA
et al. (1982), daB3 bei der spektrophotometrischen Bestimmung die Empfindlichkeit fiir Galaktu-
ronsdure héher war (um Faktor 2) als fiir Glukose, wohingegen bei der fluorometrischen Bestim-
mung die Empfindlichkeit fiir Galakturonsdure und Glukose dhnlich hoch war (Daten nicht darge-
stellt). Bei der Bestimmung der Gesamt-Konzentration an reduzierenden Zuckern in der AWF
wurde daher die fluorometrische Bestimmung verwendet, wahrend bei der Bestimmung der Akti-
vitdt der Polygalakturonase (siche 2.9.4) die spektrophotometrische Bestimmung angewendet

wurde.



36

2.8.3 Bestimmung der Glukose-Konzentration

Die Bestimmung der Glukose-Konzentration in der AWF erfolgte in Anlehnung an die Methode
von BLAKENEY & MATHESON (1984). Dabei wird Glukose durch die Glukose-Oxidase
(EC 1.1.3.4) oxidiert, wodurch H,O, entsteht, welches spektralphotometrisch bestimmt wird.

Die Reaktionsmischung enthielt 0,02 % (w/v) Glukose-Oxidase (Sigma G6125), 0,036 % (v/v)
Peroxidase (horse radish peroxidase; Boehringer 108073), 0,2 % (w/v) Benzoesdure (Sigma
B3250), 0,15 % (w/v) p-Hydroxybenzoesdure (Sigma H5376), 0,01 % (w/v) Aminoantipyrin
(Sigma A4382) in 50 mM Na-Phosphat-Puffer (pH 7,0). Nach Zugabe von 20 uL AWF, die zuvor
5 min gekocht wurde, und 130 uL. Aqua demin. zu 750 pL der Reaktionsmischung, wurde der
Reaktionsansatz 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschlieend erfolgte die spektral-
photometrische Mes-sung der Absorption bei A = 510 nm. Anhand einer Standardreihe mit Gluko-
se (100 - 750 pg mL™) wurde die jeweilige Absorption in eine Glukose-Konzentration umgerech-

net.

2.8.4 Bestimmung der Konzentration organischer Siduren

Die Bestimmung der Konzentration einzelner organischer Sduren in der AWF erfolgte mittels
HPLC (Kontron Instruments, HPLC System 30; Sdule: BioRad Aminex HPX-87H). Eine detail-

liertere Beschreibung der Vorgehensweise findet sich bei MAIER (1997).

2.8.5 Bestimmung der Osmolalitiit

Fiir die Bestimmung der Osmolalitdt von Blatthomogenaten wurden Blatter (ca. 0,5 g FM) in demi-
neralisiertem Wasser (2 mL) gemorsert, anschlieBend zentrifugiert (10 min bei 7000 x g) und im
Uberstand wurde mit Hilfe eines Osmometers (Osmomat 030, Gonotec) die Osmolalitit bei RT
gegen NaCl-Losungen definierter Osmolalitdt gemessen. Bei Blattern mit BPI <4 betrug die

Osmolalitit des Homogenats im Mittel 280 (+ 20) mosmol kg™

2.9 Bestimmung der Aktivitit von Enzymen

2.9.1 Malat-Dehydrogenase

Die Aktivitdt der Malat-Dehydrogenase (MDH, EC 1.1.1.37) wurde fiir die Ermittlung der sym-
plasmatischen Kontamination der AWF sowohl in der AWF als auch in dem Homogenat der
Blatter bestimmt. Die AWF wurde direkt nach der Zentrifugation verwendet. Das Homogenat der
zentrifugierten Blatter (0,5 g Frischmasse in 2,5 mL 0,1 M Tris-Puffer, pH 7,5) wurde direkt nach
der Zentrifugation hergestellt und anschliefend verwendet.

Die Bestimmung der Aktivitdt der MDH erfolgte nach der Methode von BERGEMEYER & BERNT
(1974). Da Oxalacetat in wélriger Losung nicht sehr stabil ist, wird das Substrat der MDH direkt
in der MebBkiivette gebildet, indem L-Asparaginsdure (1250 uL 42 mM L-Asparaginsdure in
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100 mM K-Phosphat-Puffer, pH 7,4) und o-Ketoglutarsdure (25 uL 60 mM o-Ketoglutarsdure in
13 mM NaOH) durch GOT (25 pL Glutamat-Oxalacetat-Transaminase > 180 U mg™, EC 2.6.1.1
(Sigma G2751)) innerhalb von 5 min zu Oxalacetat umgesetzt werden. AnschlieBend werden
NADH (25 pL 12 mM B-Na,-NADH (ICN Biochemicals 160051) in 119 mM NaHCOs) und Probe
(25 uL. AWF oder 25 uL 1:5 verdiinntes Blatthomogenat) gleichzeitig zugegeben. Die Absorpti-
onsabnahme, bedingt durch die Umsetzung von Oxalacetat durch MDH zu Malat unter NADH-

Verbrauch, wird spektralphotometrisch bei A = 340 nm tiber die ersten 3 min bei RT gemessen.

2.9.2 Pektinmethylesterase

Die Aktivitdit der Pektinmethylesterase (PME; E.C.3.1.1.11) wurde nach der Methode von
HAGERMAN & AUSTIN (1986) bestimmt, indem spektralphotometrisch die Absorptionsabnahme
eines pH-Indikators nach der Zugabe des Blattextrakts in die Pektin-Losung gemessen wurde.

Die PME wurde aus dem Blattmaterial extrahiert, indem 0,5 g Blattfrischmasse in 2,5 mL 3 mM
K-Phosphat-Puffer (pH 7,5) mit 0,1 M NaCl homogenisiert wurde. Nach 30 min wurde das Homo-
genat zentrifugiert (4000 x g fiir 10 min) und der Uberstand (nach einem weiteren Zentrifugations-
schritt bei 10000 x g fiir 10 min) fiir die Messung direkt (ohne weitere Aufreinigung) verwendet.
Fiir die Bestimmung der Aktivitit wurden 1 mL einer 0,5% (w/v) Citrus Pektin-Losung (geldst in
Wasser bei 35°C und innerhalb von 24 h mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt), 100 uL 0,01 % (w/v)
Bromothymolblau in 3 mM K-Phosphat-Puffer (pH 7,5) und 50 uL. demineralisiertes Wasser in
einer Kiivette pipettiert und die Reaktion durch Zugabe von 50 pL Extrakt gestartet. Die Absorpti-
onsabnahme wurde bei A = 620 nm bei Raumtemperatur iiber 2 min aufgezeichnet. Die Aktivitdt

des Enzyms wird in Form der Absorptionsdnderung pro Minute auf Frischmassebasis angegeben.

293 B-Galaktosidase

Die Bestimmung der Aktivitdt der B-Galaktosidase (EC 3.2.1.23) erfolgte in Anlehnung an die
Methoden von IANNETTA et al. (1999) und KONNO et al. (1984). Das Prinzip besteht in der Bestim-
mung des durch Hydrolyse von p-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid freigesetzten p-Nitrophenols.
Der Reaktionsansatz enthielt 50 pL des Blattextraktes (0,1 M K-Phosphat-Puffer, pH 7, 0,1 M
NaCl, 2 % (v/v) Mercaptoethanol,) und 600 uL 5 mM p-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (Sig-
ma N1252) in 50 mM Na-Citrat-Puffer (pH 4,8). Nach 30 min bei RT wird die Reaktion durch
Zugabe von 600 pL 0,4 M NaCOj; gestoppt und spektralphotometrisch bei A = 400 das freigesetzte
p-Nitrophenol gegen eine Standardreihe aus p-Nitrophenol gemessen.

Als eine Einheit der Aktivitat der B-Galaktosidase wurde die Menge definiert, die 1 pumol p-Nitro-
phenol pro Stunde bei pH 4,8 und RT freisetzt. Die Protein-Bestimmung erfolgte nach der Metho-

de von BRADFORD (1976) unter Verwendung einer Standardreihe aus Rinderserum-Eiweifs (BSA).
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294 Polygalakturonase

Die Extraktion der Polygalakturonase (PG) erfolgte in Anlehnung an die Methode von ANDREWS
& LI (1995). Dabei wurde das Blattmaterial (0,5 g FM) mittels Ultra-Turrax zerkleinert und in
4 mL 40 mM Na-Acetat-Puffer (pH 5,2), 0,1 M NaCl, 2 % (v/v) Mercaptoethanol und 5 % (w/v)
PVPP (Polyvinylpolypyrrolidon; Sigma P6755) homogenisiert. Nach 30 min bei 4 °C wurden die
Proben zentrifugiert (4000 x g fiir 10 min) und der Uberstand (nach einem weiteren Zentrifugati-
onsschritt bei 10000 x g fiir 10 min) fiir die Bestimmung der Aktivitdt der PG verwendet.

Die Bestimmung der Aktivitdt der PG erfolgte in Anlehnung an die Methode von GROSS (1982),
die allerdings keine Unterscheidung zwischen der endo- und der exo-Form der PG ermdéglicht. Das
Blattextrakt (20 pL) wird mit 250 pL Polygalakturonsdure (0,1 % (w/v) (Sigma P1879) in 40 mM
Na-Acetat-Puffer, pH 5,2) und 30 puL demineralisiertem Wasser fiir 2 h bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Von jeder Probe wurde ein Blindwert angesetzt, in dem das Blattextrakt vor der Sub-
stratzugabe 10 min gekocht wurde. Nach der Inkubation wurde die Konzentration an reduzierenden
Zuckern mittels der spektralphotometrischen Cyanoacetamid-Methode (siche 2.8.2) unter Verwen-
dung einer Standardreihe von D-Galakturonsdure (Fluka 48280) bestimmt. Nach Subtraktion des
Blindwertes konnte die Konzentration an reduzierenden Enden ermittelt werden, die durch die
hydrolytische Spaltung der Polygalakturonsdure durch die PG gebildet wurden.

Eine Aktivitdts-Einheit der PG wurde definiert als die Menge, die die Bildung von 1 pmol reduzie-
render Enden pro Stunde bei pH 5,2 und 37 °C katalysiert.

2.9.5 Polyphenoloxidase (Catechol-Oxidase)

Die Aktivitdt der Polyphenoloxidase (PPO, Catechol-Oxidase; EC 1.14.18.1 ) wurde nach der Me-
thode von RETIG & CHET (1974) bestimmt. Der Reaktionsansatz enthielt 800 uL. Catechol-Losung
(0,5 % (w/v) in 10 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 6,5) und 20 pL Blattextrakt (0,5 g FM in 2,5 mL
10 mM K-Phosphat-Puffer, pH 6,5). Die Absorptionszunahme wurde bei A =400 nm iiber 90 s
nach Extraktzugabe bei RT gemessen.

Die Aktivitdt des Enzyms wird in Form der Absorptionsdnderung pro Minute auf Proteinbasis
angegeben. Die Protein-Bestimmung erfolgte nach der Methode von BRADFORD (1976) unter

Verwendung einer Standardreihe aus Rinderserum-Eiweill (BSA).

2.10 Statistik

Die Standardabweichung eines arithmetischen Mittelwertes wird in den Tabellen sowie im Text
als = Wert, und als vertikaler Strich in den Linien- wie auch Sdulendiagrammen angegeben. Die
ein- und mehrfaktorielle varianzanalytische Verrechnung der Versuche erfolgte mit dem Programm
SAS 6.11 (SAS Inst. Inc, North Carolina). Fiir Mittelwertvergleiche wurde in der Regel der Tukey-

Test sowie in einigen Fallen der Dunnett-Test verwendet. Die in den Tabellen und Abbildungen
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angegebenen Grenzdifferenzen (MSD) wurden nach Varianzanalyse mit dem Tukey-Test fiir eine
Irrtums-wahrscheinlichkeit von p < 0,05 berechnet. In den meisten Tabellen und Abbildungen
werden die Mittelwerte der Behandlungen oder Varianten mit Buchstaben gekennzeichnet, wobei
gleiche Buchstaben auf Nichtsignifikanz hinweisen.

Die Priifung auf Zusammenhénge zwischen Variablen erfolgte mit Hilfe von Korrelationsrechnun-
gen, die mit den Programmen Excel (Microsoft) oder Sigma Plot 4.0 (Jandel) durchgefiihrt wur-
den. Bei der Angabe von Korrelationskoeffizienten oder Bestimmtheitsmaflen und ebenso bei der
Angabe von Ergebnissen des F-Tests stehen *, ** und *** fiir signifikant auf dem 5, 1 bzw. 0,1 %

Niveau.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluf} des Ca-Angebots der Nihrlosung auf Wachstum und Auspra-

gung von Ca-Mangelsymptomen bei Kartoffelpflanzen

3.1.1 Einfluf3 des Ca-Angebots auf das Wachstum

Zur Ermittlung einer Ca-Konzentration in der Néhrlosung, bei der die Pflanzen sichtbare Ca-Man-
gelsymptome an den Bléttern aufweisen, wurden Pflanzen der Sorte 'Adelheid' fiir 35 Tage bei Ca-
Konzentrationen zwischen 3 pM und 30 mM CaCl, kultiviert. Die groBite Frischmasse erreichten
die Pflanzen bei einem Ca-Angebot im Bereich von 300 bis 3000 uM (Abb. 14). Ein hdheres
CaCl,-Angebot fiihrte zu einer geringeren Frischmassenbildung. Ob dieser Riickgang der Frisch-
masse bei einem CaCl,-Angebot von iiber 3000 pM auf ein Uberangebot von Ca oder Cl oder
beider Elemente zuriickzufiihren ist, wurde nicht weiter untersucht. In dem Angebotsbereich von
300 bis 10 uM Ca nahm die Frischmasse mit abnehmendem Ca-Angebot gegen den Logarithmus

der Konzentration linear ab.
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Abb. 14: Frischmasse von Kartoffelpflanzen der Sorte 'Adelheid' nach 35 d bei unterschiedlich
hoher CaCl,-Konzentration in der Néhrldsung (n = 3)
Ca-Mangelsymptome zeigten nur Pflanzen, die bei einem Ca-Angebot < 30 uM kultiviert wurden
(Abb. 15). Die geringere Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen der Pflanzen bei 3 uM Ca-
Angebot im Vergleich zu 10 pM bei dhnlich hoher Frischmasse 148t sich dadurch erkléren, da3 im
Gegensatz zu 10 uM Ca-Angebot bei 3 uM die SproBspitze der Pflanzen nach ca. 20 Tagen deut-
lich geschédigt war, so da3 an dem Haupttrieb keine weiteren Blétter, wohl aber verstérkt Seiten-

triebe ausgebildet wurden.
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In den weiteren Versuchen wurde als Kontrollvariante stets ein Ca-Angebot von 1000 uM verwen-

det und als niedrigstes Ca-Angebot 30 uM.
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Abb. 15: Auspragung von Ca-Mangelsymptomen (Blattrandnekrosen) an Bléttern von Kartoffel-
pflanzen der Sorte 'Adelheid' nach 35 d bei unterschiedlich hoher CaCl,-Konzentration
in der Néhrlosung (n = 3)

3.1.2 Ausprigung von Ca-Mangelerscheinungen

Erste makroskopische Unterschiede zwischen Bléttern der Kontrollvariante und der Ca-
Mangelvariante duflerten sich in Form von Blattrandaufhellungen der Mangelvariante. Diese
Blattrandaufhellung war als wenige mm schmaler, gleichméBig heller Saum, scharf vom griinen
Gewebe abgesetzt, zu erkennen (Abb. 16).

Nach dem Auftreten von Blattrandauthellungen lieB sich eine zunehmende Nekrotisierung dieses
Gewebes beobachten, das dabei schwarz wurde (Abb. 17). Aufhellungen, Verschwirzungen und
Nekrotisierung der Blattrénder traten sowohl an der Blattunterseite wie auch an der Blattoberseite
auf. Im weiteren Verlauf konnte auch eine Verbraunung und Verschwérzung der Adern vom Blatt-
rand her beobachtet werden. Selten wurden auch im Interkostalbereich in der Nihe der Blattrippe
punktformige Nekrosen und Verschwérzungen beobachtet.

Zwischen der Stirke der Nekrotisierung der Blattrénder und dem Trockensubstanzgehalt des Blatt-
gewebes, lieB sich nicht bei Betrachtung der ganzen Blattfiedern, wohl aber bei groBerer raumli-
cher Aufldsung ein Zusammenhang feststellen. So korrelierte die mit Hilfe der verwendeten Bo-
nitur eingeschitzte Stirke der Nekrotisierung der Blattrander bei dem niedrigsten Ca-Angebot
(30 uM) sehr eng positiv mit dem Trockensubstanzgehalt dieser Blattrinder (Abb. 18). Der Zu-
sammenhang zwischen der Boniturnote und dem Trockensubstanzgehalt bei gemeinsamer Be-
trachtung aller verwendeten Ca-Stufen (1000 uM, 60 uM sowie 30 uM Ca) war wesentlich schwé-

cher (nicht dargestellt). Der Grund fiir diese schlechtere Beziehung lag in der gegenldufigen Ten-
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denz, da bei Blittern ohne Nekrosen mit abnehmendem Ca-Angebot geringere Trocken-
substanzgehalte vorlagen. Im Vergleich zwischen 30 uM und 1000 pM Ca-Angebot waren diese
Unterschiede im Trockensubstanzgehalt fiir physiologisch gleich alte Blétter in jedem Fall signifi-
kant (Abb. 19).

Abb. 16: Blattrandaufhellungen an terminaler Blattfieder von Kartoffelpflanzen der Sorte 'Adel-
heid' nach 18 - 20 d bei 30 uM Ca-Angebot der Nahrlosung

Abb. 17: Ca-Mangelsymptome (Blattrandnekrosen) an Fiederbléttern der Kartoffelsorte 'Adelheid’
nach 28 - 32 d bei 30 uM Ca-Angebot der Ndhrlosung
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Abb. 18: Beziehung zwischen der Boniturnote fiir Ca-Mangel-Nekrosen der Rénder unterschied-
lich alter Blétter und deren Trockensubstanzgehalt von Kartoffelpflanzen der Sorte
'Adelheid' bei 30 uM Ca-Angebot in der Nahrlosung
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Abb. 19: Trockensubstanzgehalt symptomfreier Blattbereiche der Blattmitte (ohne Blattrippe) und
des Blattrandes junger Kartoffelblatter (BPI 0,5, 1,5 sowie 2,5) der Sorte 'Adelheid' bei
unterschiedlich hohem Ca-Angebot in der Néhrlosung (n = 6, auller bei Blattrand BPI 2,5
30 uM Ca: n = 2; Mittelwertvergleich innerhalb eines physiologischen Blattalters eines
Blattbereiches mit Tukey-Test bei p < 0,05)

Bei einigen Pflanzen konnten Blattverformungen beobachtet werden. Dabei rollte sich der
Blattrand zur Blattunterseite ein und der Bereich der Blattspitze bog sich nach unten (Abb. 17). In

dem verformten Blatt war das Gewebe dunkelgriin, steif und von glénzender Oberfliche.
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Ein Umknicken oder eine Erweichung des Stengels von Pflanzen bei niedrigem Ca-Angebot wurde

wihrend der gewéhlten Versuchszeitraume (bis zu 49 d) nie beobachtet.

Die Wurzeln von Ca-Mangelpflanzen waren meist braunlich verfarbt und bestanden im Vergleich
zu Wurzeln von Kontrollpflanzen zu einem groBeren Anteil aus kurzen Wurzeln mit starker Sei-

tenverzweigung.

3.2 Genotypische Unterschiede in der Ca-Effizienz

Mit dem Ziel Genotypen zu identifizieren, die sich deutlich in ihrer Ca-Effizienz unterscheiden,
wurde in einem Versuch, dessen Ergebnisse im Anhang (7.3) dargestellt sind, ein weites Spektrum
an Solanum-Genotypen (acht Wildarten, drei Primitivformen und fiinf Kultursorten der Kartoffel)
auf ihre Ca-Effizienz hin untersucht. Als Kriterien der Ca-Effizienz wurden, dhnlich wie in den
Arbeiten von ENGLISH & MAYNARD (1981) und GIORDANO et al. (1982), das Wachstum und die
Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen bei niedrigem Ca-Angebot in der Nahrlosung verwendet.
Obwohl ein weites Spektrum an Solanum-Genotypen auf die Ca-Effizienz untersucht wurde, liel3
sich in der Rangfolge der Ca-Effizienz sowohl am oberen Ende (hohe Ca-Effizienz: 'Bintje') als
auch am unteren Ende (geringe Ca-Effizienz: 'Ijsselster') jeweils eine Kultursorte finden. Daher
wurde in den weiteren Versuchen nur mit Kultursorten der Kartoffel gearbeitet. Bei den unter-
suchten Solanum-Genotypen zeigte sich, dafl die genotypischen Unterschiede in der Nutzung des
Ca-Angebots der Ndhrlosung zur Trockenmassen-Bildung im wesentlichen auf einer effizienten
Aufnahme von Ca (Aufnahme-Effizienz) und weniger auf einer effizienten Verwertung des aufge-

nommenen Ca (Verwertungs-Effizienz) beruhten (Tab. 23).

3.2.1 Vergleich der Ca-Effizienz von sechs Kartoffelsorten bei unterschiedlichen

klimatischen Bedingungen

Die dem folgenden Versuch zugrunde liegende Frage war, inwiefern unterschiedliche klimatische
Bedingungen einen Einflufl auf die Ca-Effizienz von Kartoffelsorten haben und ob Interaktionen
zwischen Sorten und Umwelt festgestellt werden konnen. Die im vorherigen Versuch (7.3) schon
untersuchten Sorten 'Bintje' (Ca-effizient), 'San Michele' und 'Ijsselster' (Ca-ineftzient) wurden mit
drei weiteren Sorten ('Adelheid', 'Arnika’, 'Ultimus') in parallelen Néhrlosungsversuchen unter Ge-
wichshaus- sowie Klimakammer-Bedingungen auf ihre Ca-Effizienz untersucht. Als Kriterien fiir
die Ca-Effizienz wurden, wie in den Arbeiten von ENGLISH & MAYNARD (1981) und GIORDANO et
al. (1982), die Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen und das Wachstum bei niedrigem Ca-Ange-

bot in der Néhrlosung in gleicher Weise gewichtet.



Ergebnisse - 45

Die Gewichshauspflanzen bildeten innerhalb der Kulturdauer von 30 Tagen im Sortenmittel bei
hohem Ca-Angebot (1000 pM) 3 % mehr, hingegen bei niedrigem Ca-Angebot (30 pM) 20 %
weniger Trockenmasse als die Klimakammerpflanzen. Allerdings war fiir die einzelnen Sorte
weder bei hohem noch bei niedrigem Ca-Angebot dieser Unterschied in der gebildeten Trocken-
masse zwischen den beiden Umwelten absicherbar.

Sowohl unter Gewdchshaus-Bedingungen als auch unter Klimakammer-Bedingungen bildeten die
Sorten bei 30 uM Ca-Angebot im Vergleich zu 1000 uM eine signifikant oder tendenziell niedri-
gere Trockenmasse (Abb. 20). Im Sortenmittel erreichten bei niedrigem Ca-Angebot die Klima-
kammer-pflanzen 65 % und die Gewéchshauspflanzen 52 % der Trockenmasse, die jeweils bei
hohem Ca-Angebot gebildet wurde.

Bei hohem Ca-Angebot erreichte unter beiden Umweltbedingungen die Sorte 'Adelheid' jeweils die
groBte Trockenmasse und die Sorte 'Ijsselster’ die niedrigste (Abb. 20). Bei niedrigem Ca-Angebot
bildeten die Sorten 'Adelheid', 'Bintje' und 'San Michele' eine dhnlich hohe Trockenmasse, und
zwar sowohl unter Gewidchshaus-Bedingungen als auch unter Klimakammer-Bedingungen
(Abb. 20). Unter beiden Umweltbedingungen erreichten auch die Sorten 'Arnika’, 'Ijsselster’ und
'Ultimus' bei niedrigem Ca-Angebot eine dhnlich hohe Trockenmasse, die aber signifikant oder
tendenziell niedriger war als die Trockenmasse der drei anderen Sorten 'Adelheid’, '‘Bintje' und 'San
Michele' (Abb. 20).

Die Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen (Blattrandnekrosen) bei 30 uM Ca-Angebot der Nahr-
16sung war, mit Ausnahme der Sorten 'Bintje' und 'San Michele', bei den Klimakammerpflanzen
signifikant ("Arnika’, 'Ijsselster’, 'Ultimus') oder tendenziell ('Adelheid') stirker als bei den Ge-
wichshauspflanzen (Abb. 21). Die Sorten 'Bintje' und 'San Michele' zeigten unter beiden Umwelt-
bedingungen anndhernd die gleiche Stirke von Ca-Mangelsymptomen.

In der Klimakammer zeigte die Sorte 'Adelheid', gefolgt von der Sorte 'San Michele', die starkste
Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen und die Sorte 'Bintje' die geringste (Abb. 21). Im Ge-
wichshaus wies 'San Michele', gefolgt von der 'Adelheid!, die stirkste Auspriagung auf und die
Sorte 'Arnika’ zeigte die geringste Auspragung von Ca-Mangelsymptomen (Abb. 21). Die Reihen-
folge der Sorten hinsichtlich der Auspragungsstirke von Ca-Mangelsymptomen war somit unter
den beiden Umweltbedingungen nicht gleich.

Wurde nun anhand des absoluten Wachstums bei niedrigem Ca-Angebot (Abb. 20) und der Aus-
prigung von Ca-Mangelsymptomen (Abb. 21) eine Einschitzung der Ca-Effizienz der Sorten
vorgenommen, so konnte unter Klimakammer-Bedingungen 'Bintje' als die Sorte mit der hochsten
Ca-Effizienz identifiziert werden. Unter Gewdchshaus-Bedingungen zeigte die Sorte 'Bintje' zu-

mindest eine hohere Ca-Effizienz als die beiden Sorten 'Adelheid' und 'San Michele'. Die Ca-
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Abb. 20: Trockenmasse von sechs Kartoffelsorten nach 30 d Kultur in der Klimakammer oder im
Gewichshaus bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot (n = 6; verschiedene kleine Buch-
staben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Sorten innerhalb einer
Umwelt und eines Ca-Angebots und verschiedene grofle Buchstaben kennzeichnen signi-
fikante Unterschiede zwischen den Ca-Angebotsstufen innerhalb einer Umwelt und einer
Sorte jeweils nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Effizienz der Sorte 'Bintje' im Vergleich zu den Sorten 'Arnika’, 'Ijsselster’ und 'Ultimus' konnte

unter Gewdachshaus-Bedingungen nicht eingeschitzt werden, da hier eine Sorte mit hohem

Wachstum und vergleichsweise starker Auspragung von Ca-Mangelsymptomen mit Sorten vergli-

chen wird, die ein geringeres Wachstum und eine geringere Ausprdgung von Ca-

Mangelsymptomen aufwiesen. Aus dem gleichen Grund konnte keine Aussage zu der Ca-Effizienz

der Sorten 'Adelheid' und 'San Michele' im Vergleich zu den Sorten 'Arnika’, 'Ijsselster' und 'Ulti-

mus' unter Gewdchshaus-Bedingungen gemacht werden.
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Wurde die Ca-Effizienz jeweils von den Sorten mit dhnlich hohem Wachstum eingeschitzt, so
ergaben sich in der Klimakammer folgende Reihenfolgen abnehmender Ca-Effizienz:
'Bintje' > 'San Michele' > 'Adelheid’ sowie '[jsselster' > 'Arnika’ > "Ultimus'
Im Gewéchshaus ergab sich die entsprechende Reihenfolgen wie folgt :
'‘Bintje' > 'Adelheid' > 'San Michele' sowie 'Arnika' > 'Ultimus' > 'Ijsselster'.
Allerdings waren die Unterschiede zwischen den Sorten 'Arnika’, Ijsselster' und "Ultimus' absolut

gesehen nur sehr gering.
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Abb. 21: Auspragung von Ca-Mangelsymptomen (Blattrandnekrosen) von sechs Kartoffelsorten
nach 30 d Kultur in der Klimakammer oder im Gewéchshaus bei 30 uM Ca-Angebot in
der Nahrlosung (n = 6; verschiedene kleine Buchstaben kennzeichnen signifikante Unter-
schiede innerhalb einer Umwelt zwischen den Sorten und verschiedene grofle Buchsta-
ben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Sorte zwischen den beiden
Umwelten jeweils nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Im Anbetracht der deutlichen Unterschiede in der Stirke der Symptomausprigung zwischen Ge-

wéchshauspflanzen und Klimakammerpflanzen (Abb. 21) waren die Ca-Gehalte der Blitter von

besonderem Interesse. Bei 1000 uM Ca-Angebot wiesen die Blitter der Gewichshauspflanzen
signifikant ('Arnika’, Tjsselster, 'Ultimus') oder tendenziell ('Adelheid’, '‘Bintje', 'San Michele')
héhere Ca-Gehalte auf als die der Klimakammerpflanzen (Abb. 22). Im Mittel iiber alle Sorten
waren die Blatt-Ca-Gehalte unter Gewidchshaus-Bedingungen um 46 % hoher als unter Klima-

kammer-Bedingungen. Bei 30 uM Ca-Angebot wiesen die Blitter der Gewéchshauspflanzen aller

Sorten signifikant hohere Ca-Gehalte auf als die Blitter der Klimakammerpflanzen (Abb. 22). Im
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Abb. 22: Ca-Gehalte der Blitter von sechs Kartoffelsorten nach 30 d bei unterschiedlich hohem
Ca-Angebot in der Néhrlosung bei Kultur in der Klimakammer oder im Gewichshaus
(n=6; verschiedene kleine Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwi-
schen den Sorten innerhalb einer Umwelt und eines Ca-Angebots und verschiedene gro-
Be Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den beiden Umwelten
innerhalb einer Sorte und eines Ca-Angebots jeweils nach Tukey-Test bei p < 0,05)
Sortenmittel waren die Blatt-Ca-Gehalte im Gewidchshaus um 90 % erhoht. Im Gegensatz zu den
Unterschieden in den Ca-Gehalten der Blétter waren die Unterschiede in den durchschnittlichen
Ca-Gehalten der gesamten Pflanzen unter den beiden Umweltbedingungen wesentlich geringer. So
waren bei hohem Ca-Angebot (1000 M) die Ca-Gehalte der Gesamtpflanzen unter Gewéchshaus-
Bedingungen tendenziell sogar niedriger als unter Klimakammer-Bedingungen (Tab. 12). Bei

niedrigem Ca-Angebot waren die Ca-Gehalte der Gesamtpflanzen unter Gewéchshaus-

Bedingungen im Sortenmittel nur 26 % hoher als unter Klimakammer-Bedingungen. Unter Be-
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riicksichtigung der gebildeten Trockenmasse (Abb. 20) und der Ca-Gehalte der Gesamtpflanze
(Tab. 12) ergab sich, daf} die Ca-Aufnahme (mg pro Pflanze) der Gewachshauspflanzen bei hohem
Ca-Angebot tendenziell niedriger (im Sortenmittel 25 % niedriger) und bei niedrigem Ca-Angebot
dhnlich hoch (im Sortenmittel 3 % hdher) war wie die der Klimakammerpflanzen (Daten nicht
dargestellt). Die unter Gewachshaus-Bedingungen erhohten Blatt-Ca-Gehalte resultierten somit
nicht aus einer entsprechend erhohten Ca-Aufnahme. Vielmehr zeigte sich unter den beiden Um-
weltbedingungen eine unterschiedliche Verteilung des aufgenommenen Ca innerhalb der Pflanze
sowohl bei hohem wie bei niedrigem Ca-Angebot (Abb. 23).

Tab. 12: Ca-Gehalt der Gesamtpflanze von sechs Kartoffelsorten nach 30 d Kultur in der Klima-

kammer (KK) oder im Gewachshaus (GH) bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der
Néhrlosung (n = 6; MSD-Werte jeweils nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Ca- Umwelt Ca-Gehalt der Pflanzen [mg Ca (g TM)']

Angebot 'Adelheid' 'Arnika'’ 'Bintje' 'Ijsselster’ 'San Michele' 'Ultimus' MSD

1000 uM KK 14,91 13,36 18,14 13,06 14,88 11,30 7,30
GH 12,96 12,05 12,79 11,50 12,05 10,55 1,95
MSD 3,77 2,30 5,63 3,36 2,54 2,91

30uM KK 1,98 1,65 2,27 1,88 2,25 2,10 0,99
GH 2,62 2,12 2,95 2,22 2,93 2,47 0,78
MSD 0,54 0,67 0,47 0,82 0,42 0,93

Aus Abb. 23 geht hervor, dal3 bei 30 uM Ca-Angebot bei den Gewédchshauspflanzen im Vergleich
zu den Klimakammerpflanzen von der aufgenommenen Ca-Menge ein groerer Anteil in den
Blattern (72 - 82 % gegeniiber 41 - 61 %) und ein geringerer Anteil in den Stengeln (16 -23 %
gegeniiber 34 - 54 %) lokalisiert war. Hingegen war der Anteil der Blatt-Trockenmasse an der
Gesamt-Trockenmasse bei den Gewichshauspflanzen mit 41 - 46 % &hnlich hoch wie bei den
Klimakammerpflanzen mit 38 - 50 % (Abb. 24). Die unterschiedliche Verteilung des aufgenom-
menen Ca in die verschiedenen Pflanzenfraktionen von Gewéchshauspflanzen und Klimakammer-
pflanzen kann daher nicht auf eine entsprechend unterschiedliche Verteilung der Trockenmasse
der Pflanzenfraktionen zuriickgefiihrt werden. Die Ergebnisse zeigen vielmehr eine hohere Trans-
lokation des aufgenommenen Ca in die Blétter unter Gewachshaus-Bedingungen im Vergleich zu
Klimakammer-Bedingungen. Dabei wurde unter Gewéchshaus-Bedingungen im Sortenmittel bei
hohem Ca-Angebot mit 85 % ein groBerer Anteil der aufgenommenen Ca-Mengen in die Blatter

verlagert als bei niedrigem Ca-
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Abb. 23: Prozentuale Verteilung der aufgenommenen Ca-Mengen in Bléttern, Stengel und Wur-
zeln bei sechs Kartoffelsorten nach 30 d Kultur im Gewichshaus oder in der Klima-
kammer bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nahrlosung (n = 6)
Angebot mit 77 % (bei gleich hohem prozentualen Anteil der Blatt-Trockenmasse an der Gesamt-
Trockenmasse) (Abb. 23, Abb. 24). Unter Klimakammer-Bedingungen war der prozentuale Anteil
der Blatt-Ca-Mengen an der Gesamt-Menge bei hohem und niedri gem Ca-Angebot mit jeweils
54 % (im Sortenmittel) gleich hoch (Abb. 23, Abb. 24). Bei den Sorten 'Adelheid’, 'Arnika’, 'Ijssel-
ster' und 'Ultimus' gingen die hoheren Blatt-Ca-Gehalte der Gewéachshauspflanzen im Vergleich zu
den Klimakammerpflanzen (Abb. 22) einher mit einer verminderten Ausprigung von Ca-
Mangelsymptomen (Abb. 21). Beispielhaft ist in Abb. 25 fiir die Sorte 'Adelheid’ die negative
Beziehung zwischen der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen und den Blatt-Ca-Gehalten bei

30 uM Ca-Angebot unter beiden Umweltbedingungen wiedergegeben. Signifikante, lineare Bezie-
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Abb. 24: Prozentuale Verteilung der gebildeten Trockenmasse in Bléttern, Stengel und Wurzeln
bei sechs Kartoffelsorten nach 30 d Kultur im Gewéchshaus oder in der Klimakammer
bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nahrlosung (n = 6)
hungen zwischen der Symptomauspragung und den Blatt-Ca-Gehalten unter beiden Umweltbedin-
gungen bestanden auch bei den Sorten 'Arnika’ (r2=0,375 *), 'jsselster’ (r2=0,416 *), und 'Ultimus'
(r’=0,656 ***) (nicht dargestellt). Demgegeniiber bestand zwischen der Symptomausprigung und
den Ca-Gehalten der Blitter bei den Sorten 'Bintje' (*=0,011 n.s.) und 'San Michele' (*=0,031 n.s.)
keine enge Beziehung, wie beispielhaft fiir die Sorte 'Bintje' in Abb. 25 wiedergegeben. Bei diesen
beiden Sorten zeigten die Pflanzen trotz unterschiedlicher Blatt-Ca-Gehalte (Abb. 22) unter beiden
Umweltbedingungen eine dhnliche Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen (Abb. 21). Zwischen
der Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen und den Blatt-Gehalten aller sechs Sorten bestand bei

gemeinsamer Betrachtung der beiden Umweltbedingungen eine negative, signifikante Beziehung
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Abb. 25: Beziehung zwischen der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen und den Ca-Gehalten
der Blitter der Kartoffelsorte 'Adelheid' und 'Bintje' nach 30 d Kultur im Gewachshaus
oder in der Klimakammer bei 30 pM Ca-Angebot in der Néhrldsung (n = 12)
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Abb. 26: Beziehung zwischen der Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen und den Ca-Gehalten
der Blitter von sechs Kartoffelsorten nach 30 d Kultur im Gewéchshaus oder in der Kli-
makammer bei 30 uM Ca-Angebot in der Nédhrlosung (n = 12)

(Abb. 26), wobei der Erkldrungswert fiir die unterschiedliche Symptomauspriagung durch die Ca-

Gehalte der Blatter aber nur 38 % betrug.

Zusammenfassend 148t sich feststellen:

e Bei niedrigem Ca-Angebot (30 pM) ergab sich hinsichtlich der Hohe der gebildeten Trocken-

masse die gleiche Reihenfolge der Sorten im Gewichshaus wie in der Klimakammer. Dabei bil-

deten die Sorten 'Adelheid’, 'Bintje' und 'San Michele' eine hohere Trockenmasse als die Sorten

'Arnika’, Tjsselster' und 'Ultimus'.

e Die Stirke der Ca-Mangelsymptome war bei 30 uM Ca-Angebot im Gewéchshaus, mit Aus-

nahme der Sorten 'Bintje' und 'San Michele' signifikant oder tendenziell geringer als in der Kli-
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makammer. Die Reihenfolge der Sorten hinsichtlich der Stirke der Ca-Mangelsymptome war
unter den beiden Klimabedingungen verschieden.

e Die Ca-Gehalte der Blatter waren bei den Gewiachshauspflanzen sowohl bei hohem als auch bei
niedrigem Ca-Angebot in der Néhrlosung signifikant oder tendenziell héher als bei den Klima-
kammerpflanzen. Ein wesentlicher Grund lag in der groBeren Translokation der aufgenomme-
nen Ca-Mengen in die Blatter unter Gewachshaus-Bedingungen im Vergleich zu Klimakam-
mer-Bedingungen.

e Die Frage, ob Sortenunterschiede in der Ca-Effizienz unter verschiedenen klimatischen Bedin-
gungen stabil sind, lie sich fiir die Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' positiv und fiir die Sorte 'San
Michele' negativ beantworten. Eine diesbeziiglich eindeutige Aussage lief sich fiir die Sorten
'Arnika’, 'Ijsselster' und 'Ultimus' nicht machen, wenngleich sich andeutete, da3 auch hier die
Klimabedingungen einen Einfluf} auf die genotypische Ca-Effizienz haben.

e Der Unterschied in der Ca-Effizienz zwischen 'Adelheid' und 'Bintje' wurde von den klimati-
schen Gegebenheiten nur in sofern beeinflusst, als der Unterschied in der Klimakammer stérker

als im Gewédchshaus ausgepragt war.

3.2.2 Untersuchung der Ca-Effizienz von vier Kartoffelsorten

In einem weiteren Versuch wurde die unterschiedliche Ca-Effizienz der Sorten 'Adelheid’, '‘Bintje’,
'San Michele' und 'Ultimus' bei vier Ca-Angeboten in Nahrlosung (1000 uM (Kontrolle), 90 uM,
60 uM und 30 pM) unter Klimakammer-Bedingungen untersucht. Aus dem in Abb. 27 dargestell-
ten Wachstumsverlauf der Pflanzen bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot geht hervor, dafl bei
keiner Sorte die Pflanzen nach 8 Tagen sowie nach 13 Tagen bei niedrigem Ca-Angebot (90, 60,
30 uM) eine signifikant niedrigere Frischmasse im Vergleich zur Kontrolle (1000 uM) aufwiesen.
Nach 28 Tagen wurden bei 90 uM Ca-Angebot von allen vier Sorten eine dhnliche hohe Frischma-
sse wie bei der Kontrollvariante von 1000 uM Ca erreicht. Bei der Sorte 'San Michele' deutet sich
an, daf} die Pflanzen bei 90 uM eine groBere Frischmasse als bei 1000 uM Ca erreichten. Aller-
dings besallen zu Versuchsbeginn die Pflanzen der Sorte 'San Michele' der 90 uM Variante mit
durchschnittlich 1,6 g Pflanze” eine deutlich hohere Frischmasse als die Pflanzen bei 1000 pM
(1,1 g Pflanze™) (Abb. 27). Betrachtet man statt der Frischmasse die mittlere relative Wachstums-
rate, die der Steigung eines dargestellten Zeitverlaufs der Frischmassenbildung entspricht (unter
Beriicksichtigung der unterschiedlichen Basis des Logarithmus), so bestand auch bei der Sorte 'San
Michele' kein Unterschied mehr zwischen den Pflanzen bei 90 uM und bei 1000 uM Ca (nicht
dargestellt). Bei 60 uM erreichten die Sorten eine Frischmasse, die 60 % ('Adelheid") bis 93 %
('San Michele') der Frischmasse der jeweiligen Kontrollvariante entsprach. Ein Ca-Angebot von

30 uM fihrte nach 28 Tagen je nach Sorte zu signifikant ('Adelheid") oder tendenziell ('Bintje',
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'San Michele', 'Ultimus') niedrigeren Frischmassen-Ertragen im Vergleich zur Kontrolle. Dabei
erreichten 'Adelheid' und 'San Michele' 43 bzw. 48 % der Frischmasse bei 1000 uM, wihrend bei
'‘Bintje' und "'Ultimus' noch 66 bzw. 62 % der Frischmasse der Kontrolle erreicht wurden.
Signifikante Unterschiede in der Frischmasse nach 28 Tagen bestanden zwischen den Sorten nur
bei einem Ca-Angebot von 30 uM. Dabei war die Frischmasse der Sorte 'Bintje' signifikant gro3er
als die der Sorten 'San Michele' und 'Ultimus'. Die Sorte 'Adelheid' unterschied sich bei gegebenem
Ca-Angebot in der gebildeten Frischmasse von keiner der anderen Sorten signifikant.

Noch bevor tendenzielle oder signifikante Wachstumsbeeintrachtigungen durch ein niedriges Ca-
Angebot in der Nahrlosung festgestellt werden konnten, traten Ca-Mangelsymptome an den Blat
tern auf. Obwohl zwischen 1000 uM Ca und 90 pM bei keiner Sorte Unterschiede im Wachstum
festgestellt wurden (Abb. 27), zeigten sich bei 'Adelheid' und 'San Michele', nicht jedoch bei
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Abb. 27: Verlauf der Frischmassen-Bildung von vier Kartoffelsorten wéhrend 28 d bei unter-
schiedlich hohem Ca-Angebot in der Nahrlosung (n =10 - 11; verschiedene Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ca-Angeboten innerhalb einer
Sorte zu einem Zeitpunkt nach Tukey-Test bei p < 0,05)



Ergebnisse - 55

'Ultimus' und 'Bintje', Ca-Mangelsymptome (Abb. 28). Bei 60 uM wiesen bei allen Sorten einige
Pflanzen Ca-Mangelsymptome auf, wobei 'Adelheid’ die stirkste Auspriagung zeigte, sowohl in
absolute Werten wie gemessen anhand des Anteils betroffener Pflanzen. Bei 30 uM Ca in der
Néhrlosung traten bei allen Pflanzen der vier Sorten Ca-Mangelsymptome auf, die bei 'Bintje' am
geringsten ausgepragt waren. Wurde bei der Beurteilung der Ca-Effizienz das Wachstum (Abb. 27)
bei niedrigem Ca-Angebot in gleicher Weise gewichtet wie die Ausprigung von Ca-
Mangelsymptomen (Abb. 28), so konnte die Sorte 'Ultimus' aufgrund des (tendenziell) groBeren
Wachstums bei niedrigem Ca-Angebot bei gleicher Stirke der Symptomauspriagung als Ca-
effizient gegeniiber der Sorte 'San Michele' eingeschitzt werden. Eine Einschidtzung der Sorten
'Ultimus' und 'Adelheid' war hingegen problematisch, da 'Adelheid' zwar bei niedrigem Ca-
Angebot (tendenziell) ein groBeres Wachstum als 'Ultimus' aufwies, aber auch tendenziell mehr

Ca-Mangelsymptome zeigte.
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Abb. 28: Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen (absolut und als Prozentsatz der betroffenen
Pflanzen) junger Bléatter (BPI 2 - 4) von vier Kartoffelsorten nach 28 d bei unterschied-
lich hohem Ca-Angebot in der Nahrlésung (n = 10 - 11; verschiedene kleine Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ca-Stufen innerhalb einer Sorte
und verschiedene grofle Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Sorten innerhalb einer Ca-Stufe jeweils nach Tukey-Test bei p < 0,05)
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Die Sorte 'Bintje' hingegen konnte im Vergleich zu den Sorten 'San Michele' und 'Ultimus' auf-
grund des groBeren absoluten Wachstums bei niedrigem Ca-Angebot und der geringeren Auspra-
gung von Ca-Mangelsymptomen als Ca-effizient angesprochen werden. Zwischen den Sorten
'‘Bintje' und 'Adelheid' bestanden bei 30 uM Ca keine signifikanten Unterschiede in der Frischma-
sse, aber die Sorte 'Bintje' zeigte eine deutlich geringere Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen
und konnte auf Grund dessen auch als Ca-effizient gegeniiber der Sorte 'Adelheid' eingestuft
werden.

Die Ca-Gehalte der jungen Blétter verringerten sich mit verringertem Ca-Angebot und waren bei
niedrigem Ca-Angebot (90 uM, 60 uM, 30 uM) stets signifikant niedriger als bei hohem Ca-Ange-
bot (1000 uM) (Abb. 29). Signifikante Unterschiede zwischen den Sorten in den Ca-Gehalten der
jungen Blatter (BPI 2 - 4) bestanden nur bei dem héchsten Ca-Angebot der Nahrlosung (1000 pM),
wobei hier im Durchschnitt die Sorte 'Ultimus' den hochsten Gehalt aufwies (Abb. 29).
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Abb. 29: Ca-Gehalte junger Blitter (BPI 2 - 4) von vier Kartoffelsorten nach 28 d bei unterschied-
lich hohem Ca-Angebot in der Nahrlésung (n= 10 - 11; verschiedene kleine Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ca-Angebotsstufen innerhalb ei-
ner Sorte und verschiedene groB3e Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede
zwischen den Sorten innerhalb eines Ca-Angebots jeweils nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Die Darstellung der Stirke der Ca-Mangelsymptome der jungen Blitter in Abhdngigkeit von den
Blatt-Ca-Gehalten zeigt deutlich, dafl bei Beriicksichtigung aller Ca-Angebotsstufen bei jeder
Sorte eine signifikante Beziechung zwischen den Ca-Gehalten und der Auspriagung von Ca-Mangel-
symptomen bestand (Abb. 30). Der Erklarungswert nach Regressionsrechnungen der allgemeinen

—bx

Formel y=a*e " fiir die Symptomauspragungdurch die Ca-Gehalte lag dabei sortenabhidngig im

Bereich von 32 % ('Bintje') bis 61 % ('Adelheid’).
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Bei allen Sorten war ein Auftreten von Ca-Mangelsymptomen bei einem Ca-Gehalt junger Blitter
von weniger als 1,9 mg (g TM)" méglich (Abb. 30). Der Grenzwert fiir das sichere Auftreten von
Ca-Mangelsymptomen lag aber sortenabhingig im Bereich von 0,96 mg Ca (g TM)" ('Adelheid")
bis 0,42 mg Ca (g TM)" (‘Bintje') (Abb. 30).

Daraus leitet sich ab, da3 die Ca-Gehalte junger Blatter zwar innerhalb einer Sorte einen substan-
tiellen Erklarungswert fiir die Starke der Ca-Mangelsymptome haben, aber die unterschiedliche

Symptomauspriagung zwischen den Sorten weniger gut erklaren kdnnen.
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Abb. 30: Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen junger Blitter (BPI 2 - 4) in Abhéngigkeit von
deren Ca-Gehalte bei vier Kartoffelsorten nach 28 d bei unterschiedlich hohem Ca-Ange-
bot in der Néhrldsung (n = 40 - 44)
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Zusammenfassen lassen sich die Ergebnisse wie folgt:

e Bei einem Ca-Angebot von 90 uM wurden, unabhéngig von der Sorte, nach 28 Tagen in Nahr-
16sung noch keine signifikant niedrigeren Frischmassen als bei dem Kontrollangebot von
1000 uM erreicht. Dagegen lieBen sich sortenspezifische Unterschiede in der Auspriagung von
Ca-Mangelsymptomen an Blattern bei 90 uM Ca feststellen, woraus folgt, dafl das Auftreten
von Symptomen ein empfindlicheres Mal} fiir Ca-Mangel ist als eine verminderte Bildung an
Frischmasse. Die vier untersuchten Sorten unterschieden sich in ihrer Empfindlichkeit gegen-
iiber einem niedrigen Ca-Angebot. Dabei erwies sich die Sorte 'Bintje' gegeniiber den anderen
drei Sorten, gemessen am Wachstum und an der Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen, als
Ca-effizient.

e Zwischen der Stirke der Ca-Mangelsymptome und den jeweiligen Ca-Gehalten der jlingeren
Blatter (BPI 2 - 4) bestanden bei allen Sorten signifikante negative Beziehungen, wobei die
Ca-Gehalte je nach Sorte einen Erklarungswert fiir die Starke der Ca-Mangelsymptome von
32 % bis 61 % lieferten.

o Allerdings lielen sich durch die Ca-Gehalte junger Blitter nicht die Unterschiede in der Stérke
der Ca-Mangelsymptome zwischen den Sorten erkldaren. Damit weisen diese Ergebnisse auf

Unterschiede zwischen den Sorten in der Nutzung von Ca auf Gewebeebene hin.

3.23 Einfluf} der Form der N-Erndhrung auf die Ca-Effizienz von zwei

Kartoffelsorten

Ausgangspunkt war die Frage, ob die Ca-Effizienz von Kartoffelsorten durch die N-Form der
Néhrlosung beeinflusst wird. In diesem Versuch wurden die beiden Sorten 'Adelheid' und 'Bintje’
untersucht, da ihre Ca-Effizienz sich in mehreren unabhéngigen Versuchen als stabil voneinander
verschieden erwiesen hatte, wenngleich das Ausmal} des Effizienzunterschiedes von den Umwelt-
bedingungen modifiziert wurden (vgl. 3.2.1).

Als N-Formen der Néhrldsung wurden reines Nitrat-Angebot, reines Ammonium-Angebot und
eine gemischte Variante aus jeweils 50 % Ammonium und Nitrat verglichen.

Bei 1000 uM Ca-Angebot erreichten beide Kartoffelsorten bei NH4,NOs-Erndhrung eine deutlich
hohere Frischmasse als bei reiner NO;- oder NHy-Erndhrung (Abb. 31). Die Sorte 'Adelheid’ wies
121 % und die Sorte 'Bintje' 66 % mehr Frischmasse bei NH;NO;- als bei NO;-Angebot auf. Beide
Sorten zeigten bei NH4NO;-Ernédhrung sowohl groBere Wurzel-, Stengel- und signifikant oder ten-
denziell grofere Blatt-Frischmassen als bei reiner NHy- und bei reiner NO3z-Erndhrung (Abb. 31).

Beide Sorten erreichten bei NO;- und bei NH4-Erndhrung jeweils eine dhnlich hohe Frischmasse.
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Abb. 31: EinfluB der Form der N-Erndhrung auf die Gesamt-, Blatt-, Stengel- und Wurzel-Frisch-
masse der Kartoffelsorten 'Adelheid' und 'Bintje' nach 21 d bei 1000 uM Ca-Angebot der
Néhrlosung (n = 6; Mittelwertvergleich innerhalb einer Sorte nach Tukey-Test bei
p <0,05)

Bei keiner Form der N-Erndhrung fiihrte das unterschiedlich hohe Ca-Angebot der Nahrlosung

nach 21 Tagen Versuchsdauer zu einer signifikant unterschiedlichen Frischmasse (Abb. 32). Der —

im Vergleich zu den tibrigen Versuchen — friihe Erntetermin nach 21 d Versuchsdauer ergab sich

auf Grund der schon zu diesem Zeitpunkt deutlichen Unterschiede in der Stirke der Ca-Mangel-

symptome (Abb. 33). Bei 60 uM wiesen nur die Pflanzen der Sorte 'Adelheid' bei ausschlielichem

NH,4-Angebot Ca-Mangelsymptome auf. Bei 30 uM zeigten nur die Pflanzen der Sorte '‘Bintje' bei

NOs-Angebot keine Ca-Mangelsymptome. Bei jeder Form der N-Erndhrung war die Auspragung

der Ca-Mangelsymptome bei 'Bintje' geringer als bei 'Adelheid'. Unterschiede in der Starke der Ca-

Mangelsymptome zwischen NH4;NOs- und NH;-Angebot bestanden bei 30 uM Ca-Angebot bei

keiner der beiden Sorten. In Ubereinstimmung mit vorausgegangenen Ergebnissen wies die Sorte

'Adelheid' bei reiner NO;-Erndhrung bei niedrigem Ca-Angebot deutlich mehr Ca-

Mangelsymptome an Bldttern auf als die Sorte 'Bintje'. Diese Unterschiede bestanden bei NH4NOs-

und reiner NH4-Erndhrung weiter fort. Eine N-Formen x Genotyp Interaktion in der Ca-Effizienz

der untersuchten Sorten lag somit nicht vor.
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Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' nach 21 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot und un-
terschiedlicher N-Form in der Nédhrlosung (n = 6)

Die Ca-Gehalte junger Blatter waren bei NO;-Erndhrung hoher als bei NH;NO;- und NH,-Erndh-

rung. Signifikante Beziehung zwischen den Ca-Gehalten und der jeweiligen Auspriagung von Ca-

Mangelsymptomen lieen sich in diesem Versuch feststellen, wobei der Erkldrungswert abhéngig

von dem physiologischen Blattalter und der Sorte hochstens 37 % betrug (Abb. 34).

Signifikante Unterschiede in den Ca-Gehalten physiologisch gleich alter Blatter lieBen sich zwi-

schen den Sorten bei niedrigem Ca-Angebot nicht feststellen. Auch in diesem Versuch zeigten

somit die Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' eine unterschiedliche Ausprégungsstirke der Ca-

Mangelsymptome, die nicht durch die Gesamt-Ca-Gehalte der Blétter erklédrt werden konnte.
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Abb. 34: Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen in Abhédngigkeit der Ca-Gehalte der Blitter
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und 'Bintje' nach 21 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot und unterschiedlicher N-
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Form in der Néhrlosung

Zusammenfassend zu genotypischen Unterschieden in der Ca-Effizienz kann festgestellt werden,
dafl mit der Sorte 'Adelheid' eine Ca-ineffiziente und mit 'Bintje' ein Ca-effiziente Kartoffelsorte
identifiziert werden konnte, deren unterschiedliche Effizienz sich in verschiedenen Versuchen iiber
verschiedene Umwelten hinweg gleichgerichtet bestdtigte. Alle weiteren Untersuchungen zu

genotypischen Unterschiede im Pektinhaushalt wurden daher mit den Sorten 'Adelheid' und 'Bintje’'

durchgefiihrt.

A A A 60uMCa
O A O NH4NO3

Ca-Gehalte [mg (g TM)_I]

O © ® 30uMCa
o A O NH4
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3.3 Uronsiuren im Apoplasten junger Kartoffelblitter

Die Frage, ob sich in Blattern von Kartoffelpflanzen mit unterschiedlichem Ca-Status Hinweise
auf eine Degradation der Pektinsubstanz finden lassen, und ob diesbeziiglich sorten-spezifische

Unterschiede bestehen, wurde zundchst untersucht.

3.3.1 Quantitative Charakterisierung der Uronsiuren im Blattapoplasten

Zur Untersuchung der Bezichung zwischen Ca-Versorgungsgrad des Gewebes und der Integritit
der Pektinsubstanz erfolgte eine Quantifizierung der Uronsduren sowohl in der wissrigen Phase
des Apoplasten als auch in isoliertem Zellwandmaterial junger Blatter.

Uber die Bestimmung der Uronséure-Konzentration in der Apoplastenwaschfliissigkeit (AWF) und
unter Berticksichtigung des Verdiinnungsfaktors durch die Blattinfiltration (vgl. 2.4.1.3) wurde die
Uronsédure-Konzentration fiir die wéssrige Phase des Apoplasten (Apoplastenfliissigkeit) hochge-
rechnet (Abb. 35).

Bei der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' war die Uronsdure-Konzentration der Blattapoplasten-
fliissigkeit, der bei 90 uM Ca-Angebot kultivierten Pflanzen, mit 2,6 mM &hnlich hoch wie Kon-
zentration bei den Kontrollpflanzen (1000 uM Ca) mit 2,9 mM. Bei 60 uM Ca-Angebot war die
Uronsédure-Konzentration mit 3,3 mM zwar tendenziell, aber nicht statistisch absicherbar, hoher als
bei 90 uM und bei 1000 uM Ca-Angebot. Nur bei dem niedrigsten Ca-Angebot von 30 uM war die
Uronsédure-Konzentration mit 4,5 mM signifikant hoher als bei 90 uM und bei 1000 uM Ca-
Angebot. Demgegeniiber konnten bei der Ca-effizienten Sorte 'Bintje' statistisch keine absicherba-
ren Unterschiede in der Uronsdure-Konzentration der Blattapoplastenfliissigkeit in Abhangigkeit
von dem Ca-Angebot festgestellt werden. Allerdings lag auch bei dieser Sorte bei dem niedrigsten
Ca-Angebot die hochste Uronsdure-Konzentration (3,0 mM) in der Apoplastenfliissigkeit vor.
Tendenziell war die Uronsaure-Konzentration bei der Sorte 'Adelheid’ bei allen vier Ca-Angeboten
hoher als bei der Sorte 'Bintje', statistisch absicherbar war dieser Unterschied aber nur bei niedrigs-
ten Ca-Angebot.

Bei beiden Sorten bestand eine signifikante Beziehung zwischen der Auspragung von Ca-Mangel-
symptomen und der Uronsdure-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit. Allerdings betrug der

Erklarungswert bei Verwendung des linearen Regressionsmodells hochstens 31 % (Abb. 36).
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Abb. 35: Uronsédure-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelblitter (BPI12 -4)
der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' nach 30 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot in
der Nahrlosung (n =9 - 11; verschiedene kleine Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Ca-Angeboten innerhalb einer Sorte und verschiedene grofie
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Sorten bei einem Ca-
Angebot nach Tukey-Test bei p < 0,05)
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Abb. 36: Bezichung zwischen der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen und der Uronsdure-
Konzentration der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelbldtter (BPI 2 - 4) der Sorten
'Adelheid' und 'Bintje' nach 30 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nahrlosung

Im Gegensatz zu der Uronsdure-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit konnnte kein Einfluf3 des
Ca-Angebotes der Nahrlosung auf den Uronsdure-Gehalt isolierter Zellwéande festgestellt werden

(Tab. 13). Weder bei der Sorte 'Adelheid' noch bei der Sorte 'Bintje' war der Uronsdure-Gehalt
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isolierter Zellwinde bei niedrigem Ca-Angebot signifikant gegeniiber hohem Ca-Angebot ernied-
rigt; und des weiteren bestanden zwischen den beiden Sorten bei keinem Ca-Angebot signifikante
Unterschiede. Im Mittel iiber alle Ca-Stufen und beide Sorten hinweg betrug der Uronsdure-Gehalt
des isolierten Zellwandmaterials junger Blitter 154 mg Gal-US-Eq (g AIR)". Dies entsprach
bezogen auf die Blatt-Frischmasse einem Uronséure-Gehalt von 4,6 mg Gal-US-Eq (g FM)" (bei
einem durchschnittlichen Ertrag an isoliertem Zellwandmaterial (AIR) von 3 % der Frischmasse)
(Daten nicht dargestellt). Fiir einen Vergleich der GroéBenordnungen kann die Uronsdure-
Konzentration der Apoplastenfliissigkeit von 2,2 — 4,5 mM (Abb. 35) als Gehalt bezogen auf die
Frischmasse mit 0,02 — 0,05 mg Gal-US-Eq (g FM)" angegeben werden. Die in der Apoplasten-
fliissigkeit vorhandenen Uronsdure-Mengen entsprachen somit nur 0,5 bis 1,1 % der Uronsdure-

Mengen isolierter Zellwénde.

Festzuhalten bleibt, dal bei dem niedrigsten Ca-Angebot der Néahrlosung (30 uM) ein verstérktes
Auftreten von Uronsduren in der Blattapoplastenfliissigkeit festgestellt wurde, wobei signifikant
hohere Konzentrationen bei der Ca-ineffizienten Sorten 'Adelheid’ im Vergleich zu der Ca-
effizienten Sorte 'Bintje' auftraten. Diese Zunahme in der Uronsdure-Konzentration der Apopla-
stenfliissigkeit spiegelte sich nicht in verdnderten Uronsdure-Gehalten isolierter Zellwénde wider.
Tab. 13: Uronsdure-Gehalt isolierter Zellwédnde (AIR) junger Kartoffelblitter (BPI2-4) der
Kartoffelsorten 'Adelheid' und Sorte 'Bintje' bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der
Néhrlosung fiir 30 d (n= 5 — 6; keine signifikanten Unterschiede innerhalb einer Sorte

zwischen den Ca-Angeboten sowie zwischen den Sorten innerhalb eines Ca-Angebotes
nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Sorte Ca-Angebot Uronsédure-Gehalt
[mg Gal-US-Eq. (g AIR)"]

Mw sd
'Adelheid" 1000 uM 149.4 +29,12
60 uM 141,8 + 29,09
30 uM 149,3 +11,72
'Bintje’' 1000 uM 142.8 + 48,12
60 uM 173,1 +22,18

30 uM 169,1 +31,38
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3.3.2 Qualitative Charakterisierung der Oligogalakturonide der Blattapoplasten-
fliissigkeit

Wenn spezifisch die Pektin-Fragmente (Oligogalakturonide) mit einem Polymerisationsgrad (DP)
von 9 - 16 ursdchlich an der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen beteiligt sind, dann ist weni-
ger die Gesamt-Konzentration an Uronséduren, sondern vielmehr die Konzentration dieser Oligoga-
lakturonide in der Blattapoplastenfliissigkeit von Bedeutung. Es wurden verschiedene Methode auf
ihre Eignung untersucht, die Oligogalakturonide der Blattapoplastenfliissigkeit hinsichtlich ihres
Polymerisationsgrades (DP) zu charakterisieren. Dabei erwies sich die HPAEC-PAD-Analytik am
geeignetsten. Bei den ersten Untersuchungen aufkonzentrierter AWF-Proben wurde lediglich das
Monomer detektiert. Durch Erhdhung der Detektor-Empfindlichkeit war es moglich neben dem
Monomer auch Oligogalakturonide bis zu einem DP von etwa 5 zu detektieren. Eine weitere Erho-
hung der Detektor-Empfindlichkeit hatte zur Folge, da} das Signal, hervorgerufen durch das Mo-
nomer, alle weiteren moglichen Signale iiberdeckte. Aus diesem Grunde wurde die Detektor-
Empfindlichkeit wéhrend des Laufes erhoht. Auf diese Weise konnte eine Detektion von Oligo-
galakturoniden von dem Monomer bis hin zu einem DP 16-20 in den AWF-Proben erreicht wer-
den. Eine weitere chromatographische Auftrennung der Oligogalakturonide mit einem DP zwi-
schen 16 und 20 war allerdings nicht mehr moglich.

Beispielhaft dargestellt sind in Abb. 37 Chromatogramme aufkonzentrierter AWF-Proben junger
Blatter der Sorten 'Adelheid' (Ca-ineffizient) und 'Bintje' (Ca-effizient) von Pflanzen, die 30 Tage
bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot kultiviert wurden.

Auffillig war zum einen, dass in den AWF-Proben nicht alle DPs von 1 bis 20 vertreten waren.
Zum zweiten traten Peaks auf, die keinem definiertem DP zugeordnet werden konnten, da die

Retentionszeit genau zwischen zwei aufeinanderfolgenden DPs lag.

Da keine Standards einzelner Oligogalakturonide mit definiertem Polymerisationsgrad verfiigbar
waren, die eine absolute Kalibrierung ermoglichen wiirden, erfolgte die Auswertung relativ inner-
halb der GroBen-Klassen der Oligogalakturonide (DP-Klassen) zwischen den Ca-Angebotsstufen
sowie zwischen den Sorten.

Die Peak-Flachen bestimmter Groflen-Klassen (DP-Klassen) bei niedrigem und hohem Ca-
Angebot wurden verglichen, indem jeweils das Verhéltnis zueinander berechnet wurde. Dieses
Verhiltnis zeigt damit die Verdnderung an, die bei niedrigem Ca-Angebot im Vergleich zu hohem
Ca-Angebot (Kontrollbehandlung) in der Peak-Flache (und damit der Konzentration) der betrach-

ten Pektinfragment-GroBenklasse auftritt.
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Abb. 37A: HPAEC-PAD-Chromatogramme der aufkonzentrierten Apoplastenwaschfliissigkeit
junger Kartoffelblatter (BPI 2 - 4) der Sorte 'Adelheid' nach 30 d bei unterschiedlich ho-

hem Ca-Angebot in der Nahrlosung
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Abb. 37B: HPAEC-PAD-Chromatogramme der aufkonzentrierten Apoplastenwaschfliissigkeit
junger Kartoffelblitter (BPI 2 - 4) der Sorte 'Bintje' nach 30 d bei unterschiedlich hohem

Ca-Angebot der Nihrldsung

Bei 60 uM Ca-Angebot der Néhrlosung lieen sich bei der Sorte 'Adelheid' keine deutlichen Un-
terschiede zu der Kontrolle (1000 uM) in der Zusammensetzung der Oligogalakturonide hinsicht-
lich ihrer GroBe feststellen (Abb. 38), obwohl die Blitter dieser Pflanzen schon Ca-
Mangelsymptome aufwiesen. Bei der Sorte 'Bintje', deren Pflanzen bei 60 uM Ca-Angebot noch
keine Ca-Mangelsymptome aufwiesen, wurden ebenfalls keine deutlichen Unterschiede zu der
Kontrolle (1000 uM) in der Zusammensetzung des Oligogalakturonide hinsichtlich ihrer Grofe
festgestellt (Abb. 38).
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Bei 30 uM Ca-Angebot traten im Vergleich zur Kontrolle bei der Sorte 'Adelheid' deutlich weniger
Monomere auf. Dagegen traten bei 30 uM um Faktor 7 mehr Oligogalakturonide mit einem DP 9 -
20 auf als bei 1000 uM Ca-Angebot. Im Vergleich dazu betrug dieser Unterschied bei der Sorte
'‘Bintje' nur Faktor 3 (Abb. 38)

'Adelheid’ 'Bintje'

10

il = [ T
Bz TR

DP1 DP2-8 DP9-20 DP1 DP2-8 DP9-20

Peak Fliache (niedriges Ca-Angebot)
Peak Fliache (hohes Ca-Angebot )

Groflen-Klassen der Oligogalakturonide
(DP = Polymerisationsgrad)

(XX Verhiltnis der Peak-Flachen bei 60 uM
[ 1 zur Peak-Fldche bei 1000 uM Ca-Angebot

I Verhiltnis der Peak-Flachen bei 30 uM
1 zur Peak-Fliche bei 1000 uM Ca-Angebot

Abb. 38: Verhiltnis der Grofen-Klassen der Oligogalakturonide der Apoplastenwaschfliissigkeit
junger Kartoffelblétter (BPI 2 - 4) der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei niedrigem Ca-
Angebot zu denen bei hohem Ca-Angebot in der Nahrlosung nach 30 d Kultur (n = 6)

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dal bei beiden Sorten bei dem niedrigsten Ca-Angebot
(30 uM), bei dem die Pflanzen beider Sorten die stirkste Auspragung von Ca-Mangelsymptomen
aufwiesen, in der Blattapoplastenfliissigkeit deutlich mehr Oligogalakturonide mit einem DP 9 - 20
auftraten als bei hohem Ca-Angebot (1000 uM). Dabei war diese Zunahme bei der Ca-
ineffizienten Sorte 'Adelheid' stirker ausgepragt als bei der Ca-effizienten Sorte 'Bintje’'.

Festzuhalten bleibt aber auch, dal} bei 60 pM Ca-Angebot bei der Sorte 'Adelheid’, deren Blatter
bei diesem Ca-Angebot schon Ca-Mangelsymptome aufwiesen, noch keine deutliche Zunahme
gegeniiber der Kontrolle in der Konzentration der Oligogalakturonide mit DP 9 - 20 in der Apopla-

stenfliissigkeit festgestellt wurde.

Im weiteren wurden die beiden Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' miteinander hinsichtlich der Peak-

Flachen bestimmter GroBen-Klassen der Oligogalakturonide (DP-Klassen) in der AWF verglichen,
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indem jeweils das Verhiltnis der Sorten zueinander berechnet wurde. Das fiir die drei Ca-
Angebotsstufen jeweils berechnete Verhéltnis (Abb. 39) zeigt damit die Verdnderung in der Peak-
Flache (und damit der Konzentration) der betrachten Groflen-Klasse der Oligogalakturonide bei
der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid’ in Relation zu der Ca-effizienten Sorte 'Bintje’.

Bei der Sorte 'Adelheid' traten im Vergleich zu der Ca-effizienten Sorte 'Bintje' in der AWF bei
hohem Ca-Angebot (1000 uM) in der Néhrlosung 52 % mehr Monomere auf. Bei 60 pM Ca ent-
hielt die AWF beider Sorten anndhernd die gleiche Konzentration an Monomeren. Demgegeniiber
war bei dem niedrigsten Ca-Angebot in der Nahrlosung (30 uM Ca) die Konzentration an Mono-
meren in der AWF der Sorte 'Adelheid' geringer als bei der Sorte 'Bintje'.

Wahrend bei der Kontrollbehandlung (1000 uM Ca) die AWF beider Sorten anndhernd die gleiche
Konzentration an Oligogalakturoniden mit DP von 2 bis 8 enthielt, traten bei niedrigem Ca-
Angebot (60, 30 uM Ca) in der AWF der Sorte 'Adelheid' um Faktor 2,8 mehr Oligogalakturonide
dieser Grof3e auf als in der AWF der Sorte 'Bintje'.

Peak Flache ("Adelheid")
Peak Fliche ('Bintje')
W
T

DP 1 DP 2-8 DP 9-20
GroBen-Klassen der Oligogalakturonide

(DP = Polymerisationsgrad)
Ca-Angebot der Nahrlosung:
C_—J1000pM [E60pM R 30pM
Abb. 39: Verhiltnis der Grofen-Klassen der Oligogalakturonide der Apoplastenwaschfliissigkeit
junger Kartoffelbliatter (BPI 2 - 4) der Sorte 'Adelheid’ zu denen der Sorte 'Bintje' nach
30 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot in der Nahrldsung (n = 6; Mittelwertver-
gleich zwischen den Ca-Angebotsstufen innerhalb einer Gréfen-Klasse mit Tukey-Test
bei p <0,05)
Bei hohem Ca-Angebot der Nahrlosung (1000 uM Ca) war auch die Konzentration der Oligoga-
lakturonide mit DP 9 - 20 in der AWF beider Sorten annidhernd gleich. Demgegeniiber enthielt bei
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einem niedrigen Ca-Angebot (60, 30 uM Ca) die AWF der Ca-ineffizienten Sorten 'Adelheid' um
Faktor 1,9 — 2,1 mehr Oligogalakturonide mit DP 9 - 20.

Somit traten in der Blattapoplastenfliissigkeit der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' bei niedrigem
Ca-Angebot im Mittel deutlich mehr potentiell biologisch aktive Oligogalakturonide auf als bei der
Ca-effizienten Sorten 'Bintje', wenn auch dieser Unterschied im Mittelwert auf Grund der hohen

Streuung statistisch nicht abgesichert werden konnte.

3.33 Einflu} der Form der N-Ernidhrung auf die Uronsiure-Konzentration der

Blattapoplastenfliissigkeit

Da die Form der N-Erndhrung einen Einflul auf die Stirke der Ca-Mangelsymptome von Kartof-
felpflanzen der beiden Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei niedrigem Ca-Angebot der Nahrlosung
hatte (vgl. 3.2.3), wurde untersucht, ob in &dhnlicher Weise ein EinfluB auf die Uronsaure-
Konzentration der AWF bestand.

Die Ca-Mangelsymptome an den Blétter (BPI 4,5) nach 21 d Kultur der Pflanzen bei niedrigem
Ca-Angebot waren abhingig von der Sorte und der Form der N-Erndhrung unterschiedlich stark
ausgepragt. Bei 60 uM Ca-Angebot wiesen nur die Blitter der Sorte 'Adelheid' bei NH -Erndhrung
Ca-Mangelsymptome auf. Bei 30 pM Ca-Angebot war die Stirke der Ca-Mangelsymptome bei
Blattern der Sorte 'Adelheid' bei NH, > NH4;NO; > NO;. Die Blitter der Sorte 'Bintje' zeigten nur
bei NH4-Erndhrung Ca-Mangelsymptome, und diese waren weniger stark ausgeprigt als bei der
Sorte 'Adelheid'. Ein Einflul des Ca-Angebotes der Nahrlosung auf die Uronsédure-Konzentration
der Apoplastenfliissigkeit der Blitter (BPI 4,5) (Abb. 40) lie sich bei beiden Sorten weder bei
reiner NO;-Eméhrung noch bei reiner NH,-Ernéhrung feststellen. Nur bei NH4NO;-Erndhrung war
die Uronsdure-Konzentration bei der Sorte 'Adelheid' bei dem niedrigsten Ca-Angebot (30 uM)
signifikant gegeniiber der Kontrolle (1000 uM) erhoht. Des weiteren wurden in keinem Fall signi-
fikante Unterschiede in der Uronsdure-Konzentrationen der Apoplastenfliissigkeit zwischen den
beiden Sorten festgestellt.

Damit befinden sich diese Ergebnisse nicht in Ubereinstimmung mit den im vorherigen Abschnitt
dargestellten Untersuchungen an NO;-erndhrten Pflanzen (vgl. Abb. 35), die einen Einflu} des Ca-
Angebotes auf die Uronsédure-Konzentration erbrachten und auBBerdem einen Unterschied zwischen
den beiden unterschiedlich Ca-effizienten Sorten zeigten. Auch konnte hier kein Zusammenhang
zwischen der Stirke der Ca-Mangelsymptome und der Uronsdure-Konzentration der Blatt-

apoplastenfliissigkeit festgestellt werden (Abb. 41).
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Abb. 40: Uronsiure-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelblitter (BPI 4,5) der
Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei unterschiedlicher N-Form und unterschiedlich hohem
Ca-Angebot in der Néahrlosung fiir 21 d (n =5 - 6; die Unterschiede zwischen den Sorten
innerhalb eines Ca-Angebotes waren nicht signifikant und verschiedene gro3e Buchsta-
ben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ca-Angebotsstufen innerhalb
einer Sorte und Form der N-Erndhrung nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Allerdings ist bei gleicher Gesamt-Uronsédure-Konzentration der Blattapoplastenfliissigkeit eine

Anderung der GréBe der Oligogalakturonide nicht auszuschlieBen. Da bei diesen Proben keine

Analysen mittels HPAEC-PAD durchgefiihrt werden konnten, wurde versucht, den durchschnittli-

chen Polymerisationsgrad (DP) der Oligogalakturonide zu be stimmen. Dieser durchschnittliche

DP der Oligogalakturonide ergibt sich aus der Division der molaren Uronsdure-Konzentration

durch die molare Konzentration an reduzierenden Enden der Oligogalakturonide. Das Problem ist

aber, daB Methoden existieren, die die Bestimmung der Konzentration an reduzierenden Enden

ermoglichen, jedoch nicht spezifisch in der Lage sind nur die reduzierenden Enden der Oligogalak
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Abb. 41: Beziehung zwischen der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen und der Uronsdure-
Konzentration der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelblatter (BPI4,5) der Sorten
'Adelheid' und 'Bintje' nach 21 d bei unterschiedlicher Form der N-Erndhrung und unter-
schiedlich hohem Ca-Angebot der Néhrlosung

turonide zu erfassen. Da aus der Literatur (TERRY & JONES, 1981; TERRY et al., 1981) hervorgeht,

daf} in der AWF von pflanzlichem Gewebe auch reduzierende Neutralzucker wie Glukose nach-

weisbar sind, wurde zunéchst in der AWF von Kartoffelblattern die Glukose-Konzentration be-
stimmt. Die Glukose-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit lag zwischen 1,0 und 4,5 mM und
wurde von dem Ca-Angebot der Niahrlosung beeinflusst. Bei Pflanzen mit niedrigem Ca-

Versorgungsgrad war die Glukose-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit signifikant oder ten-

denziell niedriger als bei den Pflanzen mit hohem Ca-Versorgungsgrad (Abb. 42).

Aufgrund der Hohe der Glukose-Konzentration, die in Relation zu der Uronsdure-Konzentration

nicht als vernachlédssigbar gering anzusehen ist, wurde die ermittelte Konzentration an reduzieren-

den Enden um den Beitrag, den die Glukose leistet, korrigiert. Der berechnete durchschnittliche

DP der Oligogalakturonide der Apoplastenfliissigkeit in Abhédngigkeit von der Form der N-

Erndhrung und dem Ca-Angebot der Nahrlosung ist in Abb. 43 dargestellt. Varianzanalytisch lief3

sich ein Einflul des Ca-Angebotes, der Form der N-Erndhrung und der Kartoffelsorte feststellen.

Auffillig ist allerdings die GroBenordnung des berechneten Polymerisationsgrades. Bei NOs-

Erndhrung und NH4;NO;-Erndhrung lag der durchschnittliche Polymerisationsgrad im Bereich von

0,72 bis 1,50. Bei NHy-Erndhrung lag bei der Sorte 'Adelheid' der durchschnittliche Polymerisati-

onsgrad im Bereich von 0,47 — 0,57. Dieses deutet darauf hin, dafl in der Apoplastenfliissigkeit

noch mindestens eine weitere reduzierende Zuckerform vorhanden sein muf3, deren Konzentration
mindestens der Konzentration der Glukose entspricht. Die Frage ob die Konzentration dieser

unbekannten Zuckerform sich in Abhéngigkeit von der Sorte, dem Ca-Angebot und / oder der
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Abb. 42: Glukose-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelblitter (BPI 4,5) der
Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei unterschiedlicher N-Form und unterschiedlich hohem
Ca-Angebot der Nahrlosung fiir 21 d (n= 5 - 6; verschiedene kleine Buchstaben kenn-
zeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Sorten innerhalb eines Ca-Angebotes
und verschie-dene grofle Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Ca-Ange-botsstufen innerhalb einer Sorte und Form der N-Erédhrung nach Tukey-
Test bei p < 0,05)

Form der N-Erndhrung dndert, muss offen bleiben. Ohne Kenntnis der Antwort dieser Frage haben

die Ergebnisse des durchschnittlichen DPs keine Aussagekraft.

Festzuhalten bleibt aber, daB durch eine unterschiedliche Form der N-Erndhrung (NO3z;, NH4NOs,

NH,) nach 21 d die Stirke der Ca-Mangelsymptome bei beiden Kartoffelsorten beeinfluit wurde,

aber eine damit in Ubereinstimmung stehende Verinderung der Uronsiure-Konzentration in der

Blattapoplastenfliissigkeit nicht festgestellt werden konnte.

Ein wesentlicher Unterschied zu anderen Versuchen bestand hier in der mit 21 d im Vergleich zu

30 d kurzen Versuchsdauer und der im Vergleich zu anderen Versuchen geringeren Auspragung
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von Ca-Mangelsymptomen. Die schon a priori vorhandene Frage, in welcher zeitlichen Reihenfol-
ge ein verstdrktes Auftreten von Oligogalakturoniden in der Apoplastenfliissigkeit von Blattern bei
niedrigem Ca-Angebot im Verhiltnis zur zeitlichen Entstehung der Ca-Mangelsymptome steht,

wurde daher nachfolgend nidher untersucht.
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Abb. 43: Berechneter durchschnittlicher Polymerisationsgrad der Oligogalakturonide der Apopla-
stenfliissigkeit junger Kartoffelblédtter (BP14,5) der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei
unterschiedlicher Form der N-Erndhrung und unterschiedlich hohem Ca-Angebot der
Néhrlosung fiir 21 d (n=>5 - 6; verschiedene kleine Buchstaben kennzeichnen signifi-
kante Unterschiede zwischen den Sorten innerhalb eines Ca-Angebotes und verschiedene
grole Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ca-
Angebotsstufen innerhalb einer Sorte und Form der N-Erndhrung nach Tukey-Test bei p
<0,05)
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3.34 Diffusible Uronsiduren des Blattapoplasten in zeitlicher und ridumlicher

Auflosung

Fir die Beantwortung der Frage, zu welchem Zeitpunkt ein Anstieg in der Uronsdure-
Konzentration in der Blattapoplastenfliissigkeit festzustellen ist, wurden physiologisch dhnlich
junge Blétter (BPI 1,5 und 2,5) von Pflanzen der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' bei unterschied-
lich hohem Ca-Angebot zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Beginn der Ca-
Differenzbehandlung untersucht.

Da, wie unter 3.1.2 beschrieben, Ca-Mangelsymptome bei Kartoffelblittern zunédchst am Blattrand
makroskopisch sichtbar werden, und das Gewebe des Blattrandes nur einen kleinen Anteil eines
Blattes darstellt, konnten Verdnderungen spezifisch im Bereich des Blattrandes bei Verwendung
ganzer Blattfiedern iiberlagert und damit unentdeckt bleiben. Daher wurde in dem folgenden
Versuch mit Blattscheiben gearbeitet, die getrennt nahe des Blattrandes und aus der Blattmitte
ausgestanzt wurden. Auf diese Weise sollte eine hohere rdumliche und zeitliche Auflésung von
Verdnderungen im Blattapoplasten erreicht werden.

Die Blattscheiben wurden mit demineralisiertem Wasser infiltriert, dann 1 h in demineralisiertem
Wasser inkubiert und anschlieend wurde in der Aussenlosung die Konzentration der diffundierten

Uronséduren bestimmt.

Die Ausprdgung von Ca-Mangelsymptomen (Nekrosen) an den untersuchten Blattscheiben des
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Abb. 44: Auspragung von Ca-Mangelsymptomen (Nekrosen) am Blattrand junger Kartoffelblatter
(BPI 1,5 und 2,5) der Sorte 'Adelheid' bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nahr-
16sung in Verlauf der Kultur (n = 6)
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Blattrandes ist Abb. 44 dargestellt. Der erste Erntetermin nach 25 d stellte einen Zeitpunkt dar, bei
dem in diesem Versuch weder bei 60uM noch bei 30 uM Ca-Angebot Ca-Mangelsymptome sicht-
bar waren. Bei den beiden darauffolgenden Terminen (32 d, 37 d) wurden bei 60 uM Ca-Angebot
keine Ca-Mangelsymptome festgestellt, wohl aber bei 30 uM. Bei dem letzten Erntetermin wiesen
die Pflanzen, die bei 60 uM Ca-Angebot kultiviert wurden, wie auch die Pflanzen der 30 uM-
Variante, Ca-Mangelsymptome auf. Erst bei diesem Erntetermin wurden auch Ca-
Mangelsymptome im Bereich der Blattmitte festgestellt, allerdings nur bei den Pflanzen, die bei

dem niedrigsten Ca-Angebot kultiviert wurden (Daten nicht dargestellt). Die diffusiblen Uronsdu
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Blattrand / Blattmitte: n.s.
Ca-Mangelsymptome: n.s.
Interaktionen: n.s.

Abb. 45: Gehalt diffusibler Uronsiduren von Blattscheiben des Blattrandes sowie der Blattmitte
junger Kartoffelblatter (BPI 1,5 und 2,5) der Sorte 'Adelheid' bei unterschiedlich hohem
Ca-Angebot der Nihrlosung im Verlauf der Kultur (n = 6; * = signifikanter Unterschied
nach Dunnett-Test jeweils gegeniiber der die Kontrolle bei p < 0,05)
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re-Gehalte der Blattscheiben der beiden untersuchten Blattalter sind in Abhéngigkeit von Dauer
der Ca-Differenzbehandlung in Abb. 45 dargestellt. Im Bereich der Blattmitte bestanden zu keinem
Zeitpunkt signifikante Unterschiede in den Gehalten an diffusiblen Uronsduren zwischen Bléttern
unterschiedlichen Ca-Versorgungsgrades. Im Bereich des Blattrandes waren erst bei dem letzten
Erntetermin die Gehalte an diffusiblen Uronsduren bei den bei 30 uM Ca kultivierten Pflanzen
signifikant (BPI 2,5) oder tendenziell (BPI 1,5) hoher als die der Kontroll-Variante (1000 uM Ca-
Angebot). Im Vergleich zu den Uronsdure-Gehalten zu fritheren Terminen wurden hier auch die
hochsten Gehalte erreicht.

Festzuhalten bleibt, daf} sich, trotz dieser vergleichsweise hohen raumlichen Auflésung, ein deutli-
cher Anstieg in den Gehalten diffusibler Uronsduren erst feststellen lieB, als fast 25 % der unter-
suchten Blattflache (= Boniturnote 1) nekrotische Verdnderungen aufwies. Der Zunahme an diffu-
siblen Uronsduren im Blattapoplasten erscheint somit als eine vergleichsweise spate Verdnderung
bei Ca-Mangel. Eine im Gegensatz dazu frithere Verdanderung zeigte die Polyphenoloxidase, deren
Aktivitdt im gleichen Versuch in den Extrakten der Blattscheiben bestimmt wurde (Abb. 46).
Parallel mit dem Auftreten deutlicher Ca-Mangelsymptome am Blattrand bei 30 uM Ca-Angebot

nach 37 d nahm die Aktivitdt der Polyphenoloxidase vor allem am Blattrand deutlich zu.
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Abb. 46: Aktivitit der Polyphenoloxidase von Blattscheiben des Blattrandes sowie der Blattmitte
junger Kartoffelblatter (BPI 2,5) der Sorte 'Adelheid' bei unterschiedlich hohem Ca-
Angebot der Nahrlosung im Verlauf der Kultur (n=6; * = signifikanter Unterschied
nach Dunnett-Test jeweils gegen die Kontrolle bei p < 0,05)
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3.3.5 Induktion von Ca-Mangelsymptomen durch Oligogalakturonide der
Apoplastenwaschfliissigkeit ?

In einem kleinen Ansatz wurde untersucht, ob durch die Injektion der AWF von Ca-
Mangelpflanzen der Sorte 'Adelheid' in Blétter von Kontrollpflanzen, die Ausbildung von Ca-
Mangelsymptomen induziert werden kdnnen. Die AWF wurde zuvor um Faktor 5 mittels Lyophili-
sation aufkonzentriert (und anschlieBend in Wasser wieder aufgenommen), damit in etwa die
Konzentration erreicht wird, die in der Blattapoplastenfliissigkeit in vivo vorliegt.

In junge Blitter (BPI 2 — 4) von Kartoffelpflanzen der Sorten 'Adelheid’ und 'Bintje', die bei hohem
Ca-Angebot (1000 uM) sowie bei niedrigem Ca-Angebot (30 uM) in Nahrlosung in der Klima-
kammer kultiviert wurden, wurde mittels Einweg-Spritzen 10 bis 20 pL autkonzentrierter AWF in
die Hauptblattader injiziert, so dafl die injizierte Fliissigkeit direkt in das Blattgewebe nahe der
Blattader eintrat. Erkennbar war das an einer dunkel-griinen Farbung des Blattgewebes. Neben der
Injektion von AWF wurde auch die Wirkung der Injektion von Oligogalakturonide mit DP > 9
(durch Saure-Hydrolyse von Polygalakturonsdure und wiederholtes chromatographisches Aufrei-
nigen von der Arbeitsgruppe von Prof. Van Cutsem hergestellt) untersucht. Als Kontrolle diente
demineralisiertes Wasser, das in Blatter von Parallelpflanzen injiziert wurde.

Die behandelten Blitter wurden in den darauffolgenden 5Tagen téglich auf makroskopisch sichtba-
re Gewebeveridnderungen hin untersucht. In fast allen Féllen, d.h. unabhéngig davon ob AWF oder
Wasser in das Gewebe injiziert worden ist, wurde eine Verbrdunung der Injektionsstelle innerhalb
eines Tages beobachtet.

Weder nach Injektion aufkonzentrierter AWF von Ca-Mangelpflanzen noch nach Injektion von
Oligogalakturonide mit DP > 9 in junge Blétter von Kartoffelpflanzen, die in Nahrlosung kultiviert
wurden, wurden Gewebeverdnderungen, dhnlich denen von Ca-Mangelsymptomen, beobachtet.
Nur in einigen Féllen wurden eine unspezifische Bleichung des Gewebes festgestellt (Abb. 47A).
Allerdings war diese Beobachtung ein Einzellfall, der nicht reproduzierbar war.

Festzuhalten bleibt somit, dafl die Induktion der Ausbildung von Ca-Mangelerscheinungen durch
die Injektion von (aufkonzentrierter) AWF von Ca-Mangelpflanzen der Sorte 'Adelheid' in Blétter

von Kontrollpflanzen nicht erreicht werden konnte.

Einzig durch Injektion von kiuflicher endo-Polygalakturonase pilzlichen Ursprungs wurde ein
Nekrotisierung und Verschwirzung sowie ein Stabilititsverlust der Blattnerven an der Injektions-
stelle erreicht (Abb. 47B). Diese Beobachtungen konnten an Pflanzen gemacht werden, die sowohl
bei hohem Ca-Angebot (1000 uM) wie auch die bei niedrigem Ca-Angebot kultiviert wurden. Des
weiteren wurde kein Unterschied dazwischen festgestellt, ob Injektion der endo-Polygalakturonase

in Blatter der Sorte 'Adelheid’ oder der Sorte 'Bintje' erfolgte.
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Abb. 47: Kartoffelblatter zwei Tage nach Injektion von (A) aufkonzentrierter Apoplasten-
waschfliissigkeit von Ca-Mangelblittern der Sorte 'Adelheid’, (B) Polygalakturonase

(Aspergillus niger; 10-20 pL mit 10 U mL™) sowie (C) fiir 20 min gekochte Polygalaktu-
ronase (Aspergillus niger; 10-20 L mit 10 U mL™")
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34 Ca-Konzentration im Zellwandbereich

34.1 Methodische Voruntersuchungen

Ein wesentliches Problem bei der Ermittlung der Ionenzusammensetzung der Apoplastenfliissig-
keit von Blattern liegt in der Zugéinglichkeit zu diesem Kompartiment. Die Auszentrifugation der
reinen Apoplastenfliissigkeit aus Kartoffelbldttern liel sich nicht durchfiihren, ohne daf3 makro-
skopisch sichtbare Blattschadigungen auftraten. Die Abschidtzung der Konzentration des in der
Apoplasten-fliissigkeit gelosten Ca erfolgte daher mit zwei anderen methodischen Ansdtzen: der
Infiltration-Zentrifugations-Methode (IZ-Methode) und der Infiltrations-Diffusions-Methode (ID-
Methode).

Die Ca-Gehalte des Blattapoplasten junger Blatter (BPI = 2,5) wurden mit der IZ-Methode und mit
der ID-Methode von verschiedenen Pflanzen eines Versuches mit den Sorte 'Adelheid' (Ca-ineffi-
zient) und 'Bintje' (Ca-effizient) bei drei Ca-Angeboten ermittelt und in Abb. 48 einander gegen-
ibergestellt.

Bei beiden Sorten und allen drei untersuchten Ca-Stufen wurden durch die ID-Methode signifikant
hohere 16sliche Ca-Gehalte im Blattapoplasten im Vergleich zur IZ-Methode gemessen. Abhéngig
von Sorte und Ca-Angebot waren die mit der ID-Methode ermittelten Ca-Gehalte um Faktor 2 bis
10 hoher als bei der IZ-Methode (Abb. 48). Des weiteren wurden bei den mit der ID-Methode
ermittelten Ca-Gehalten statistisch keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Ca-
Angeboten festgestellt. Demgegeniiber liel sich bei den mit der 1Z-Methode ermittelten Ca-
Gehalten ein Einflu3 des Ca-Angebotes erkennen. Hier waren die Ca-Gehalte bei 1000 uM Ca-
Angebot signifikant grofler als bei niedrigem Ca-Angebot, wobei der Unterschied zu den Ca-
Gehalten bei 60 und 30 uM Faktor 2 bis 3 betrug. Die statistische Auswertung des Sortenver-
gleichs ist der Ubersichtlichkeit wegen in Abb. 48 nicht wiedergegeben, wurde aber durchgefiihrt.
Demnach lie3 sich bei keinem Ca-Angebot und keiner Methode ein signifikanter Unterschied in
den wasserloslichen Ca-Gehalten des Blattapoplasten zwischen den beiden unterschiedlich Ca-
effizienten Sorten festgestellt.

Es bleibt die Frage, mit welcher Methode am ehesten die Ionenverhéltnisse im Blattapoplasten in
situ beschrieben werden und aus welchen Griinden die Methoden zu so unterschiedlichen Ca-
Gehalten im Blattapoplasten fiihrten.

Ein offensichtlicher Unterschied zwischen den beiden Methoden bestand in der Zeitdauer des
infiltrierten Zustandes des Blattgewebes. Bei der 1Z-Methode betrdgt die Dauer im infiltrierten
Zustand des Blattgewebes ca. 5 min, bei der ID-Methode hingegen 60 min. Wurde bei der 1Z-

Methode diese Zeitdauer verlangert, indem infiltrierte Blétter bis zur Zentrifugation in wasser-
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dampfgesittigter Atmosphdre zwischengelagert wurden, lieBen sich in der AWF keine erh6hten

Ca-Gehalte feststellen (Tab. 14).
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Abb. 48: EinfluB der Methode (Infiltrations-Zentrifugations- und Infiltrations-Diffusions-
Methode) auf die wasserloslichen Ca-Gehalte des Blattapoplasten junger Kartoftfelblétter
(BPI 2,5) der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot in der
Nahrlosung fiir 30 d (n = 6; verschiedene kleine Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Ca-Stufe innerhalb einer Sorte und Methode und verschiede-
ne grofe Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Methoden
innerhalb einer Sorte und eines Ca-Angebotes nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Tab. 14: EinfluB} der Infiltrationsdauer des Blattgewebes auf die Ca-Gehalte der Apoplastenwasch-
fliissigkeit (n = 4; keine signifikanten Unterschiede nach Tukey-Test bei p < 0,05)

Zeitdauer Ca-Gehalt der AWF

[min] [ng (g FM)"]
5 125 £38
30 183  £59
60 149  £75

Wurden hingegen Blattscheiben fiir einen ldngeren Zeitraum in demineralisiertem Wasser inku-
biert, so 146t sich feststellen, daB3 auch nach 1 h Inkubation weiterhin noch Ca in die Aussenlésung
diffundiert (Abb. 49). Uber den gesamten Inkubationszeitraum von 20 h betrachtet, bestand eine
enge logarithmische Beziehung zwischen der Ca-Freisetzung und der Inkubationszeit. Der zeitliche

Verlauf der Ca-Wiederfindung in der Aussenlésung bei der ID-Methode (Abb. 49) folgt dem
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Verlauf einer stark behinderten Diffusion sein. Es ist aber auch moglich diesen Verlauf dadurch zu
erklaren, dal3 bei dieser Ca-Freisetzung nicht nur Ca aus der Apoplastenfliissigkeit in die Aussen-
16sung diffundiert, sondern auch von der Zellwand adsorbiertes Ca "nachgeliefert" wird. Wird die
Zellwand als polyfunktioneller Austauscher betrachtet, an dessen negativen Ladungsstellen Ca-
Ionen mit unterschiedlicher Intensitit gebunden sind, so ist denkbar, da3 indem der Austauscher
mit einem groBeren Fliissigkeitsvolumen in Kontakt gebracht wird, zusitzlich — schwach adsor-
bierte - Ca-lonen von den Ladungsstellen desorbiert werden. Eine Rolle mag hierbei auch spielen,
dal} durch fortgesetzten K-Efflux aus der Zelle in gewissem Mal} ein Kationenaustausch zwischen
K und Ca erfolgt. Die in der Inkubationsfliissigkeit nachweisbaren Ca-lonen wiirden demzufolge
nicht nur das Ca aus der walirigen Phase des Blattapoplasten widerspiegeln, sondern auch ehemals
an der Zellwand sorbiertes Ca. Dadurch liele sich der Unterschied in dem Niveau der "wasserlos-
lichen Ca-Gehalte des Blattapoplasten" zwischen den beiden Methoden erkléren.

Da dementsprechend die Infiltrations-Diffusions-Methode fiir die Charakterisierung der Ca-
Konzentration in der Apoplastenfliissigkeit in situ weniger geeignet erschien, wurde in den weite-

ren Untersuchungen die Infiltrations-Zentrifugations-Methode verwendet.
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Abb. 49: Kumulierte Freisetzung von Ca in die Aussenldsung aus sechs mit demineralisiertem
Wasser infiltrierten Blattscheiben (6 mm Durchmesser) junger Kartoffelblitter der Sorte
'‘Bintje' bei 1000 uM Ca-Angebot der Pflanzen in Nahrlosung in Abhéngigkeit von der
Inkubationsdauer in 10 mL demineralisiertem Wasser (Infiltrations-Diffusions-Methode)
(n=28)

3.4.2 Ca-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit

Die Ca-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit 146t sich unter Beriicksichtigung des Interzellular-

volumens und des Apoplastenwassergehaltes aus der Ca-Konzentration der Apoplastenwaschfliis-
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sigkeit (AWF) ermitteln. In Abb. 50 sind die Ca-Konzentrationen der Apoplastenfliissigkeit junger
Kartoffelblatter (BPI 2 - 4) der beiden unterschiedlich Ca-effizienten Sorten 'Adelheid' (Ca-ineffi-
zient) und 'Bintje' (Ca-effizient) bei vier Ca-Angeboten dargestellt. Varianzanalytisch liel sich ein
EinfluB des Ca-Angebotes auf die Ca-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit absichern. Die Ca-
Konzentration in der Apoplastenfliissigkeit zwischen hohem und niedrigem Ca-Angebot unter-
schied sich hier bei beiden Sorten um Faktor 1,5. Im Vergleich dazu sei erwéhnt, dal} dieser Unter-
schied bei Gesamt-Ca-Gehalten derselben Blatter Faktor 6 ('Bintje') bzw. 9 ('Adelheid") betrug
(Daten nicht dargestellt). Signifikante Unterschiede in der Ca-Konzentration der Apoplastenfliis-
sigkeit zwischen den unterschiedlich Ca-effizienten Sorten waren bei keinem Ca-Angebot absi-
cherbar (Abb. 50). Die in der Blattapoplastenfliissigkeit gelosten Ca-Mengen entsprachen im
Mittel iiber beide Sorten bei hohem Ca-Angebot (1000 pM) 1 % und bei niedrigem Ca-Angebot
(30 uM) 3 % der Gesamt-Ca-Mengen der Blitter (Daten nicht dargestellt). Zwischen der Stirke
der Ca-Mangelsymptome und der Ca-Konzentration der Blattapoplastenfliissigkeit bestand bei
keiner der beiden Sorten ein Zusammenhang (Abb. 51). Ebenfalls bestand keine Beziehung zwi-
schen der Ca-Konzentration und der Uronsdure-Konzentration in der Apoplastenfliissigkeit (nicht
dargestellt).

Festzuhalten bleibt, da3 sich die beiden unterschiedlich Ca-effizienten Sorten bei niedrigem Ca-
Angebot der Nahrlosung nicht in der Ca-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit junger Blatter

unterschieden.

3,0 3,0

i 'Adelheid' i I 'Bintje’' i
2,5 .

il

0,5 n

Ca-Konzentration der
Blattapoplastenfliissigkeit [mM]

0,0
1000 90 60 30 1000 90 60 30

Ca-Angebot der Nahrlosung [uM]

F-Test: Ca-Angebot *, Sorte n.s., Ca-Angebotx Sorte n.s.

Abb. 50: Ca-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelbldatter (BPI 2 -4) der
Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' nach 28 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot in der
Nahrlosung (n =10 - 11; keine signifikanten Unterschiede zwischen den Sorten sowie
zwischen den Ca-Stufen nach Tukey-Test bei p < 0,05)
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Abb. 51: Ausprdgung von Ca-Mangelsymptomen in Abhédngigkeit der Ca-Konzentration der
Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelbldtter (BPI 2 -4) der Sorten 'Adelheid' und
'‘Bintje' nach 28 d bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot in der Nahrlosung

343 Konzentration an ionischem Ca** und organischen Siuren in der
Apoplastenfliissigkeit

Physiologisch betrachtet kann der Konzentration an ionischem Ca®" in der Apoplastenfliissigkeit
eine groflere Bedeutung zukommen als der Konzentration des in ionischer und komplexierter Form
vorliegenden Ca. Daher wurde die Frage untersucht, ob die Konzentration des in ionischer Form
vorliegenden Ca in einer engeren Bezichung zur Ca-Effizienz steht als die Gesamt-Konzentration
an Ca, wie sie ohne Unterscheidung einer moglichen Komplexierung mit dem Atomabsorptions-
spektrometer bestimmt wird. In diesem Zusammenhang konnten organischen Sdure-Anionen,
insbesondere Oxalat und Citrat, in der Apoplastenfliissigkeit aufgrund ihres hohen Komplexie-
rungsvermogens fiir Ca-lonen eine gro3e Bedeutung zukommen. Mit dem Ziel die Konzentration
organischer Sdure-Anionen im Blattapoplasten zu beeinflussen, wurde ein Versuch mit unter-
schiedlichen N-Angebotsformen durchgefiihrt. Pflanzen der Sorten 'Adelheid' (Ca-ineffizient) und
'‘Bintje' (Ca-effizient) wurden bei reiner NO;-Erndhrung, sowie reiner NH;-Erndhrung und
NH4NOs-Erndhrung bei jeweils drei unterschiedlich hohen Ca-Angeboten kultiviert.

Bei allen drei N-Erndhrungsformen zeigte die Sorte 'Adelheid' bei dem hier betrachteten Blattalter
(BPI 3,5) eine deutliche starkere Auspragung an Ca-Mangelsymptomen (Abb. 52). Beiden Sorten
war gemeinsam, dafl bei NH;- und NH,NO;-Erndhrung die Blattrandnekrosen stirker ausgepragt

waren als bei NO3-Erndhrung (Abb. 52).
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Abb. 52: Auspragung von Ca-Mangelsymptomen (Blattrandnekrosen) junger Kartoffelblatter (BPI
3,5) der Sorte 'Adelheid' und 'Bintje’ bei unterschiedlicher Form der N-Erndhrung und
unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nahrlosung fiir 21 d (n = 6)

Unabhingig von der Form der N-Erndhrung und dem Ca-Angebot konnte bei allen Pflanzen in der
AWF der Blitter mit BPI 3,5 Succinat und Fumarat nachgewiesen werden (nicht dargestellt).
Citrat und Malat lieBen sich nur bei einigen NOs-erndhrten Pflanzen in der AWF nachweisen.
Hingegen konnte bei allen NOs-erndhrten Pflanzen Oxalat in der AWF nachgewiesen werden
(Abb. 53). Demgegeniiber lie sich bei den NH4;NOs- sowie den NH;-erndhrten Pflanzen Oxalat
nur bei Pflanzen mit niedrigem Ca-Angebot (60, 30 uM) nachweisen, nicht jedoch bei allen Pflan-
zen mit hohem Ca-Angebot (1000 uM). Ein Einflul der Form der N-Erndhrung auf die Hohe der
Oxalat-Konzentration in der Apoplastenfliissigkeit lie3 sich varianzanalytisch absichern (Abb. 53).
Uber alle Ca-Angebotsstufen betrachtet war die Oxalat-Konzentration im Blatt-apoplasten von
NOjs-erndhrten Pflanzen hoher als bei NH;NO;- und bei NHy-erndhrten Pflanzen (Abb. 53).

Die beiden unterschiedlich Ca-effizienten Sorten unterschieden sich in der Oxalat-Konzentration
der Apoplastenfliissigkeit nicht signifikant voneinander und auch die Mittelwerte der Oxalat-
Konzentrationen wiesen keinen eindeutigen Trend auf.

In der AWF wurde die Gesamt-Ca-Konzentration atomabsorptionsspektrometrisch und die Kon-
zentration des in freien Ca®" , d.h. die Aktivitit, potentiometrisch bestimmt. Die auf die Apopla-
stenfliissigkeit bezogene Ca-Konzentration und Ca*"-Aktivitit sind in Abb. 54 dargestellt.

Bei keinem Ca-Angebot sowie bei keiner Form der N-Erndhrung lieBen sich signifikante Unter-
schiede zwischen den beiden unterschiedlich Ca-effizienten Sorten in der Konzentration des Ge-
samt-Ca sowie des freien Ca*" der Apoplastenfliissigkeit feststellen.

Das unterschiedlich hohe Ca-Angebot beeinflufite sowohl die Konzentrationen des Gesamt-Ca als
auch die des ionischen Ca*" der Apoplastenfliissigkeit. So waren bei NO;-Ernéhrung die Konzen-

tration des Gesamt-Ca sowie des ionischen Ca*" der Apoplastenfliissigkeit bei 30 pM Ca- Angebot
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Abb. 53: Oxalat-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelblitter (BPI 3,5) der
Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei unterschiedlicher Form der N-Erndhrung und unter-
schiedlich hohem Ca-Angebot der Néhrlosung fiir 21 d (n =5 - 6; nach Tukey-Test bei p
< 0,05 bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Sorten innerhalb einer
N-Form und eines Ca-Angebotes, sowie zwischen den N-Formen innerhalb einer Sorte
und eines Ca-Angebotes des weiteren zwischen den Ca-Angeboten innerhalb einer Sorte
und einer N-Form)

in der Néhrlosung im Mittel jeweils um Faktor 5 niedriger als bei 1000 uM Ca. Bei NH,- sowie bei

NH4NO;-Eméhrung lag dieser Faktor zwischen 2 und 4. Ein Vergleich der absoluten Grofen der

Konzentrationen des Gesamt-Ca und des ionischen Ca*" der Apoplastenfliissigkeit zeigt, daB bei

NO;-Ernéhrung im Mittel nur 44 % des Ca der Apoplastenfliissigkeit in ionischer Form vorliegt.

Bei NH,-Erndhrung betrégt dieser Anteil 49 % und bei NH;NO;-Erméhrung 77 %.

Signifikante Unterschiede in der Ca>*-Aktivitit zwischen den N-Ernihrungsformen wurden nicht

festgestellt. Bei dem niedrigsten Ca-Angebot deutete sich aber an, dal bei NOs-Erndhrung die

Ca’"-Aktivitit in der Apoplastenfliissigkeit niedriger war als bei NH;NOs- und bei NH,-Ernihrung

(Abb. 54). In Zusammenhang mit der geringeren Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen bei NOs-

Ermndhrung im Vergleich zu NH4,NO;- und NH4-Emnéhrung betrachtet (Abb. 52), ergab sich keine

ne-gative Beziehung zwischen der Ca®'-Aktivitit und der Symptomausprigung. Auch ein enger

Zusam-menhang zwischen der Ca®"-Aktivitdt und der genotypischen Ca-Effizienz ergabt sich

nicht. So zeigt-en die beiden Sorten bei reiner NH,-Erndhrung eine unterschiedliche Auspragung

von Ca-Mangel-symptomen (Abb. 52) bei gleich hoher Ca*"-Aktivitit in der Apoplastenfliissigkeit

(Abb. 54). Zusammenfassend kann gesagt werden, daf} die hohere Ca-Effizienz der Sorte 'Bintje'

im Vergleich zu der Sorte 'Adelheid' nicht mit einer héhere Ca-Konzentration oder einer hoheren

Ca’*-Aktivitit in der wiBrigen Phase des Blattapoplasten junger Blitter erklirt werden konnte.
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Abb. 54: Konzentration des Gesamt-Ca und des ionischen Ca®* der Apoplastenfliissigkeit junger
Kartoffelblatter (BPI 3,5) der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei unterschiedlicher Form
der N-Erndhrung und unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nihrlosung fiir 21 d
(n =5 - 6; Mittelwertvergleich zwischen den Sorten nach Tukey-Test bei p < 0,05)
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3.4.4 Ca-Gehalt der Zellwand

Wihrend die Ca-Konzentration in der Apoplastenfliissigkeit keine Erklarungsansatz fiir die Unter-
schiede in der Ca-Effizienz zwischen den Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bieten, konnte ein Erkla-
rungsansatz in den Ca-Gehalten der Zellwand liegen. Insbesondere im Hinblick auf den Einfluf3
von Ca auf die Degradation der Pektinsubstanz kénnte dem zellwandgebundenem Ca eine beson-
dere Bedeutung zukommen.

Es konnten allerdings auch keine signifikanten Unterschiede in den Ca-Gehalten isolierter Zell-
wiander (AIR) junger Blitter zwischen den unterschiedlich Ca-effizienten Sorten festgestellt wer-
den (Abb. 55). Die Ca-Gehalte der Zellwand junger Kartoffelblatter der beiden Sorten 'Adelheid'
und 'Bintje' wurden durch ein niedriges Ca-Angebot signifikant erniedrigt. Der Unterschied in den
Ca-Gehalten zwischen hohem und niedrigem Ca-Angebot betrug bei der Sorte 'Adelheid' Faktor
4,4 und bei der Sorte 'Bintje' 3,7.

Zwischen den Ca-Gehalten der Zellwand und der Stirke der Symptomauspragung bestand bei der
Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid’ ein signifikanter Zusammenhang (Abb. 56).
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Abb. 55: Ca-Gehalt isolierter Zellwénde (AIR) junger Blitter (BPI 2 -4) der Kartoffelsorten
'Adelheid' und 'Bintje' bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Néhrlosung fiir 30 d
(n =4 -5; verschiedene kleine Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwi-
schen den Ca-Angeboten innerhalb einer Sorte und verschiedene grofe Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Sorten innerhalb eines Ca-
Angebotes nach Tukey-Test bei p < 0,05)
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Allerdings war der Erklarungswert fiir die Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen durch die Ca-
Gehalte der Zellwand mit 68 % nur leicht hoher als der entsprechende Erklarungswert der Gesamt-
Ca-Gehalte der Blatter mit 59 %. Bei der Sorte 'Bintje' ergabt sich zwischen den Ca-Gehalten der
Zellwand und der Symptomauspragung ein deutlich schwicherer Zusammenhang als zwischen den
Gesamt-Ca-Gehalten der Blatter und der Symptomauspragung (Abb. 56). Die Ca-Gehalte der Zell-
wand lieferten keinen hinreichenden Ansatz die unterschiedliche Ca-Effizienz der beiden unter-
suchten Kartoffelsorten kausal zu erkldren, da keine Sortenunterschiede in diesem Parameter

bestanden (Abb. 55, 56A).
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Abb. 56: Beziehung zwischen der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen und (A) dem Ca-Gehalt
isolierter Zellwénde (AIR) und (B) dem Gesamt-Ca-Gehalte junger Blétter (BPI12 - 4)
der Kartoffelsorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der
Néahrlosung fiir 30 d
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3.5 Untersuchung der Aktivitit Pektin-modifizierender Enzyme

Da es Hinweise aus der Literatur gibt, dal der Ca-Versorgungsgrad des pflanzlichen Geweben
einen Einflul auf die Aktivitit pektolytischer Enzyme hat, wurden diesbeziiglich Untersuchungen
vorge-nommen. Dabei ist zum einen die Polygalakturonase (PG) interessant, die gering methylier-
tes Pektin degradieren kann, und des weiteren die Enzyme Pektinmethylesterase und [3-
Galaktosidase, die die Pektinsubstanz so verdndern kénnen, daf} es leichter durch die PG degradiert

werden kann.

Ein deutlicher EinfluB des Ca-Status der Blitter auf die Aktivitit der Pektinmethylesterase
(Abb. 57) junger Kartoffelblitter wurde nicht beobachtet. Auch die Sorten unterschieden sich nicht

signifikant in ihrer Aktivitit der Pektinmethylesterase.

Die spezifische Aktivitit der B-Galaktosidase (Abb. 58) bei den Blattextrakten von Pflanzen der
Sorte 'Adelheid’ war bei dem niedrigsten Ca-Angebotes (30uM Ca) signifikant um Faktor 2 hoher
als bei 60 uM und 1000 uM Ca-Angebot. Bei der Sorte 'Bintje' war die Aktivitit der B-
Galaktosidase-Aktivitdt zumindest tendenziell bei 30 uM Ca-Angebot um Faktor 1,5 erhoht ge-
geniiber 60 uM und 1000 uM Ca-Angebot. Von der Aussage her ein dhnliches Ergebnis, allerdings
mit groflerer Streuung behaftet, zeigte sich, wenn statt dem Proteingehalt die Frischmasse als

Bezugsbasis verwendet wurde (Daten nicht dargestellt).

Die Aktivitét der Polygalakturonase (PG) (Abb. 59) im Homogenat junger Blétter der Sorte 'Adel-
heid' nahm mit abnehmendem Ca-Versorgungsgrad der Blitter um Faktor 2,5 zu. Ein &hnlicher
Einflul des Ca-Angebotes der Nahrlosung auf die Aktivitdt der PG bei der Sorte 'Bintje' konnte
nicht festgestellt werden. Auffillig war allerdings die etwa um Faktor 2 hohere Aktivitit der PG
bei Blattextrakten der Sorten 'Bintje’ gegeniiber der Sorte 'Adelheid'.
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Abb. 57: Aktivitat der Pektinmethylesterase im Homogenat junger Blitter (BPI 3) der Kartoffel-
sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nahrlosung fiir
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Abb. 58: Aktivitit der B-Galaktosidase im Homogenat junger Blitter (BPI 3) der Sorten 'Adelheid'
und 'Bintje' bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Néhrlosung fiir 30 d (n=15 - 6;
ver-schiedene kleine Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Ca-An-geboten innerhalb einer Sorte und verschiedene grofle Buchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Sorten innerhalb eines Ca-Angebotes nach Tu-
key- Test bei p < 0,05)
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Abb. 59: Aktivitdt der Polygalakturonase junger Blétter (BPI 3) der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje°
bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot der Nahrlosung fiir 30 d (n=5 - 6; verschiedene
kleine Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ca-Angeboten
innerhalb einer Sorte und verschiedene grofe Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unter-schiede zwischen den Sorten innerhalb eines Ca-Angebotes nach Tukey-Test bei p
<0,05)
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4 DISKUSSION

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Fragen hinsichtlich der Beziechung zwischen Ca-Erndhrung
und Integritdt der Pektinsubstanz sollten nicht nur an Kartoffelpflanzen mit unterschiedlichem Ca-
Versorgungsgrad untersucht werden, sondern vielmehr unterstiitzt werden durch die Untersuchung
von Kartoffelsorten, die sich in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber einem niedrigen Ca-Angebot in
der Nihrlosung, und damit in ihrer Ca-Effizienz unterscheiden. Daher wird im ersten Teil der
Diskussion auf die Identifzierung Ca-effizienter Genotypen und die Stabilitdt genotypischer Unter-
schiede in der Ca-Effizienz eingegangen. Der zweite Teil setzt sich mit der wesentlichen Frage
nach der moglichen ursdchlichen Beteiligung biologisch aktiver Oligogalakturonide an der Aus-

pragung von Ca-Mangelsymptomen auseinander.

Genotypische Unterschiede in der Ca-Effizienz

Fiir die Identifizierung unterschiedlich Ca-effizienter Genotypen wurden, dhnlich wie in den
Arbeiten von ENGLISH & MAYNARD (1981) als auch GIORDANO et al. (1982), als Kriterien nicht
nur das Wachstum bei niedrigem Ca-Angebot, sondern auch die Ausprigung von Ca-
Mangelsymptomen (Blattrandnekrosen) herangezogen. Ein Ca-effizienter Genotyp sollte bei
niedrigem Ca-Angebot sowohl ein groBeres Wachstum als auch eine geringere Auspriagung von
Ca-Mangelsymptomen aufweisen als ein Ca-ineffizienter Genotyp.

Mit dem Ziel Genotypen zu identifizieren, die sich deutlich in ihrer Ca-Effizienz unterscheiden,
wurde in einem Néhrlosungsversuch (dessen Ergebnisse im Anhang 7.3 dargestellt wurden) unter
kontrollierten Klimakammer-Bedingungen ein weites Spektrum an Solanum-Genotypen, das Wild-
arten, Primitivformen und Kultursorten der Kartoffel umfasste, auf ihre Ca-Effizienz untersucht.
Die Unterschiede in der Ca-Effizienz zwischen den untersuchten Solanum-Genotypen sind im
Vergleich zu den Unterschieden in der Ca-Effizienz, die ENGLISH & MAYNARD (1981) fiir Ly-
copersicon-Genotypen beschrieben haben, als gering anzusehen. Bei Untersuchung der Ca-
Effizienz von 44 Lycopersicon-Genotypen zeigte der Ca-effizienteste Genotyp keine Auspragung
von Ca-Mangelsymptomen und eine hohere Trockenmasse als die Ca-ineffizientesten Genotypen.
Demgegeniiber zeigten die hier untersuchten Solanum-Genotypen zwar auch Unterschiede im
Wachstum bei dem niedrigsten Ca-Angebot (Tab. 19), aber alle Genotypen reagierten auf das
niedrige Ca-Angebot der Nahrlosung mit einer, wenn auch unterschiedlich starken, Ausprigung
von Ca-Mangelsymptomen (Abb. 67). Wihrend in hier neben einem Wachstumsparameter auch
die Stirke der Ca-Mangelsymptome fiir die Einschitzung der Ca-Effizienz herangezogen wurden,
wird in der Literatur (GRAHAM, 1984; CLARK, 1990; GOURLEY et al., 1994) der Begriff der Nahr-
stoff-Effizienz meist lediglich in Zusammenhang mit dem Wachstum oder Ertrag verwendet.
Genotypische Unterschiede in der gebildeten Trockenmasse bei suboptimalem Nahrstoff-Angebot,

und damit die Unterschiede in der Nahrstoff-Effizienz, konnen zum einen auf einer effizienten
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Aufnahme des Niahrstoffes (Aufnahme-Effizienz) und zum zweiten auf einer effizienten Nutzung
des aufgenommenen Nihrstoffes zur Trockenmassen-Bildung (Verwertungs-Effizienz) beruhen
(SATTELMACHER et al., 1994). Bei den untersuchten Solanum-Genotypen zeigte sich, daf die
genotypischen Unterschiede in der Nutzung des Ca-Angebotes der Nahrlosung zur Trockenma-
ssen-Bildung im wesentlichen auf einer effizienten Aufnahme von Ca (Aufnahme-Effizienz) und
weniger auf einer effizienten Verwertung des aufgenommenen Ca (Verwertungs-Effizienz)
(Tab. 23). Demgegeniiber konnten GERLOFF und Mitarbeiter (GIORDANO et al., 1982; GABELMAN
& GERLOFF, 1983) bei der Untersuchung der Ca-Effizienz von 138 Lycopersicon-Genotypen
sowohl aufnahme-effiziente als auch verwertungs-effziente Genotypen identifizieren und Genoty-
pen mit einer hohen Aufnahme-Effizienz und gleichzeitig einer hohen Verwertungs-Effizienz.
ENGLISH & MAYNARD (1981) fiihrten die Unterschiede in der Ca-Effizienz zwischen den unter-
suchten 44 Lycopersicon-Genotypen hauptsachlich auf Unterschiede in der Verwertungs-Effizienz
zuriick.

Innerhalb der untersuchten 16 Solanum-Genotypen stellten sich die Sorte 'Bintje' zusammen mit
der Wildart S. chacoense als die Genotypen mit der hochsten Ca-Effizienz heraus und die Sorte
'Ijsselster' als der Ca-ineffizienteste Genotyp. Da als Ca-effizientester und Ca-ineffizientester
Genotyp jeweils eine Kultursorte identifiziert wurde, konnte auf eine weitere Verwendung von

Wildarten und Primitivformen der Kartoffel verzichtet werden.

Um zu priifen, ob klimatische Bedingungen einen EinfluB3 auf die Unterschiede in der Ca-Effizienz
zwischen Kartoffelsorten haben, wurden sechs Kartoffelsorten parallel unter Gewachshaus-Bedin-
gungen sowie unter kontrollierten Klimakammer-Bedingungen auf ihre Ca-Effizienz untersucht.
Die Gewéchshauspflanzen bildeten wihrend der Kulturdauer von 30 Tagen bei hohem Ca-Angebot
(1000 uM) in der Nidhrlosung eine dhnlich hohe Trockenmasse wie die Klimakammerpflanzen
(Abb. 20). Anhand der Arbeit von MIDMORE & PRANGE (1992) kann davon ausgegangen werden,
daB der Lichtsittigungspunkt von Kartoffelpflanzen bei einer PAR von 200 pmol m™s™” (ent-
spricht der Klimakammer-Bedingung) noch nicht erreicht ist. Sofern nicht andere Faktoren
wachstumsbegrenzend sind, kann erwartet werden, dall sich eine hohere PAR positiv auf die
Trockenmassen-Bildung auswirkt. Die Lufttemperatur im Gewéchshaus war mit durchschnittlich
27 °C am Tag hoher als in der Klimakammer mit 20 °C. INGRAM & MCCLOUD (1984) ermittelten
fiir das Sprof3- und Wurzelwachstum von Kartoffelpflanzen eine optimale mittlere Lufttemperatur
von 22 — 24 °C, wobei allerdings Unterschiede in der Hitzetoleranz zwischen Kartoffel-Genotypen
dokumentiert sind (SATTELMACHER et al., 1990, MIDMORE & PRANGE, 1991). Da im Gewéichs-
haus die Lufttemperatur nicht konstant 27 °C betrug, sondern an einigen Tagen in der Mittagszeit
bei wolkenlosem Himmel die Lufttemperatur bis zu 33 °C erreichte, konnten diese groBeren Ab-

weichungen von der Optimaltemperatur dazu beitragen, daB3 in dieser Zeit der Trockenmasse-
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Aufbau trotz hoherer Lichtintensitdt im Gewédchshaus nicht erh6ht war. Hinzu kommt, dal3 die
Tagesldnge (Dauer der Lichtphase) in der Klimakammer mit 16 h langer war als die astronomische
Tageslidnge, welche die Gewachshauspflanzen erfahren haben, mit 15,3 h zu Versuchsbeginn und
13,4 h zu Versuchsende. Umgekehrt bedeutet die kiirzere Lichtphase fiir die Gewachshauspflanzen
eine ldngere Dunkelphase und damit einen ldngeren Zeitraum der Dunkelrespiration. Es kann
vermutet werden, daf} die langere Dunkelphase und die hohere Nacht-Temperatur im Gewéachshaus
(durchschnittlich 19 °C) im Vergleich zur Klimakammer (14 °C) zu einem gréfleren Abbau der
tagsiiber aufgebauten Assimilate fiihrte. Der zuletzt genannte Aspekt diirfte von gréB3erer Relevanz
sein, insbesondere vor dem Hintergrund, daf innerhalb des physiologischen Temperaturbereiches
bei einer Temperaturerhohung von 10 °C von einer Verdopplung der Atmungsrate ausgegangen
wird (TAIZ & ZIEGLER, 2000).

Geht man unter Gewiachshaus-Bedingungen tagsiiber von einem groferen Aufbau an Trockenma-
sse (aufgrund der hoheren Strahlungsintensitdt und trotz groBBerer Abweichungen von der Opti-
maltemperatur) und nachts von einem ebenfalls groBeren Abbau an Trockenmasse (aufgrund der
hoheren Temperaturen) aus, so konnte das eine Erklarung fiir die dhnlich hohe Trockenmasse von
Gewichshaus- und Klimakammerpflanzen bei hohem Ca-Angebot (1000 uM) liefern.

Bei niedrigem, wachstumsbegrenzendem Ca-Angebot (30 uM) kann vermutet werden, daf3 auf-
grund des suboptimalen Ca-Angebotes die Gewdchshauspflanzen tagsiiber nicht mehr Trockenma-
sse bildeten als die Klimakammerpflanzen, aber da die Gewéachshauspflanzen nachts mehr Assi-
milate wieder veratmen als die Klimakammerpflanzen, kénnte sich anhand dessen die tendenziell
niedrigere (Netto-) Trockenmasse der Gewachshauspflanzen im Vergleich zu den Klimakammer-

pflanzen (Abb. 20) erkldren lassen.

Auffillig war bei dem dargestellten Versuch, dafl die Ca-Gehalte der Blitter der Gewéchshaus-
pflanzen bei hohem Ca-Angebot durchschnittlich 40 % hoher und bei niedrigem Ca-Angebot
durchschnittlich 90 % hoéher waren als die der Klimakammerpflanzen (Abb. 22). Diese erhdhten
Blatt-Ca-Gehalte konnten nicht iiber eine entsprechend hohere Ca-Aufnahme der Gewéchshaus-
pflanzen erklart werden. Vielmehr wurde sowohl bei hohem Ca-Angebot als auch bei niedrigem
Ca-Angebot ein deutlicher Einflul der unterschiedlichen Umweltbedingungen auf die Verlagerung
des aufgenommenen Ca in die Blétter festgestellt. Dabei war die Ca-Akkumulation in den Blattern
unter Gewéchshaus-Bedingungen im Vergleich zu den Klimakammer-Bedingungen erhoht
(Abb. 23). Eine Erkldrung fiir die groere Akkumulation von Ca in den Blittern konnte in der
hoheren Transpirationsbeanspruchung der Gewachshauspflanzen im Vergleich zu den Klimakam-
merpflanzen am Tag liegen. Die Transpirationsbeanspruchung von Bléttern hingt ab von dem
Wasserdampf-Sattigungsdefizit der Luft (WSD) und der Strahlungsenergie (AIKMAN & HOUTER,

1990). Ubereinstimmend zeigen die Arbeiten von ARMSTRONG & KIRBY (1979) und HO (1989) an
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Tomatenpflanzen, dal} eine hohe Transpirationsbeanspruchung am Tag, bedingt durch ein hohes
WSD, stirker die Verteilung des aufgenommenen Ca innerhalb der Pflanze beeinflusst als die Ca-
Aufnahme der Pflanzen. Dabei flihrte ein hohes WSD im Vergleich zu einem niedrigen WSD zu
einer Akkumulation von Ca in den Blittern und einem geringeren Anteil der Gesamt-Ca-Menge in
den Stengeln (ARMSTRONG & KIRKBY, 1979; HO, 1989). Hohere Ca-Gehalte in Bléttern bei ho-
hem WSD im Vergleich zu niedrigem WSD stellten auch BAKKER & SONNEVELD (1988), ADAMS
& HAND (1993) und ADAMS & HO (1995) an Tomaten- und Gurkenpflanzen fest.

Ca wird im Xylem nicht lediglich mit dem Transpirationsstrom weiterverlagert, sondern unterliegt
Austauschadsorptionsvorgdngen an den negativen Bindungsstellen des Xylems (BELL &
BIDDULPH, 1963; ISERMANN, 1970). Die Retention von Ca an den Xylemzellwidnden ist bei stei-
gender FluBrate (EMMERT, 1969) sowie bei hoherem im Vergleich zu niedrigerem Ca-Angebot
(CHIU & BOULD, 1969) vermindert. Moglicherweise ist das der Grund dafiir, da8 unter Gewéch-
hausbedingungen bei hohem Ca-Angebot der Anteil der Ca-Menge in den Blattern von der Ge-
samt-Ca-Menge durchschnittlich 80 % und bei niedrigem Ca-Angebot nur 70 % betrug.

Bisher wurden die unter Gewédchshaus-Bedingungen im Vergleich zu Klimakammer-Bedingungen
erhohten Blatt-Ca-Gehalte mit den unterschiedlich hohen Transpirationsbeanspruchungen der
Pflanzen am Tag in Zusammenhang gebracht. Das schlieBt eine Bedeutung des Wurzeldrucks
nachts an der Translokation von Ca in die Blétter nicht aus. Allerdings wird dem néchtlichen
Wurzeldruck eine groBiere Bedeutung fiir die Ca-Versorgung schwach transpirierender Organe, wie
den jlingsten Blittern, beigemessen und weniger fiir die stirker transpirierenden jungen und alten
Blattern (CLARKSON, 1984). AuBerdem ist auch die Rolle des nédchtlichen Wurzeldrucks fiir die
Ca-Versorgung der jiingsten Blitter nicht zweifelsfrei geklart, da diesbeziiglich gegensétzliche
Versuchsergebnisse existieren (BRADFIELD & GUTRIDGE, 1979; VAN DE GEIIN & SMEULDERS,
1981; HO, 1989; CHOI et al., 1997). Ob der nichtliche Wurzeldruck, und damit die transpirations-
unabhéngige Verteilung von Ca innerhalb der Pflanze, in dem durchgefiihrten Versuch eine Rolle
spielte, ist fraglich, da aufgrund des néchtlichen WSD von 0,4-0,5 kPa der Wurzeldruck vermut-
lich von dem Sog bedingt durch die kutikuldre Transpiration iiberlagert wird.

Die hoheren Blatt-Ca-Gehalte der Gewéchshauspflanzen gingen bei 30 uM Ca-Angebot bei vier
Sorten ('Adelheid', 'Arnika’, 'I[jsselster' und 'Ultimus') einher mit einer geringeren Auspriagung von
Ca-Mangelsymptomen im Gewidchshaus im Vergleich zur Klimakammer (Abb. 21, Abb. 22).
Hingegen zeigten zwei Sorten (‘Bintje', 'San Michele') trotz hoherer Blatt-Ca-Gehalte unter Ge-
wichshaus-Bedingungen eine dhnliche Auspridgung von Ca-Mangelsymptomen wie unter Klima-
kammer-Bedingungen. Die unter Gewéchshaus-Bedingungen erreichte Erhhung der Blatt-Ca-Ge-
halte hatte bei diesen beiden Sorten somit keine verminderte Ausprigung von Ca-

Mangelsymptomen zur Folge.
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Aufgrund der geringeren Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen und dhnlich hohem Wachstum
bei niedrigem Ca-Angebot erwies sich unter beiden klimatischen Bedingungen die Sorte 'Bintje' als
Ca-effizient gegeniiber der Sorte 'Adelheid'. Hier bestanden genotypische Unterschiede in der Ca-
Effizienz, die auch unter verschiedenen klimatischen Bedingungen stabil waren. Allerdings wurde
auch deutlich, dall unter verschiedenen klimatischen Bedingungen die quantitativen Effizienzun-
terschiede zwischen den zwei Sorten unterschiedlich waren, mit groferen Unterschieden unter
Klimakammer-Bedingungen. Bei dem Vergleich der Sorte 'San Michele' mit 'Adelheid' und 'Bintje'
bestand eine Genotyp x Umwelt Interaktion. Bei den iibrigen drei Sorten 'Arnika’, 'Ijsselster' und
'Ultimus' deutete sich ebenfalls an, daB die Klimabedingungen einen Einflufl auf Ca-Effizienz der
jeweiligen Sorte hatten, allerdings waren die Unterschiede in der Ca-Effizienz zwischen diesen
Sorten an sich sehr gering. Somit hatten die Klimabedingungen einen Einflufl auf die Rangfolge
der sechs Sorten hinsichtlich ihrer Ca-Effizienz. Da die Unterschiede in der Ca-Effizienz zwischen
den beiden Sorten 'Adelheid' (Ca-ineffizient) und 'Bintje' (Ca-effizient) im Vergleich zu anderen
Sorten grof3 und stets gleichgerichtet waren, wurden die weiteren Arbeiten nur noch mit diesen

beiden Sorten durchgefiihrt.

Da Stickstoff von allen Néhrelementen in der Regel in der grofiten Menge aufgenommen wird,
werden die Gehalte an den iibrigen lonen, so auch an Ca, in der Pflanzen davon beeinfluf3t, ob
Stickstoff als Nitrat oder Ammonium angeboten wird (MARSCHNER, 1986). Es wurde daher unter-
sucht, in wie weit die Form der N-Erndhrung (NOs;, NH4NO;, NHy) einen EinfluB auf die Unter-
schiede in der Ca-Effizienz der Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' hat.

In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen an Kartoffeln (POLITZOTTO et al., 1975; CAO &
TIBBITS, 1993) erreichten beide Kartoffelsorten bei NH4;NO;-Erndhrung eine deutlich hohere
Frischmasse als bei ausschlieBlicher NO;- oder NHy-Erndhrung, wobei absicherbare Unterschiede
in der gebildeten Blatt-Frischmasse bestanden (Abb. 31). Die Pflanzen erreichten bei ausschlieB3li-
cher NOs-Erndhrung eine dhnlich hohe Frischmasse wie bei ausschlieBlicher NH4-Erndhrung,
unabhéngig von der Sorte. Im Vergleich zu dem hier dargestellten Versuch lassen sich in der
Literatur groBBere Unterschiede im Wachstum von Kartoffelpflanzen bei ausschlielicher NO;- und
NHy-Erndhrung finden (DAVIS et al., 1986; CAO & TIBBITS, 1993). So stellten CAO & TIBBITS
(1993) Unterschiede in der SproBtrockenmasse von Faktor 3,5 zwischen ausschlieBlicher NOs- und
ausschlielicher NH4-Erndhrung von fiinf Wochen alten Kartoffelpflanzen in NFT-Kultur bei pH
5,5 fest. Allerdings war das N-Angebot mit 4 mM deutlich hoher als in dem hier durchgefiihrten
Versuch mit 1 mM N. Neben dem Lichtangebot, der Temperatur und dem pH-Wert des Wurzel-
mediums kann die Wachstumsreaktion von Pflanzen auf eine unterschiedliche Form der N-
Erndhrung von der Hohe des N-Angebotes beeinflusst werden (GERANDAS et al., 1997; WIESLER,

1997; CAO & TIBBITS, 1998). Untersuchungen an verschiedenen Pflanzenarten wie Kartoffel
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(GERANDAS & SATTELMACHER, 1990), Tomate (WILCOX et al., 1985), Raps (MALHI et al., 1988)
sowie Weizen (COX & REISENAUER, 1973) zeigen, dal} das Wachstum im fiir maximales Wachs-
tum suboptimalem Konzentrationsbereich an N bei ausschlieBlicher NH;-Erndhrung im Vergleich
zu ausschlieBlicher NO;-Erndhrung verbessert oder zumindest nicht beeintrachtigt war. Nach den
Ergebnissen von CAO & TIBBITS (1998) stellt ein N-Angebot von 1 mM fiir Kartoffelpflanzen in
Wasserkulturen eine, hinsichtlich des Wachstums, sowohl bei NOs- wie auch bei NH;-Angebot
suboptimale Konzentration dar. In dem untersuchten Konzentrationsbereich von 0,5 bis 12 mM N
erreichten die Kartoffelpflanzen nach 5 - 6 Wochen das hochste Wachstum bei 2 —4 mM NH,-
Angebot sowie bei 4 bis 10 mM NO;z-Angebot. Mdglicherweise reagierten die Pflanzen in den
Versuchen von CAO & TIBBITS (1993) empfindlicher auf ein ausschlieBliches NH4-Angebot, da
hier die Pflanzen nach der in vitro Kultur direkt den unterschiedlichen Behandlungen ausgesetzt
wurden. Dagegen wurden die Pflanzen, in dem hier dargestellten Versuch, zunidchst 6 Tage bei
ausschlieBlichem NO;-Angebot vorkultiviert. Da die Assimilation eines NHy-lons energetisch
weniger aufwendig ist als die Assimilation eines NOs-lons (MARSCHNER, 1986) konnten NH,-
erndhrte Pflanzen einen gewissen energetischen Vorteil gegeniiber NO;-erndhrten Pflanzen besit-
zen. Aber die Aufnahme von NH, erfordert dessen vollstindige Assimilation in den Wurzeln
(GIVAN, 1979), wihrend NOs in den Vakuolen gespeichert werden kann (MARSCHNER, 1986).
Hinzu kommt, daB} bei gleichzeitigem Angebot beider N-Formen bei vielen Pflanzenarten NH,
bevorzugt aufgenommen wird (LEE & DREW, 1989; MACDUFF & JACKSON, 1991), und die Auf-
nahmerate von NH, hoher als die von NOj ist (HAGEMANN, 1984; BLOOM, 1994). Die hohere
Aufnahme und die Assimilation von NH, beanspruchen damit besonders bei jungen Pflanzen einen
hohen Anteil der Assimilate, die nicht zu dem vegetativen Wachstum beitragen kdnnen. Wenn
gleich vergleichende Untersuchungen dazu nicht vorliegen, so kann doch vermutet werden, daf} die
6 Tage Vorkultur (und damit verbunden insbesondere eine starke Zunahme der Assimilationsfla-
che) der in vitro vermehrten Pflanzen bei NOs-Angebot sich vorteilhaft auswirkte auf das Vermo-

gen der Pflanzen anschliefend NH, als N-Quelle zu nutzen.

Nach 21 d Kultur wurden noch keine absicherbaren Wachstumsunterschiede zwischen den unter-
schiedlich hohen Ca-Angebotsstufen innerhalb der jeweiligen Form der N-Eméhrung festgestellt
(Abb. 32), wohingegen deutliche Unterschiede in der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen
beobachtet wurden (Abb. 33). So zeigten die NOs-erndhrten Pflanzen bei niedrigem Ca-Angebot
die geringste Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen, NH,-erndhrten Pflanzen die stirkste Aus-
pragung und die NH4NO;-erndhrten Pflanzen nahmen eine Mittelstellung ein. In jedem Fall zeigte
jedoch die Ca-ineffiziente Sorte 'Adelheid' eine stirkere Symptomausprégung als die Ca-effiziente
Sorte 'Bintje', unabhéngig von der Form der N-Erndhrung. Im Gegensatz dazu stellten ENGLISH &

BARKER (1983) einen EinfluBl der Form der N-Erndhrung auf die Ca-Effizienz von fiinf Tomaten-
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Linien fest. Auch hier zeigten bei einer NH,-betonten Erndhrung (NH4:NOs-Verhéltnis von 90 :
10) die Pflanzen die stirkste Auspragung von Ca-Mangelsymptomen. Aber im Vergleich zu einer
ausschlieBlichen NOs- sowie NH4NOs-Erndhrung dnderte sich die Rangfolge der Tomatenlinien
hinsichtlich ihrer Ca-Effizienz, die anhand des Wachstums und der Ausprdgung von Ca-
Mangelsymtpomen beurteilt wurde. Allerdings wurden in dem Versuch von ENGLISH & BARKER
(1983) weder die Konzentration an Ca noch an anderen Nahrstoffen noch der pH-Wert der Nahrl6-
sung konstant gehalten. Damit wuchsen die Pflanzen nicht nur bei einem niedrigem Ca-Angebot,
welches sich in Verlauf der Kultur verminderte, sondern waren gleichzeitig einem zunechmendem
Stre3 durch den niedrigen pH-Wert der Néhrlosung bei der NH;-Erndhung ausgesetzt. Bei NH,-
betonter Erndhrung verminderte sich in diesem Versuch der pH-Wert auf 3,5.

In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen (KIRKBY & MENGEL, 1967; MURTADHA et al.,
1988; VAN BEUSICHEM et al., 1988; WIESLER, 1998) hatte dic Form der N-Erndhrung einen Ein-
fluB auf die Ca-Gehalte der Blétter. Bei reiner NO;-Erndhrung wurden unabhingig von dem Blat-
talter hohere Ca-Gehalte der Blitter festgestellt im Vergleich zu NH4NOs- und ausschlieB3licher
NH,-Erndhrung. Tendenziell waren die Blatt-Ca-Gehalte der NH4;NOs-erndhrten Pflanzen hoher als
die der NH,-erndhrten Pflanzen. Diese Unterschiede waren aber gering im Vergleich zu jeweiligen
Unterschieden zu den Blatt-Ca-Gehalten der NOs-erndhrten Pflanzen. Innerhalb einer Sorte liefer-
ten die Ca-Gehalte der jungen Blatter fiir die Starke der Ca-Mangelsymptome bei unterschiedlich
hohem Ca-Angebot und unterschiedlicher Form der N-Ernghrung einen Erkldrungswert bis 37 %
(Abb. 34). Zwischen den beiden Sorten bestanden in Ca-Gehalten der jiingeren Blatter bei niedri-
gem Ca-Angebot keine absicherbaren Unterschiede. Die Ca-Gehalte der jungen Blitter konnten
somit die unterschiedliche Stirke der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen zwischen den Sorten

nicht hinreichend erkléren.

Bei Betrachtung der Ergebnisse der verschiedenen Versuche mit den beiden Sorten 'Adelheid' und
'Bintje' (3.2.2, 3.2.3) wiesen die jungen Blitter der Ca-effizienten Sorte 'Bintje' in keinem Fall
absicherbare hohere oder niedrigere Ca-Gehalte auf als die der Sorte 'Adelheid'. Die unterschiedli-
che Empfindlichkeit dieser beiden Sorten gegeniiber einem niedrigem Ca-Angebot in der Nahrlo-
sung, gemessen an Hand der Auspridgung der Ca-Mangelsymptomen, spiegelte sich somit nicht in
deutlichen Unterschieden in den Gesamt-Ca-Gehalten junger Blétter wider. Vor diesem Hinter-
grund war interessant zu priifen, ob sich, die von BEHLING et al. (1989) fiir unterschiedlich Ca-
effiziente Tomatenlinien beschriebenen, Unterschiede in der Ca-Konzentration im Zellwandbe-
reich bei diesen beiden unterschiedlich Ca-effizienten Kartoffelsorten feststellen lassen. Die Frage
war, ob sich die Unterschiede in der Stirke der Ca-Mangelsymptome zwischen diesen beiden

Sorten eher in Unterschieden in der Ca-Konzentration im Zellwandbereich als in den Gesamt-Ca-
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Gehalten bemerkbar machen, und damit der Apoplast das Kompartiment ist, indem sich genotypi-
sche Unterschiede in der Ca-Effizienz manifestieren.

Ein wesentliches Problem bei der Charakterisierung der Zusammensetzung der Apoplastenfliissig-
keit von Blattern liegt in der Zugéinglichkeit zu diesem Kompartiment. Im Laufe der Zeit wurden
verschiedene Methoden zur Gewinnung der apoplastischen Fliissigkeit verwendet: die Perfusions-
Methode (BERNSTEIN, 1971), die Druck-Methode (HARTUNG et al., 1988, JACHETTA et al., 1986),
die Elutions-Methode (LONG & WIDDERS, 1990), die Infiltrations-Zentrifugations-Methode
(KLEMENT, 1965; ROHRINGER et al., 1983; SPEER & KAISER, 1991; THOMAS & RUNGE, 1988), die
Infiltration-Diffusions-Methode (BEHLING et al., 1989), die Zentrifugations-Methode (MEINZER &
MOORE 1988; DANNELL et al., 1995). Da die drei zuerst genannten Methoden sich aufgrund des
methodischen Aufwandes fiir Reihenuntersuchungen nicht eignen, wurde sich mit den drei {ibrigen
Methoden befalit. Die Anwendung der Zentrifugations-Methode, d.h. die Auszentrifugation der
reinen Blattapoplastenfliissigkeit ohne vorherige Infiltration, in dhnlicher Weise wie dieses von
DANNEL et al. (1995) fiir Sonnenblumenblatter beschrieben wurde, war bei Kartoffelblattern ohne
Beschéadigungen nicht moglich. Die Ermittlung der Konzentration des in der Apoplastenfliissigkeit
gelosten Ca erfolgte in dieser Arbeit mit zwei methodischen Ansédtzen: die Infiltration-
Zentrifugations-Methode und die von BEHLING et al. (1989) verwendete die Infiltrations-
Diffusions-Methode. Die Infiltrations-Diffusions-Methode stellt ein duBerst attraktiven methodi-
schen Ansatz dar, da durch die Verwendung von kleinen Blattscheiben die Moglichkeit der Be-
stimmung der apoplastischen Ca-Konzentration in hoher rdumlicher Auflésung moéglich sein sollte.
Da Ca-Mangelsymptome bei Kartoffelbldttern zuerst am Blattrand in Erscheinung traten, war die
Bestimmung der apoplastischen Ca-Konzentration speziell in diesem Blattbereich von besonderem
Interesse.

Ein Vergleich dieser beiden Methode zeigte (Abb. 48), dall bei Verwendung der Infiltrations-
Diffusions-Methode um Faktor 2-10 hohere Ca-Gehalte des Blattapoplasten ermittelt werden als
bei Verwendung der Infiltrations-Zentrifugations-Methode. Werden die ermittelten Ca-Gehalte des
Blattapoplasten umgerechnet in die Ca-Konzentration der Blattapoplastenfliissigkeit, so wiirden
diese bei Verwendung der Infiltrations-Zentrifugations-Methode im Bereich von 1,5 bis 7,5 mM
liegen. Bei Verwendung der Infiltrations-Diffusions-Methode betrug die ermittelte Konzentration
nach 1 h Inkubation im Mittel 15 mM. Nach 4 h Inkubation wiirde sich rein rechnerisch eine Kon-
zentration von 30 mM ergeben. Ein Vergleich mit apoplastischen Ca-Konzentrationen, die von
anderen Autoren mit unterschiedlichen oder gleichen Methoden ermittelt wurden, 146t die Ergeb-
nisse mit der Infiltrations-Zentrifugations-Methode fiir wahrscheinlicher erscheinen. So ermittelten
DANNEL et al. (1995) bei Sonnenblumen-Blattern mit der Zentrifugationsmethode apoplastische
Ca-Konzentrationen von 1,7 — 2,6 mM. Bei Ackerbohne ermittelten MUHLING & SATTELMACHER

(1995) mittels der Infiltration-Zentrifugations-Methode eine Ca-Konzentration der Blatt-
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apoplastenfliissigkeit im Bereich von 0,5 - 1 mM. Allerdings kdnnen pflanzenartspezifische Unter-
schiede in der apoplastischen Ca-Konzentration von Blattern nicht ausgeschlossen werden. Die
h6éheren Konzentrationen durch die Infiltrations-Diffusions-Methode lassen sich eher erkléren,
wenn beriicksichtigt wird, da8 bei der Infiltrations-Zentrifugations-Methode die Apoplastenfliis-
sigkeit im Mittel um Faktor 5 verdiinnt wurde, wéihrend bei der Infiltrations-Diffusions-Methode
die Apoplastenfliissigkeit mit einem Fliissigkeitsvolumen in Kontakt gebracht, dall um einen
Faktor von ca. 440 gréB3er ist. Wird die Zellwand als polyfunktioneller Austauscher betrachtet, an
dessen negativen Ladungsstellen Ca-Ionen mit unterschiedlicher Intensitdt gebunden sind, so ist
denkbar, dall indem der Austauscher mit einem groBeren Fliissigkeitsvolumen in Kontakt gebracht
wird, zusétzlich locker adsorbierte Ca-lonen von den Ladungsstellen desorbiert werden. Die in der
Inkubationsfliissigkeit nachweisbaren Ca-lonen wiirden demzufolge nicht nur das Ca aus der
wilrigen Phase des Blattapoplasten widerspiegeln, sondern auch ehemals an der Zellwand sor-
biertes Ca. Dadurch lieBe sich der Unterschied in dem Niveau der Gehalte an wasserloslichen Ca
des Blattapoplasten zwischen den beiden Methoden erklaren.

Fiir die Charakterisierung der Ca-Konzentration in der Apoplastenfliissigkeit ist damit die Infiltra-
tions-Zentrifugations-Methode im Vergleich zu der Infiltrations-Diffusions-Methode als die geeig-
netere Methode anzusehen.

Da aber BEHLING et al. (1989) mit der Infiltrations-Diffusions-Methode Unterschiede zwischen
unterschiedlich Ca-effzienten Tomatenlinien feststellen konnten, wurden in einem Versuch beide
Methoden angewendet. Mit beiden Methoden zeigte sich tibereinstimmend bei dem niedrigsten Ca-
Angebot (30 uM Ca) der Nahrlosung kein Unterschied in den Gehalten an wasserldslichen Ca des
Apoplasten junger Blitter zwischen den unterschiedlich Ca-effizienten Sorten 'Adelheid’ und
'‘Bintje' (Abb. 48). Bei Verwendung der Infiltrations-Zentrifugations-Methode deuteten sich iiber-
einstimmend in unabhéngigen Versuchen bei der Sorte 'Bintje' tendenziell hohere wasserlosliche
Ca-Gehalte (Abb. 48) bzw. hohere Ca-Konzentrationen in der Blattapoplastenfliissigkeit (Abb. 50)
bei 1000 uM Ca-Angebot an, die aber statistisch nicht absicherbar waren.

Da physiologisch betrachtet, der Ca-Aktivitdt in der Blattapoplastenfliissigkeit eine groflere Bedeu-
tung zukommen kann als der Gesamt-Konzentration, wurde mittels ionensensitiver Ca-Elektrode
die Ca-Aktivitdt in der Apoplastenwaschfliissigkeit ermittelt. Da Ca in der Blattapoplastenfliissig-
keit moglicherweise zum Teil in komplexierter Form vorliegt, konnten organischen Sdureanionen
und zwar insbesondere Oxalat und Citrat hierbei eine besondere Rolle zukommen. Interessant war
es daher, die Untersuchung an Pflanzen vorzunehmen, die bei verschiedenen N-Formen (NO;,
NH4NOs;, NH,) in der Nahrlosung kultiviert wurden, da die Erndhrung mit verschiedenen N-
Formen einen Einflu auf den Auf- und Abbau organischer Sduren in den Pflanzen hat
(MARSCHNER, 1986). So ist die Nitratreduktion mit einer Synthese organischer Sduren verbunden,

wodurch einer Erhéhung des pH-Wertes im Cytoplasma und einem positiven Ladungsiiberschuf3
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entgegengewirkt wird (RAVEN & SMITH, 1976). Umgekehrt kann der hohe Bedarf an Kohlenstoff-
geriisten und die durch die NH4-Assimilation bewirkte Protonenfreisetzung zu einer Verarmung an
organischen Séauren in den Wurzeln NHy-erndhrter Pflanzen beitragen. Bei der Untersuchung der
organischen Sduren in der AWF war von besonderem Interesse, ob durch die unterschiedliche
Form der N-Erndhrung die Konzentration an Oxalat und Citrat beeinflusst wird, da diese organi-
schen Saureanionen ein hohes Komplexierungsvermdgen fiir Ca besitzen. Wahrend Citrat nur in
der AWF einiger NO;-ernédhrter Pflanzen nachgewiesen werden konnte, zeigte sich ein Einflul} der
Form der N-Erndhrung auf die Oxalat-Konzentration (Abb. 53). Die Pflanzen mit ausschlieSlicher
NO;-Erndhrung wiesen tendenziell hohere Oxalat-Konzentrationen in der Blattapoplastenfliissig-
keit auf als die Pflanzen mit ausschliefSlicher NHy-Erndhrung. Die NH4NOs-erndhrten Pflanzen
nahmen diesbeziiglich eine Mittelstellung ein.

Die Ca-Aktivitdt war im Vergleich zu der Ca-Konzentration wesentlich geringer (Abb. 54) und
betrug bei ausschlieBlicher NO;-Erndhrung 21 — 28 %, bei NH4;NOs-Erndhrung 40 — 42 % und bei
NHy-Erndhrung 26 - 33 % der Ca-Konzentration. Da bei NH,-Erndhrung die Oxalat-Konzentration
in der AWF niedriger war als bei den NO;-erndhrten Pflanzen, hatte hier ein groflerer Prozentsatz
erwartet werden konnen. Inwieweit dieses Ergebnis auf andere Ca-Komplexoren in der AWF und /
oder auf Unterschiede in der Ionenstiarke bei NH;-Erndhrung im Vergleich zu NOs-Erndhrung zu-
riickzufiihren ist, kann derzeit nicht beantwortet werden. Wéhrend die Form der N-Erndhrung
einen Einflu3 auf die Ca-Konzentration hatte, bestand kein Einfluf3 auf die Ca-Aktivitit. Ein
Einfluf der untersuchten Kartoffelsorte lieB sich weder auf die Ca-Konzentration noch auf die Ca-

Aktivitit in der AWF feststellen.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, daf3 die Unterschiede zumindest zwischen den beiden unter-
suchten Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' in der Empfindlichkeit gegeniiber einem niedrigem Ca-
Angebot und damit die genotypischen Unterschiede in der Stirke der Auspridgung von Ca-
Mangelsymptomen sich nicht durch Unterschiede in der Ca-Konzentration oder in der Ca-Aktivitét
der Apoplastenfliissigkeit junger Blatter erkldren lassen konnten. Die von BEHLING et al. (1989)
fiir unterschiedlich Ca-effiziente Tomatenlinien beschriebenen Unterschiede in der diffusiblen Ca-
Konzentration des Zellwandbereichs junger Blitter konnten bei den beiden untersuchten, unter-

schiedlich Ca-effizienten Kartoffelsorten nicht festgestellt werden.

Oligogalakturonide im Blattapoplasten

In der Literatur ist beschrieben, daB Oligogalakturonide bestimmen Polymerisationsgrades (DP)
physiologische Reaktionen, wie Zellverbrdunungen und Nekrosen auslosen kénnen (CERVONE et
al., 1987, VAN CUTSEM & MESSIAEN, 1993). Weiter gibt es in der Literatur Hinweise auf eine

Degradation der Pektinsubstanz bei Zellsuspensionkulturen sowie bei Wurzelgewebe unter Ca-
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Mangelbedingungen (KONNO et al., 1984, 1999). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit am
Modell der Kartoffelpflanze die Frage nach einer moglichen ursidchlichen Beteiligung von Oligo-
galakturoniden an der Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen in Blittern untersucht.

Fiir die in der Literatur beschriebenen Untersuchungen der physiologischen Reaktionen, die durch
Oligogalakturonide induziert werden kénnen, wurden in der Regel in vitro Priaperationen verwen-
det, d.h. die Oligogalakturonide wurden durch Hydrolyse von Pektin oder Zellwandmaterial durch
Saure oder pektolytische Enzyme hergestellt (HAHN et al., 1981; NOTHNAGEL et al., 1983; DAVIS
et al., 1984; BRANCA et al., 1988; MESSIAEN et al., 1993). Fiir die Kldarung der biologischen Rele-
vanz von Oligogalakturoniden als endogene Signalmolekiile sind aber das in vivo Auftreten dieser
Oligogalakturonide sowie der Mechanismus und die Regulation der Freisetzung aus der Zellwand
von Bedeutung (COTE & HAHN, 1994). Mittlerweile wurden zwar in der Fraktion der wasserlosli-
chen Pektine von isoliertem Zellwandmaterial biologisch aktive Oligogalakturonide mit DP 4 - 12
nachgewiesen (MELOTTO et al., 1996). Damit aber diese Oligogalakturonide als Signalmolekiile
aktiv sein konnen, ist zuerst eine Freisetzung aus dem Pektin-Netzwerk in die waBirige Phase des
Apoplasten erforderlich, damit sie anschlieBend zu einem geeigneten Rezeptor an der Plasma-
membran gelangen konnen. AufschluBireicher als die Untersuchung der wasserloslichen Pektin-
Fraktion isolierter Zellwande sollte daher die Untersuchung der apoplastischen Fliissigkeit auf ihre
qualitative Oligogalakturonid-Zusammensetzung sein. Uberwiegend wurde in der hier vorliegen-
den Arbeit mit der Infiltrations-Zentrifugations-Methode gearbeitet. Bei der Verwendung von
Blattscheiben, wodurch eine hohere rdumliche Auflosung moglich war, wurde die Infiltrations-
Diffusions-Methode angewendet. Beiden Methoden ist gemeinsam, dal3 die Apoplastenfliissigkeit
verdiinnt wird. Diese Verdiinnung schlieft nicht die Moglichkeit aus, daB3 beispielsweise von
Zellwand schwach bzw. locker gebundene Ionen oder Komplexe in Losung gebracht werden, die
in vivo nicht in der Apoplastenfliissigkeit gelost vorliegen. Aber trotz dieser groBen, methodisch
bedingten, Unterschiede in der Verdiinnung der Apoplastenfliissigkeit, wurden mit beiden Metho-
den dhnliche Konzentrationen an Uronsduren in der Apoplastenfliissigkeit ermittelt.

Eine weitere Gemeinsamkeit der beiden Methoden besteht darin, dal das pflanzliche Gewebe
verletzt wird (Abschneiden der Fiederblétter, Ausstanzen der Blattscheiben). Die Arbeiten von
RYAN und seinen Mitarbeitern zeigen, da3 bei Tomatenpflanzen durch eine Verwundung von
Blattern die Bildung des Enzyms Polygalakturonase (PG) systemisch induziert werden konnte
(BERGEY et al., 1999; OROZCO-CARDENAS & RYAN, 1999). Es kann daher a priori die Moglich-
keit nicht ausgeschlossen werden, da3 die, in der verdiinnten Apoplastenfliissigkeit nachgewiese-
nen, Oligogalakturonide durch die Aktivitit einer, durch die Verwundung induzierten, PG gebildet
bzw. aus der Zellwand freigesetzt wurden. Allerdings zeigen die Untersuchungen von BERGEY et
al. (1999), daB} durch das ledigliche Abschneiden der Blitter von der Pflanze die PG noch nicht

induziert wurde. Erforderlich zur Induktion war vielmehr eine stirkere Verletzung der Blattlamina.
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AuBerdem wurde die erhdhte Aktivitdt der PG erst 1 — 2 h nach der Verwundung festgestellt und
des weiteren vermuteten BERGEY et al. (1999) an Hand ihrer Untersuchungen, daf3 diese induzierte
PG im Symplasten kompartimentiert ist. Diese genannten Aspekte sprechen daher gegen die Mog-
lichkeit, da8 die im Rahmen der Untersuchungen gefundenen Oligogalakturonide im Apoplasten

der Kartoffelblatter auf die Aktivitit einer wund-induzierbaren PG zuriickzufiihren sind.

Die Konzentration an Oligogalakturoniden in der Apoplastenfliissigkeit junger Blatter wurde {iber
die Quantifizierung der Monomeren in der AWF bestimmt. Bei hohem Ca-Angebot der Néhrlo-
sung lag die Uronsédure-Konzentration der Apoplastenfliissigkeit im Bereich von 2,2 - 3,9 mM Gal-
US-Eq. (im Mittel iiber verschiedene Versuche; Abb. 35, Abb. 40), dies entsprach auf Frischma-
ssen-Basis einem Uronsiure-Gehalt von 33 - 44 pg Gal-US-Eq. (g FM)". GroBenordnungsmiBig
liegen diese Gehalte nah bei dem von TERRY & JONES (1981) bei Erbsenstengeln (ebenfalls mit
der Infiltrations-Zentrifugations-Methode) ermittelten Uronsduren-Gehalten von 77 pug Gal-US-
Eq. (g FM)". Die bei hohem Ca-Angebot der Nihrlosung in der Apoplastenfliissigkeit junger
Kartoffelblétter auftretenden Uronséure-Mengen entsprachen ca. 0,5 - 1 % der Uronsédure-Mengen
isolierter Zellwénde. Der Uronsdure-Gehalt isolierter Zellwénde junger Kartoffelblétter (Tab. 13)
liegt mit 15 % in dem Bereich von Angaben fiir Blétter anderer dikotyler Pflanzen (HU et al.,
1996). Ein Einfluf} des Ca-Angebotes der Néhrlosung sowie der Kartoffelsorte auf den Uronsdure-
Gehalt isolierter Zellwinde nicht festgestellt werden. Die bei Ca-Mangel zusitzlich im Blat-
tapoplasten auftretenden Uronsdure-Mengen entsprachen weniger als 1 % der Uronsdure-Mengen
isolierter Zellwidnde und liegen damit im Bereich der Mefgenauigkeit der Bestimmungen der
Uronsdure-Gehalte von isoliertem Zellwandmaterial. Bilanziiberlegungen kdnnen daher keinen
Hinweis gegen, ob die bei Ca-Mangel, insbesondere bei der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid’,
verstirkt auftretenden Uronséduren ihren Ursprung in einer Degradation der Pektinsubstanz oder
einer beeintriachtigten Integration neu synthetisierter und sekretierter Pektin-Fragmente oder aber
auf eine erhohte Synthese und Sekretion von Pektin-Fragmenten bei Ca-Mangel zuriickzufiihren
sind.

Hinweise auf eine Degradation der Pektinsubstanz in Bléttern mit niedrigem Ca-Versorgungsgrad
lieBen sich, gemessen an Hand der Erhohung der Uronsdure-Konzentration in der Blatt-
apoplastenfliissigkeit, feststellen, aber nicht bei schwacher Ausprigung von Ca-
Mangelsymptomen, sondern erst bei stirkerer Symptomausprégung. Entscheident fiir eine mogli-
che ursédchliche Beteiligung biologisch aktiver Oligogalakturonide an der Auspridgung von Ca-
Mangelsymptomen ist die Grofie, d.h. der Polymerisationsgrad der Oligogalakturonide.

Bei der qualitativen Charakterisierung der Oligogalakturonide der AWF hinsichtlich ihres Polyme-
risationsgrades stellte sich als wesentliches Problem ihre niedrige Konzentration in der AWF dar,

so dafl Analysen mittels PAGE sowie MALDI-TOF-MS nicht dafiir geeignet waren (7.2). Die
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Ergebnisse der qualitativen Charakterisierung der Oligogalakturonide in der AWF mittels HPAEC-
PAD-Analytik zeigten (Abb. 38, Abb. 39), da3 in der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffelblatter
potentiell biologisch aktive Oligogalakturonide mit einem Polymerisationsgrad (DP) von 9 - 20
auftraten. Ein verstirktes Auftreten dieser Oligogalakturonide war bei beiden Sorten aber nicht bei
schwacher Symptomauspragung (60 uM Ca-Angebot), sondern erst bei jeweils starkerer Auspra-
gung von Ca-Mangelsymptomen (30 uM Ca-Angebot) feststellbar, wobei die Blattapoplastenfliis-
sigkeit der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' etwa doppelt so viele Oligogalakturonide DP 9 - 20
enthielt wie die der Sorte 'Bintje'.

Die Frage, ob physiologisch relevante Konzentrationen von Oligogalakturoniden mit DP 9-20 in
der Blattapoplastenfliissigkeit erreicht werden, kann nicht definitiv beantwortet werden, da ent-
sprechende Eichstandards nicht zur Verfiigung standen. Aber es konnen diesbeziiglich folgende
Uberlegungen gemacht werden:

Die Uronsdure-Konzentration in der Apoplastenfliissigkeit lag, iiber die verschiedenen Versuche
hinweg betrachtet, im Bereich von 2,8 bis 5,5 mM Gal-US-Eq.. Unter verschiedenen Annahmen
146t sich eine obere Konzentrationsgrenze der Oligogalakturonide mit DP 16-20 anhand der ermit-
telten Konzentration des Monomers angeben.

Bei der Ermittlung der molaren Konzentration der Oligogalakturonide mit DP 16 relativ zu der
molaren Konzentration des Monomers ist zu beriicksichtigen, da3 die Detektorempfindlichkeit
wihrend des Laufes um Faktor 100 erhoht wurde. AuBerdem muf3 bedacht werden, dafl die Emp-
findlichkeit der HPAEC-PAD-Analytik mit zunehmendem Polymerisationsgrad der Oligogalaktu-
ronide abnimmt (HOTCHKISS & HICKS, 1990; DAAS et al., 1998). So weisen nach HOTCHKISS &
HIcks (1990) Oligogalakturonidsduren mit einem DP von 15 bis 19 bei HPAEC-PAD-Analytik
einen molaren Responsefaktor von 40 bis 60 % des von DP 1 auf. Demnach bedeutet (bei gleicher
Detektorempfindlichkeit wihrend des gesamten Laufes) eine gleiche Peak-Fliche von DP 1 und
DP 16, dal} die molare Konzentration von DP 16 250 % bis 166 % der molaren Konzentration von
DP 1 entspricht. Wird die Detektorempfindlichkeit um Faktor 100 wiahrend des Laufes erhoht, d.h.
wird beispielsweise DP 1 bei einer Detektorempfindlichkeit von 10 uA und DP 16 bei 0,1 pA
detektiert, dann bedeutet eine gleiche Peak-Flache von DP 1 und DP 16, daB3 bei einem molaren
Responsefaktor von 0,5 die molare Konzentration von DP 16 2 % der Konzentration von DP 1
entspricht.

In Tab. 19 sind fiir die beiden Sorten 'Adelheid' und 'Bintje' bei den drei Ca-Angebotsstufen der
Néhrlosung sowohl die durchschnittlichen Peakflachen des DP 1 sowie die der Oligogalakturonide
mit DP 16-20 (korrigiert um die Anderung der Detektor-Empfindlichkeit) aufgefiihrt. Unter An-
nahme eines molaren Responsefaktors von 0,5 wurde berechnet, wie grof3 die Peak-Flache (und
damit die molare Konzentration) der Oligogalakturonide mit DP 16-20 in Relation zu der Peak-

Flache des Monomers ist. Abhidngig von der Sorte und dem Ca-Angebot entsprach die Peak-Fldache
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der Oligogalakturonide mit DP 16-20 0,26 bis 82,20 % der Peak-Fliche von DP 1. Der hochste
Wert (82,2 %) wurde von der Sorte 'Adelheid’ bei dem niedrigsten Ca-Angebot (30 puM) erreicht.
Allerdings wurde dieser vergleichsweise hohe Wert durch die vergleichsweise geringe Peak-Fliache
des Monomers erreicht. Sieht man von diesem Wert ab, so betrug unter der Annahme eines mola-
ren Responsefaktors von 0,5 die molare Konzentration von Oligogalakturoniden mit DP 16-20
maximal 9,9 % der Konzentration des Monomers.

Werden die Proben von Blattern der Sorte 'Adelheid’ bei 30 uM Ca-Angebot nicht beriicksichtigt,
so lag die Konzentration des Monomers (DP 1) in der Apoplastenfliissigkeit im Bereich von 1 bis
1,5 mM und im Mittel 1,3 mM. Unter der Annahme eines molaren Responsefaktors von 0,5 er-
rechnete sich, dal in der Apoplastenfliissigkeit von Kartoffelbldttern bei dem niedrigsten Ca-
Angebot der Nahrlosung (30 uM) die Konzentration der Oligogalakturonide mit einem DP 16-20
maximal 108 uM ('Bintje") bis 248 uM (‘Adelheid’) betrug. Im Vergleich dazu, ergab sich, daB} in
der Apoplastenfliissigkeit von Kartoffelblattern bei hohem Ca-Angebot (1000 uM) die Konzentra-
tion der Oligogalakturonide mit DP 16-20 maximal 16 uM (‘Adelheid") bis 28 uM ('Bintje") betrug
und bei 60 uM Ca-Angebot maximal 4 uM ('Bintje') bis 80 uM ('Adelheid").

Tab. 19: Mittelwerte der Peakflichen des Monomers sowie der Oligogalakturonide mit DP 16-20

in der Apoplastenwaschfliissigkeit junger Kartoffelblatter (BPI 2 - 4) der Sorten 'Adel-
heid' und 'Bintje' bei unterschiedlich hohem Ca-Angebot in der Nahrlosung fiir 30 d

(n=06)
Sorte Ca- Peak-Fliache Peak-Fliache Berechnete Konzentration der
Angebot (korrigiert um die Oligogalakturonide mit DP
[uM] Anderung der Detek- 16-20 in Prozent der Konzen-
tor- Empfindlichkeit) tration des DP 1 unter An-
DP 16-20 nahme eines molaren Re-
DP1 sponsefaktor von 0,5 [%]
'‘Adelheid' 1000 1,02 10’ 0,50 10° 0,98
60 0,96 10’ 2,72 10° 5,67
30 0,20 10" 822 10° 82,20
'Bintje' 1000 0,67 10’ 0,97 10° 2,90
60 1,01 10’ 0,13 10° 0,26
30 0,72 10’ 3,58 10° 9,94

Festzuhalten bleibt somit, da gemiB diesen Annahmen und Uberlegungen die mittlere Konzen-
tration der Oligogalakturonide mit DP 16-20 in der Blattapoplastenfliissigkeit in dem Bereich von
10 bis 2,5 10* M liegen kann. Eine Konzentration von 10 M, die nach MESSIAEN et al. (1993)
fiir die Induktion eines cytosolischen Ca-Influx und der Transkription der PAL erforderlich war

und nach deren Applikation auch eine Verbrdunung der Zellen beobachtet werden konnte, kann
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somit in der Blattapoplastenfliissigkeit bei 30 uM Ca-Angebot erreicht werden und bei 60 uM nur
wenn lokale Konzentrationsunterschiede im Blatt von Faktor 2 — 25 angenommen werden.

Mit lokalen Konzentrationsunterschieden hdngt die Frage nach der Mobilitdt von Oligogalakturo-
niden im Blattgewebe zusammen. Bei Tomatenpflanzen konnten BAYDOUN & FRY (1985) mittels
autoradiographischer Aufnahmen keine Mobilitdt der liber Agar-Blocks auf eine Verwundungs-
stelle auf der Blattlamina applizierten Oligogalakturonide mit DP 6-14 von der Applikationsstelle
feststellen. Wenn in vivo freigesetzte Oligogalakturonide in der Ndhe des Entstehungsortes ver-
bleiben, ist die Annahme von Konzentrationsgradienten nicht als unwahrscheinlich anzusehen.
Allerdings konnten RIGBY et al. (1994) bei Rizinuspflanzen nach Injektion radioaktiv markierter
Oligogalakturonide mit DP 6 in die Petiole einen basipetalen Transport der Oligogalakturonide
nachweisen. Die Arbeit von MACDOUGALL et al. (1992) zeigt, dali Oligogalakturonide mit DP 6
im Xylem von Tomatenpflanzen mobil sind. Diese unterschiedlichen Versuchsergebnisse konnten
rein methodische Ursachen haben, oder damit zusammenhédngen, dall Oligogalakturonide zwar in
GefaBlen grofleren Durchmessern, aber nicht im apoplastischen Raum der Blattlamina, beweglich
sind. Die Moglichkeit, das Konzentrationsgradienten von Oligogalakturoniden im Blattapoplasten
vorhanden sind, kann daher weder ausgeschlossen werden noch mit Sicherheit angenommen
werden.

Zusammenfassend bleibt somit festzuhalten, dafl in der Apoplastenfliissigkeit junger Kartoffel-
blatter potentiell biologisch aktive Oligogalakturonide auftraten, bei Ca-Mangel ein verstirktes
Auftreten festgestellt werden konnte und bei den niedrigsten Ca-Angebot die Ca-ineffziente Sorte
'Adelheid' im Vergleich zu Ca-effzienten Sorte 'Bintje' eine hohere Konzentration aufweis. Aber es
deutet sich auch an, dall physiologisch wirksame Konzentrationen nicht in einem frithen Stadium
der Auspragung von Ca-Mangelsymptome (60 uM Ca-Angebot), sondern erst in einem spéteren
Stadium bzw. stirkerer Auspragung von Ca-Mangelsymtpomen in der Blattapoplastenfliissigkeit
auftraten. Dieses Ergebnis spricht daher nicht fiir die ursdchliche Beteilung biologisch aktiver

Oligogalakturonide an der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen.

Es wurde weiterhin untersucht, ob durch Injektion aufkonzentrierter AWF von Ca-Mangelblittern
in symptomfreie Blétter Ca-Mangelsymptome, wie Nekrosen, induziert werden konnen. Aber
weder nach Injektion aufkonzentrierter AWF von Ca-Mangelpflanzen der Sorte 'Adelheid' noch
nach Injektion von Oligogalakturonide mit DP > 9 in junge Blitter von Kartoffelpflanzen, die in
Néhrlosung kultiviert wurden, konnten Gewebeverdanderungen, &hnlich denen von Ca-
Mangelsymptomen, induziert werden. Nur in einigen Féllen wurde eine unspezifische "Bleichung"
des Gewebes festgestellt. Diese Ergebnisse konnen verschiedene Ursachen haben:

Erstens konnte es daran liegen, daB die Oligogalakturonide der AWF von Ca-Mangelpflanzen

iiberhaupt nicht urséchlich an der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen beteiligt sind, und nur
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eine Folgeerscheinung des Ca-Mangels darstellen. Daneben stellen sich aber die Fragen, ob Pflan-
zen liber Mechanismen verfiigen, die Konzentration an endogenen Signalmolekiilen zu regulieren,
und welche Faktoren die Induktion physiologischer Reaktionen wie den Zellverbraunungen und
Nekrosen durch Oligogalakturonide beeinflussen kdnnen.

Um die Zellen vor einer Uber-Stimulierung zu schiitzen sind Regulationsmechnismen zumindest
naheliegend (COTE & HAHN, 1994). Aus der Literatur lassen sich drei Ansatzpunkte fiir eine Regu-
lation finden.

Zum einen zeigt die Arbeit von HORN et al. (1989), dafl Oligogalakturonide mittels Endocytose in
den Symplasten aufgenommen werden kénnen. Welche Bedeutung diese Aufnahme in den Sym-
plasten fir die pflanzlichen Zelle hat, ist nicht geklart. Es kann aber davon ausgegangen werden,
daf} fir die endocytotische Aufnahme eine intakte und funktionstiichtige Plasmamembran erfor-
derlich ist. Bei starker Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen zeigte sich bei Kartoffelblattschei-
ben, anhand von K-Efflux-Untersuchungen, daf3 zumindest die Permeabilitdt der Plasmamembran
deutlich erh6ht war (Daten nicht dargestellt). Vor diesem Hintergrund ist es zumindest vorstellbar,
dal} die, bei niedrigem Ca-Versorgungsgrad der Blitter, aus der Zellwand freigesetzten Oligo-
galakturonide anfangs noch von den Zellen in den Symplasten aufgenommen werden. Bei stirkerer
Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen konnte diese Aufnahme, moglicherweise aufgrund der
mittlerweile geschadigten Membranen, beeintichtigt sein, so daf3 die freigesetzten Oligogalakturo-
nide sich in der Apoplastenfliissigkeit akkumulieren. Eine Bestimmung der symplasmatischen
Konzentration an Oligogalakturoniden in Bléttern unterschiedlichen Ca-Versorgungsgrades ist
allerdings nur dann aussagekriftig und sinnvoll, wenn dabei zwischen neu synthetisierten Oligo-
galakturoniden und den iiber Endocytose aufgenommenen Oligogalakturoniden unterschieden
werden konnte.

Neben einem moglichen Regulationsweg iiber Endocytose kdnnte ein weiterer Regulationsmecha-
nismus in der Degradation der Oligogalakturonide durch pflanzeneigene Polygalakturonasen (PG)
bestehen. So zeigt die Arbeit von GARCIA-ROMERA & FRY (1995) die rasche Hydrolyse von Oligo-
galakturoniden mit DP 8 und 9 durch eine exo-PG in Zellsuspensionskulturen von Rosen. Die
Halbwertzeit dieser Oligogalakturonide lag zwischen 2 und 4 h. Die Autoren vermuteten, dal3 die
exo-PG eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Konzentration biologisch aktiver Oligogalaktu-
ronide in Geweben spielt, das nicht durch einen Pathogen infiziert ist. Auch die Arbeit von
MACDOUGALL et al. (1992) zeigt, dal3 die applizierten Oligogalakturonide mit DP 6 im Xylem von
Tomatenpflanzen degradiert werden, und zwar vermutlich durch eine exo-PG.

Neben einer moglichen Regulation durch eine exo-PG kénnte noch ein weiterer Regulationsmech-
nismus vorhanden sein. Dazu sei auf die dargestellten Chromatogramme verwiesen, in denen, wie
erwihnt, Peaks auftraten, die keinem definiertem DP zugeordnet werden konnten, da die Retenti-

onszeit genau zwischen zwei aufeinanderfolgenden DPs lag. Moglicherweise handelt es sich
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hierbei um Oligogalakturonide, die an ihrem reduzierenden Ende nicht Galakturonsdure tragen,
sondern das am Cl-oxidierte Derivat der Galakturonsdure ("galactaric acid") (SPIRO et al., 1993).
Wenn es sich tatsdchlich um Oligogalakturonide handelt, die am reduzierenden Ende oxidiert sind,
dann besitzen diese Oligogalakturonide eine deutlich geringere biologische Aktivitit (SPIRO et al.,
1998). Die Oxidation von Oligogalakturonide kann durch eine Uronsdure-Oxidase katalysiert
werden, die allerdings bisher nur in Friichten nachgewiesen wurde (PRESSEY, 1993). Auch ist
bisher nicht gezeigt worden, ob diese Uronsdure-Oxidase im Apoplasten oder im Symplasten
lokalisiert ist. Aber iiberlegenswert ist es dennoch, ob mdglicherweise die Oxidation der Oligo-
galakturonide ein interner Mechnanismus darstellt, die Konzentration an biologisch aktiven Elici-
toren zu regulieren. Insgesamt wire es aufschlufireich, wenn in Untersuchungen, die die Induktion
physiologischer Reaktionen durch Oligogalakturonide beschreiben, die applizierten Oligogalaktu-
ronide nicht nur vor der Applikation charakterisiert werden, sondern auch nach Abschlufl des
Versuches, um zu priifen, ob die Oligogalakturonide unverdndert hinsichtlich Konzentration und
Polymerisationsgrad vorliegen.

Wenn pflanzliche Zellen iiber solche Mechanismen (Endocytose, Depolymerisierung mittels einer
exo-PG, Oxidation des reduzierenden Endes) oder andere Mechanismen zur Regulation der Kon-
zentration biologisch aktiver Oligogalakturonide verfiigen, dann miissen in Bioassays letztlich
Konzentrationen an biologisch aktiven Oligogalakturoniden verwendet werden, die die Kapazitat
pflanzlicher Regulationsmechnismen iiberschreiten. In dem durchgefiihrten Test wurde Blat-
tapoplastenwaschfliissigkeit verwendet, die um Faktor 5 aufkonzentriert wurde, und damit eine
Konzentration an Oligogalakturonide aufwies, wie sie in der Blattapoplastenfliissigkeit vor-
herrscht. Aufgrund méglicher pflanzlicher Mechanismen zur Regulation der Konzentration biolo-
gisch aktiver Oligogalakturonide, ist daher denkbar, dal} die injizierte Konzentration der Oligo-
galakturonide nicht hoch genug gewesen sind, um makroskopisch sichtbare Reaktionen im Blatt-
gewebe von Kartoffelpflanzen auszulsen.

Nach der Frage nach méglichen Regulationsmechanismen stellt sich die Frage, wie Oligogalaktu-
ronide Verbraunungen von Zellen sowie den Zelltod auslésen konnen und welche weiteren Fakto-
ren moglicherweise daran beteiligt sind oder stérend wirken. In der Literatur ist gut dokumentiert,
dal} sowohl in Zellsuspensionskulturen (LEGRENDRE et al., 1993; SVALHEIM & ROBERTSON, 1993;
ROUET-MAYER et al., 1997) wie auch in abgeschnittenen Bléttern (OROZCO-CARDENAS & RYAN,
1999) biologisch aktive Oligogalakturonide die Bildung reaktiver Sauerstoffspecies, einschlieB3lich
H,0,, induzieren konnen ("oxidative burst"). Der Induktionsweg ist noch nicht detailiert aufge-
klart, aber es lassen sich in der Literatur zwei Ansatzpunkte finden. Einerseits konnen Oligo-
galakturonide einen voriibergehenden cytosolischen Ca-Influx bewirken (MATHIEU et al., 1991;
MESSIAEN et al., 1993), und ein, mittels Ca-lonophorer ausgeloster, cytosolischer Ca-Influx kann

die Bildung von H,0, induzieren (SCHWACKE & HAGER, 1992). Andererseits zeigt die Arbeit von
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PRICE et al. (1994), da3l H,O, {iber eine Verdnderung des Redoxstatus des Cytosols eine Erhéhung
der cytosolischen Ca-Konzentration bewirkt. Aufschlulireich wére hier eine Arbeit, in der, nach
Applikation von Oligogalakturoniden, sowohl die Verdnderung der cytosolischen Ca-
Konzentration als auch die Bildung von H,O, gemessen wird. Vermutet wird, dafl die Bildung von
H,0, auf eine erhohte Aktivitdt einer Oxidase zurlickzufiihren ist (LEGENDRE et al., 1993). Offen
ist dabei, ob die Stimulierung dieser Oxidase direkt durch die Oligogalakturonide erfolgt oder
indirekt tiber eine Erhohung der cytosolischen Ca-Konzentration. Bei dieser Oxidase konnte es
sich um eine NADPH-Oxidase der Plasmamembran handeln, die die Bildung von Sauerstoff-
Radikalen katalysiert, welche anschlieBend iiber eine SOD (Superoxidismutase) zu H,O, umge-
setzt werden (LAMB & DIXON, 1997). Dem gebildeten H,O, werden mehrere Funktionen zuge-
schrieben: so soll H,O, lokal die oxidative Bindung von Proteinen an die Zellwand bewirken,
systemisch die Transkription verschiedener Gene auslésen, und des weiteren soll H,O, lokal den
raschen Zelltod (Hypersensitivitdtsreaktion) auslosen (TENHAKEN et al., 1995; LAMB & DIXON,
1997). Auch bei beiden zuletzt genannten Reaktionen wird der Storung der cytosolischen Ca-
Homoestasis eine wichtige Rolle zugesprochen, da eine Erhéhung der cytosolischen Ca-
Konzentration den, iiber Protein-Kinasen gesteuerten, Prozef3 des Zelltods auslésen kann (LEVINE
et al., 1996; PENNELL & LAMB, 1997). Zwar besitzt H,O, selbst eine gewisse Cytotoxizitdt, woflir
aber hohere Konzentrationen erforderlich sind, als fiir die Ausloésung der Gen-Transkription
(PRICE et al., 1994; TENHAKEN et al., 1995). So konnten LU & HIGGINS (1999) in Tomatenblittern
nekrotische Gewebeverdnderungen durch die Injektion von Losungen mit einer Konzentration von
mehr als 100 mM H,O, induzieren. Allerdings kann Fe** (iiber die Fenton-Reaktion) die cytotoxi-
sche H,0,-Konzentration drastisch vermindern, wie die Arbeit von LU & HIGGINS (1999) an-
schaulich zeigt. In Zellsuspensionkulturen wurde die Vitalitit der Zellen ohne Fe*" im Medium
durch 50 mM H,0, und in Gegenwart von 1 mM Fe** (als FeSQ,) schon durch 10 mM H,O, deut-
lich reduziert. LEGRENDE et al. (1993) berechneten an Hand ihrer Ergebnisse, daf3 durch ein Oli-
gogalakturonid-Molekiil die Bildung von 100 H,O,-Molekiilen elicitiert wird. Wie oben dargelegt,
kann die Konzentration von Oligogalakturoniden mit DP 16-20 in der Apoplastenfliissigkeit von
Kartoffelblattern bei niedrigem Ca-Versorgungsgrad 108 bis 248 uM betragen. Rechnerisch
konnten diese Oligogalakturonide demnach zur Bildung von 10,8 bis 24,8 mM H,O, fiihren. Diese
Konzentration liegt nicht im Bereich der, oben genannten, direkten cytotoxischen Konzentration
von H,0,. Unter Beriicksichtigung der Fe-Konzentration in der Apoplastenfliissigkeit junger
Kartoffelblatter, die zwischen 0,3 und 0,5 mM lag (abhédngig von dem Blattalter und der Form der
N-Erndhrung, aber unabhingig von der Hohe des Ca-Angebotes der Néhrlosung sowie der Kartof-
felsorte; Daten nicht dargestellt), kann eine moégliche cytotoxische H,O,-Wirkung a priori zumin-
dest nicht ausgeschlossen werden. Allerdings erscheint eine H,O,-Akkumulation im Blattgewebe

nicht sehr wahrscheinlich, wenn bedacht wird, daf3 in intakten Chloroplasten Systeme zur Detoxi-
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fizierung von Sauerstoffradikalen wie auch des gut membranpermeablen H,O, existieren
(ALSCHER et al., 1997). Zudem weisen Untersuchungen von WISSEMEIER (1988) auf ecine Katala-
se-Aktivitdt auch im Blattapoplasten hin.

Es stellt sich aber die interessante Frage, ob im Blattgewebe, daBl nicht {iber funktionstiichtige
Chloroplasten verfiigt, wie es in den aufgehellten Randbereichen von Kartoffelblatter mit niedri-
gem Ca-Versorgungsgrad (Abb. 16) im Anfangsstadium vor der Auspriagung von Blattrandnekro-
sen zu vermuten ist, eine H,0,-Akkumulation stattfinden kann. In diesem Fall wéren die
Blattrandaufhellungen sozusagen Voraussetzung dafiir, daf} die H,O,-Molekiile stabil sind, zumin-
dest fiir einen ldngeren Zeitraum als im restlichen, griinen Blattgewebe, und den Zelltod am
Blattrand auslosen konnen. In diesem Fall konnen alle Faktoren, die zu der Bildung (NADP-
Oxidase, SOD) wie zur der Degradation (Katalasen, H,O,-Peroxidasen) von H,O, beitragen, auch
zu einer unterschiedlichen Auspragung von Blattrandnekrosen bei Kartoffelblattern beitragen. Die
Frage bleibt dann zum einen, was die Auspragung der Randaufhellungen verursacht, und wie sich
die, im spéteren Stadium der Auspridgung von Ca-Mangelsymptomen sichtbaren, punktférmigen
Nekrosen im Interkostalbereich nahe der Blattrippe erkldren lassen, denen keine sichtbare Aufhel-
lung des Blattgewebes vorausging. Aulerdem darf nicht auler Acht gelassen werden, dal3 neben
den Chloroplasten insbesondere die Peroxisomen Ort hoher Katalase-Aktivitdt sind (TAIZ &
ZIEGLER, 2000) und somit vermutlich einer cytotoxischen Akkumulation von H,O, stets entge-
genwirken.

Neben der Signaltransduktion {iber H,O, gibt es weitere Reaktionen, die durch biologisch aktive
Oligogalakturonide ausgeldst werden konnen, aber nicht in gleicher Weise auch durch H,O, indu-
ziert werden (TENHAKEN et al., 1995; LAMB & DIXON, 1997). Als Beispiel kann hier die Induktion
der Transkription der Phenylammonium-Lyase (PAL) genannt werden. PAL Kkatalysiert die oxida-
tive Deaminierung von Phenylalanin unter Bildung von Zimtséure, und gilt als wichtiger Regulator
bei der Bildung phenolischer Verbindungen (TAIZ & ZIEGLER, 2000). Uber eine Erhéhung der
Aktivitdt der PAL und die Anreicherung von p-Hydroxybenzoesdure erklarten MESSIAEN & VAN
CUTSEM (1994) die beobachtete Verbraunung von Zellsuspensionkulturen nach Applikation biolo-
gisch aktiver Oligogalakturonide. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Arbeit von
WALKER-SIMMONS et al. (1983), die nach der Applikation biologisch aktiver Oligogalakturonide
eine Erhohung der PAL-Aktivitdt in Erbsenschoten, nicht jedoch in Tomatenblittern feststellen
konnten. Hingegen konnte sowohl in Samenhiilsen von Erbsen als auch in Tomatenblittern eine
Induktion von Proteinase-Inhibitoren nachgewiesen werden. Da die Induktion von Proteinase-
Inhibitoren im Gegensatz zur H,O,-Bildung schon durch Oligogalakturonide mit DP 2 erfolgen
kann (MOLOSHOK et al., 1992; SVALHEIM & ROBERTSON, 1993) lassen sich fiir diese Ergebnisse
zwei mogliche Erkldarungen finden: in den Tomatenbléttern wurden die applizierten Oligogalaktu-

ronide schneller depolymerisiert als in Erbsenschoten oder eine Induktion der PAL ist in Tomaten-
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blattern durch Oligogalakturonide nicht moglich. Ob die zuletzt genannte Erklarung zutrifft und
moglicherweise auch fiir andere Solanaceen oder iiberhaupt fiir Blitter (andere als Kotyledonen-
blatter) gilt, kann an Hand der Literatur zur Zeit nicht beantwortet werden. Zumindest deutet sich
aber hier sowie aus der Arbeit von WEST et al. (1985) ein Einflu8 der Gewebeart auf die Auswir-
kungen applizierter Oligogalakturonide an. Insgesamt beschéftigen sich nur wenige Arbeiten mit
der Wirkung von Oligogalakturonide in Blattern; iiberwiegend ist die Induktion physiologischer
ProzeBe durch Oligogalakturonide in einfachen Systemen, d.h. Zellen mit geringem Differenzie-
rungsgrad, wie Protoplasten, Zellsuspensionskulturen, Hypokotylgewebe und Kotyledonenblattern
beschrieben.

Nicht unerwihnt soll die Arbeit von ROUET-MAYER et al. (1997) bleiben, die zeigt, da3 die Zuga-
be von biologisch aktiven Oligogalakturonide ein anderes Signal darstellt als eine pilzliche Pectin-
Lyase zu Zellsuspensionkulturen von Tabak. In beiden Féllen konnte zwar eine voriibergehende
Alkalisierung des Aussenmediums sowie eine Bildung von H,0, induziert werden, aber die En-
zymzugabe bewirkte eine stirkere Alkalisierung und eine schwéchere H,O,-Bildung als die Zuga-
be von Oligogalakturoniden. Auflerdem reagierten die Zellen nach der Zugabe der Pektin-Lyase
innerhalb von 4 h nicht mehr auf eine weitere Applikation des Enzyms, wohl aber auf die Appli-
kation von Oligogalakturoniden. Entsprechendes galt auch fiir den umgekehrten Fall, wo zuerst
Oligogalakturonide und spater Oligogalakturonide oder das Enzym zugegeben wurden. Der Aus-
gangspunkt der Untersuchungen physiologischer Reaktionen, die durch Oligogalakturonide indu-
ziert werden konnen, ist die Annahme, dall nach der Infektion mit einem Pathogen diese Oligo-
galakturonide durch die Aktivitdt pektolytischer Enzyme entstehen und in der Wirtspflanzen
Abwehrreaktionen elicitieren konnen (DARVILL & ALBERSHEIM, 1984; EBEL & CO0SIO, 1994,
JOHN et al., 1997). Vor dem Hintergrund der Arbeit von ROUET-MAYER et al. (1997) wird eine
ganz wesentlich Frage aufgeworfen, namlich ob nicht vielmehr die Modifikationen in der Zell-
wandstruktur, bedingt durch die Aktivitdt pektolytischer Enzyme, iliber Verdnderungen mechano-
sensorischer Kanile die Elicitierung verschiedener Reaktionen bewirken (TREWAVAS & KNIGHT,
1994).

Damit stellt sich die Frage, wie die Oligogalakturonide in der Apoplastenfliissigkeit von Bléttern
mit niedrigem Ca-Versorgungsgrad entstehen bzw. freigesetzt werden und wie sich die festge-
stellten Sortenunterschiede moglicherweise erkldren lassen konnen.

Ca tragt Gber die Vernetzung der Pektinmolekiile zur Stabilisierung des Pektinnetzwerkes bei. Eine
Veringerung des Ca-Versorgungsgrades der Zellwand kann damit potentiell die Stabilitdt und
Integritét verringern. So zeigen die Ergebnisse von SASAKI & NAGAHASHI (1989) an isolierten und
mit EDTA-behandelten, und damit Ca-armen, Zellwdnden von Kartoffeln eine nicht-enzymatisch
bedingte Pektin-Freisetzung. Die Hohe dieser Freisetzung war abhéngig von der Ca-Konzentration

der Inkubationslosung und war maximal bei einer Ca-Konzentration < 1 uM und wurde um 90%
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reduziert in Gegenwart von 100 uM Ca. In der Literatur beschreiben einige Untersuchungen an
pflanzlichem Material (Wurzeln, Stengeln) unterschiedlichen Ca-Versorgungsgrades Verdnderun-
gen in den Gehalten an wasserloslichen sowie an chelatorloslichen Pektinen des isolierten Zell-
wandmaterials. Ubereinstimmend wurden in diesen Untersuchungen bei dem Gewebe mit niedri-
gem Ca-Status niedrigere Gehalte an chelatorldslichen Pektinen der Zellwand festgestellt als bei
dem Gewebe mit hohem Ca-Status (EDINGTON 1961, KONNO 1989). Die Untersuchung von
KONNO et al. (1999) an Zellsupensionen von Daucus carota zeigt dabei nicht nur eine Abnahme
der Gehalte an chelatorlslichen Pektinen der Zellwand, sondern auch eine Zunahme der Konzen-
tration an Galakturonsduren im Auflenmedium der Zellsuspensionskultur mit niedrigem Ca-Status
im Vergleich zu der Kultur mit hohem Ca-Versorgungsgrad. Dieses Ergebnis legt die Vermutung
der Degradation der Pektinsubstanz bei niedrigem Ca-Versorgungsgrad nahe. Allerdings fehlt auch
in dieser Arbeit der Nachweis, dafl die Oligogalakturonide im Néhrmedium von der Zellwand
stammten und nicht auf eine erhéhte Sekretion von synthetisiertem Pektinmaterial zuriickzufiihren
war. Die gleichzeitig hohere Aktivitdten pektin-modifizierender sowie -degradierender Enzyme,
wie Polygalakturonase (PG) und B-Galaktosidase, deuten allerdings darauf hin, daf die Ursache in
der Degradation der Pektinsubstanz zu sehen ist.

Arbeiten mit pilzlichen Polygalakturonasen zeigen (EDINGTON et al, 1961,
BATEMAN & LUMSDEN, 1965; CORDON, 1965; BATEMAN & MILLAR, 1966), da3 ein verringerter
Ca-Versorgungsgrad des pflanzlichen Gewebes die Maceration und Zellwand-Degradation durch
pilzliche Polygalakturonase erhhte.

Pflanzliche Polygalakturonasen, insbesondere die endo-Form, wurden hingegen vor allem bei
Friichten in Zusammenhang mit der Fruchtreife untersucht (PRESSEY & AVANTS, 1973, 1976;
TUCKER et al., 1980; HUBER, 1983). Die exo-PG, die gering methylierte Pektinmolekiile sowie
Polygalakturonsdure von dem nicht-reduzierenden Ende her hydrolysiert, ist nicht in der Lage
pflanzliches Zellwandmaterial zu degradieren (KONNO, 1988). Dagegen kann die endo-Form der
PG isoliertes, pflanzliches Zellwandmaterial degradieren. Die Aktivitit der endo-PG wird durch
den pH-Wert, sowie durch die Art und Konzentration der Kationen beeinflusst. Das pH-Optimum
liegt unterhalb von pH 6, und ist ebenfalls abhingig von der Art und Konzentration der Kationen
sowie auch von der Art und der MolekiilgroBe des Substrates (PRESSEY & AVANTS, 1971, 1973,
1976, CHUN & HUBER, 1989). Die Freisetzung von Oligogalakturoniden aus dem Zellwandmateri-
al durch eine endo-PG kann durch die Gegenwart von Ca beeinflusst werden. Allerdings ist nicht
immer eine eindeutige Aussage moglich, ob die Aktivitit des Enzyms direkt durch Ca beeinflusst
wird oder aber nur indirekt durch Interaktionen des Substrats mit Ca (NARI et al., 1991). Erwah-
nenswert ist hier die Arbeit von JAUNEAU et al. (1994), die bei in vitro Untersuchungen keinen
Einflu3 der Ca-Konzentration im Bereich von 0,1 bis 2,5 mM Ca auf die Aktivitdt einer endo-PG

von Linum usitatissimum feststellten. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten aber, daf}
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die Hydrolyse von CDTA-behandelten Epidermis-Zellwdnden durch diese endo-PG nach der
Zugabe von Ca stark vermindert wurde. Die Bedeutung der Ca-Konzentration im Zellwandbereich
fiir die Aktivitdt der endo-PG kann daher nicht in einer direkten Beeinflussung der Aktivitdt des
Enzyms sondern vielmehr in der Beeinflussung der Degradierbarkeit des Substrats und / oder der
Mobilitat des Enzyms gesehen werden.

Vor diesem Hintergrund kann unter Ca-Mangelbedingungen, aufgrund des niedrigeren Ca-Status
der Zellwand, eine erleichterte Degradierbarkeit der Pektinsubstanz durch eine endo-PG vermutet
werden. Die Arbeiten von KONNO (1984, 1999) mit Zellsuspensionkulturen und Wurzeln von
Gurkensdmlingen zeigten in der jeweiligen Ca-Mangel-Variante eine erhohte Aktivitdt einer PG.
Damit iibereinstimmend konnte im Blatthomogenat der Sorte 'Adelheid’ mit abnehmendem Ca-
Versorgungsgrad der Blitter eine Zunahme der Aktivitdt der PG festgestellt werden (Abb. 59).
Hingegen zeigte sich bei der Sorte 'Bintje’ ein eindeutiger Einflufl des Ca-Status der Blétter auf die
Aktivitdt der PG nicht. AuBlerdem war die Aktivitdt der PG bei der Sorte 'Bintje' hoher als die
hochste Aktivitdt der Sorte 'Adelheid'. Die verwendete Methode zur Bestimmung der Aktivitdt der
PG 14Bt keine Aussage zu, ob es sich um eine endo- oder exo-Form der PG handelt. Sicher ist
zumindest, dal} es nicht nur um eine endo-PG handeln kann, da letztere Dimere nicht degradiert
und die Monomere somit nur auf die Aktivitdt einer exo-PG zuriickzufiihren sind. Die Ergebnisse
der Aktivitdtsbestimmung der PG konnen hier in der vorliegenden Arbeit somit nicht hinreichend
die Unterschiede zwischen den Sorten sowie zwischen den Ca-Angebotsstufen in der Konzentrati-
on der Uronsduren sowie der Oligogalakturonide in der Blattapoplastenfliissigkeit erkldren.

Von besonderer Bedeutung fiir ein enzymatisch-bedingte Pektin-Degradation ist neben der PG
auch die Pektinmethylesterase (PME), da dieses Enzym durch die Demethylierung der Pektinsub-
stanz diese einer Degradation durch die PG zugéinglicher macht. Allerdings konnte ein Einfluf3 des
Ca-Status der Blatter sowie sorten-spezifische Unterschiede in der Aktivitdt der PME nicht festge-
stellt werden (Abb. 57).

Viele Untersuchungen beschéftigen sich mit den Ursachen fiir die Abnahme der Festigkeit des
Fruchtgewebes im Verlauf der Reife. Es ist gut dokumentiert (PRESSEY, 1977; REDGEWELL et al.,
1992), daBl mit der Festigkeitsabnahme Verdnderungen in der Zellwand, dabei insbesondere in dem
Loslichkeit der Pektine stattfinden. In Hinblick auf einen moglichen Zusammenhang zwischen der
Fruchtfestigkeit und dem Pektinhaushalt wird in einigen Arbeiten die Aktivitdt pektolytischer En-
zyme im Verlaufe der Reife untersucht. Bei einigen Friichten zeigte sich ein paralleler Verlauf der
Abnahme der Fruchtfestigkeit und der Zunahme der Aktivitdt der PG (ANDREWS & LI, 1995;
HUBER, 1983; KETSA & DAENGKANIT, 1999). Andere Arbeiten zeigten, daBl die Aktivitit der PG
erst zunahm, nachdem die Fruchtfestigkeit schon vermindert war, wohingegen die Aktivitit der -
Galaktosidase schon frither zunahm (CHIN et al., 1999; PRESSEY, 1983) oder in einem engeren

Zusammenhang mit der Abnahme der Fruchtfestigkeit stand als die PG (LAZAN et al., 1995; ALI et
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al., 1995). Hier wird vermutet, daB die -Galaktosidase die Bindungen zwischen dem Neutralzuk-
ker Galaktose der Seitenketten und dem Pektin-Grundgeriist hydrolytisch spaltet. Die [3-
Galaktosidase spaltet spezifisch Galaktose von einem anderen, glykosidisch gebundenem, Molekiil
ab, welches aber nicht unbedingt Pektin sein muf3, sondern auch Hemicellulose sein kann.

Eine Abnahme des Galaktose-Gehaltes der Zellwinde vor sowie gleichzeitig mit der Zunahme an
l16slichen Oligogalakturoniden wurde an reifenden Tomatenfriichten schon beobachtet (GROSS &
WALLNER, 1979; KIM et al., 1991). CaCl, —Spritzungen auf Apfel wihrend der Fruchtentwicklung
fiihrte, nach 20-tdgiger Lagerung der geernteten Friichte, nicht nur zu einer erhdhten Fruchtfestig-
keit, sondern auch zu einer verminderten Aktivitdt der B-Galaktosidase (SIDDIQUI & BANGERTH,
1995). Auch KONNO et al. (1999) beobachten an Zellsuspensionkulturen von Daucus carota, die
bei niedrigem Ca-Angebot kultiviert wurden, eine hohere Aktivitit der B-Galaktosidase als bei den
Kulturen, die bei hohem Ca-Angebot kultiviert wurden. Vor diesem Hintergund war es interessant,
in Bléttern mit unterschiedlichem Ca-Versorungsgrad die Aktivitdt der B-Galaktosidase zu be-
stimmen. Es wurden keine Unterschiede zwischen den Sorten in der Aktivitit der B-Galaktosidase
festgestellt (Abb. 58). Aber es zeigte sich ein signifikanter Einflu} des Ca-Versorgungsgrades der
Blatter. In Blatter von Pflanzen des niedrigsten Ca-Angebotes (30 uM) wurde eine signifikant
hohere Aktivitdt der B-Galaktosidase festgestellt als bei Blattern der 60 uM und der 1000 uM
Variante. Die Frage, was die Ursache fiir die deutliche Zunahme der Aktivitit der B-Galaktosidase
ist, kann zur Zeit nicht beantwortet werden. Durch die B-Galaktosidase konnen Pektine deutlich in
ihrer MolekiilgroBe, durch Abspaltung der Seitenketten und nicht durch Depolymerisierung, ver-
mindert werden. Dadurch wiederum kann sich ihr Loslichkeitsverhalten dndern. Moglicherweise
sind sie dadurch leichter degradierbar durch eine exo-PG. Ahnliche Vorstellungen bestehen bei
den ReifeprozeBen von verschiedenen Friichten, bei denen zu Beginn der Reife eine erhohte Akti-
vitdt der -Galaktosidase beobachtet wurde (siche oben).

Durch die bei 30 uM Ca-Angebot erhohte Aktivitat der B-Galaktosidase konnte sich eine deutliche
Zunahme in der Uronsdure-Konzentration bei 30 uM Ca-Angebot erkldren lassen. Beriicksichtigt
man nun die hdhere Aktivitdt der PG bei der Sorte 'Bintje' im Vergleich zu der Sorte 'Adelheid, so
kann vermutet werden, da3 die Lebensdauer von Oligogalakturonide mit groBerem DP im Blatt-
apoplasten kiirzer ist als bei der Sorte 'Adelheid'. Bei 30 uM Ca-Angebot wiirden sich in der Blatt-
apoplastenfliissigkeit der Sorte 'Adelheid' eine héhere Konzentration an Oligogalakturoniden mit
groBBerem DP feststellen lassen, im Vergleich zu 'Bintje'. Durch diese modellhafte Vorstellung 1463t
sich somit die Erhohung der Uronsdure-Konzentration bei 30 uM, und nicht bei 60 uM Ca-
Angebot, gegeniiber 1000 uM Ca-Angebot erkldren, sowie das starkere Auftreten von Oligo-
galakturonide mit groBBerem DP bei 30 uM Ca-Angebot bei der Sorte 'Adelheid' im Vergleich zu
der Sorte 'Bintje’.
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dafl bei Ca-Mangel in Kartoffelbldttern eine verstarkte Frei-
setzung von Oligogalakturoniden aus der Zellwand in die Apoplastenfliissigkeit nicht anhand der
Uronsédure-Gehalte der Zellwand, wohl aber anhand der Uronsdure-Konzentration in der Apopla-
stenfliissigkeit festgestellt werden konnte. Bei der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' traten bei Ca-
Mangel nicht nur hohere Uronsdure-Konzentrationen in der Blattapoplastenfliissigkeit auf als bei
der Ca-effizienten Sorte 'Bintje', sondern auch verstiarkt Oligogalakturonide mit DP 9-20. Bei Ca-
Mangel konnten unter bestimmten Annahmen physiolgisch relevante Konzentrationen an Oligo-
galakturoniden mit DP 16-20 in der Blattapoplastenfliissigkeit erreicht werden. Aber sowohl ein
Anstieg in der Uronsdure-Konzentration als auch eine Zunahme an Oligogalakturonide mit DP 9-
20 in der Blattapoplastenfliissigkeit konnte nur bei stdrkerer Ausprdgung von Ca-
Mangelsymptomen und nicht in einem friihen Stadium der Entwicklung von Ca-
Mangelsymptomen festgestellt werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten deuten daher
letztlich nicht auf eine primdre Beteilung von Oligogalakturoniden an der Auspragung von Ca-

Mangelsymptomen an Kartoffelblédttern hin.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ein unzureichendes Calcium (Ca)-Angebot des Bodens bedingt sogenannten absoluten Ca-Mangel.
Weltweit betrachtet kann dies vor allem ein Problem auf den stark verwitterten, sauren Boden der
humiden Tropen und Subtropen sein. Fir Kulturpflanzen auf den landwirtschaftlich genutzten
Boden unserer Breitengrade stellt absoluter Ca-Mangel nur selten ein Problem dar. Hingegen kann
physiologischer Ca-Mangel bei vielen gartenbaulichen Kulturen, sowohl an vegetativen (Innen-
blattnekrosen bei Salat und Kohlpflanzen) wie auch an generativen Organen (Stippigkeit von
Apfeln, Bliitenendfiule von Tomaten), auftreten, wodurch die Qualitit und daher der Skonomische
Wert gemindert wird.

Genotypische Unterschiede sind sowohl in dem Auftreten von physiologischem Ca-Mangel als
auch in der Empfindlichkeit gegeniiber absolutem Ca-Mangel beschrieben. Nicht in jedem Fall
konnen diese genotypischen Unterschiede durch die Gesamt-Ca-Gehalte des Gewebes erklart
werden. In diesen Fillen besteht die Vermutung, dal3 genotypische Unterschiede in der Nutzung
oder Kompartimentierung von Ca auf Gewebe- bzw. Zellebene bestehen, die bei der Bestimmung
des Gesamt-Ca-Gehaltes des Gewebes nicht erfasst werden.

Im Gegensatz zu anderen Makronéhrstoffen ist ein hoher Anteil des Ca im Apoplasten lokalisiert.
Hier ist Ca von struktureller und funktioneller Bedeutung fiir die Plasmamembran und sorgt des
weiteren durch die Vernetzung schwach methylierter Pektine fiir die Stabilitdt und Integritdt des
Pektin-Netzwerkes der Zellwand. Physiologisch bedeutsam ist eine mogliche Pektin-Degradation
bei niedrigem Ca-Versorgungsgrad des Gewebes insbesondere vor dem Hintergrund, dall Oligoga-
lakturonide bestimmter Gréfle, d.h. mit einem bestimmten Polymerisationsgrad, als Signalmole-
kiile verschiedene Reaktionen auslésen konnen, wie Verbraunungen von Zellen und Nektrotisie-
rung von Geweben.

In der vorliegenden Arbeit wurde am Modell der Kartoffelpflanze untersucht, ob sich bei Ca-
Mangel Hinweise auf eine Degradation der Pektinsubstanz in Blittern feststellen lassen, wobei
biologisch aktive Oligogalakturonide in die Apoplastenfliissigkeit freigesetzt werden, die ursidch-
lich an der Ausbildung von Ca-Mangelsymptomen beteiligt sind. Der Vergleich von Kartoffelsor-
ten, die sich in der Intensitdt von Ca-Mangelsymptomen unterscheiden, sollte Hinweise zur der
Physiologie dieser Unterschiede liefern.

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigte sich mit der Identifizierung von Genotypen, die
sich in der Empfindlichkeit gegeniiber einem niedrigem Ca-Angebot und damit in der Ca-Effizienz
unterscheiden, sowie mit moéglichen EinfluBfaktoren (Klimabedingungen, Form der Stickstoff-

Erndhrung) auf die Ca-Effizienz.

Mit dem Ziel Genotypen zu identifizieren, die sich deutlich in ihrer Ca-Effizienz unterschei-

den, wurde in einem Néhrlosungsversuch unter kontrollierten Klimakammer-Bedingungen ein
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weites Spektrum an Solanum-Genotypen (acht Wildarten, drei Primitivformen und fiinf Kultur-
sorten der Kartoffel) auf ihre Ca-Effizienz hin untersucht. Als Kriterien der Ca-Effizienz wurden
das Wachstum und die Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen bei niedrigem Ca-Angebot in der
Nahrlosung verwendet. Innerhalb der untersuchten Genotypen erwies sich als Ca-effizientester
Genotyp die Sorte ‘Bintje’ und als Ca-ineffizientester Genotyp die Sorte ‘Ijsselster’. Bei den
untersuchten Solanum-Genotypen zeigte sich, da3 die genotypischen Unterschiede in der Nutzung
des Ca-Angebots der Nahrlosung zur Trockenmassen-Bildung im wesentlichen auf einer effizien-
ten Aufnahme von Ca (Aufnahme-Effizienz) und weniger auf ciner effizienten Verwertung des

aufgenommenen Ca (Verwertungs-Effizienz) beruhten.

Die Frage nach der Stabilitdt genotypischer Unterschiede in der Ca-Effizienz unter verschie-
denen Umweltbedingungen wurde an sechs Kartoffelsorten in parallelen Nahrlosungsversuchen
unter Gewédchshaus- sowie Klimakammer-Bedingungen untersucht. Die Unterschiede in der Ca-
Effizienz zwischen den Sorte 'Bintje' (Ca-effizient) und 'Adelheid’ (Ca-ineffizient) waren stets
gleichgerichtet, wobei die Unterschiede unter Klimakammer-Bedingungen stirker ausgepragt
waren. Bei den iibrigen vier Sorten 'Arnika’, 'Ijsselster’, 'San Michele' und 'Ultimus' deutete sich an,
daf} die unterschiedlichen Umweltbedingungen einen Einflul auf die genotypische Ca-Effizienz

haben.

Die Frage nach einem Einflufl der Form der N-Erndhrung auf die genotypische Ca-Effizienz
wurde in einem Néahrldsungsversuch unter kontrollierten Klimakammer-Bedingungen bei den
unter-schiedlich Ca-effizienten Kartoffelsorten 'Adelheid' und 'Bintje' untersucht. Die Unterschiede
in der Intensitit von Ca-Mangelsymptomen zwischen diesen beiden Sorten bestanden sowohl bei
Nitrat-, wie Ammnoniumnitrat als auch bei Ammonium-Erndhrung der Pflanzen. Eine N-Formen x

Genotyp Interaktion in der Ca-Effizienz der beiden Sorten lag somit nicht vor.

Die zentrale Frage, ob bei Ca-Mangel in Bléttern eine verstérkt biologisch aktive Oligogalakturo-
nide aus der Zellwand freigesetzt werden, welche urséchlich an der Ausbildung von Ca-
Mangelsymptomen beteiligt sind, wurde an zwei Kartoffelsorten untersucht, die sich moglichst
deutlich und stabil in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber einem niedrigem Ca-Angebot der Néhrlo-
sung voneinander unterscheiden. Pflanzen der Sorten 'Adelheid' (Ca-ineffizient) und 'Bintje' (Ca-
effizient) wurden unter kontrollierten Klimakammer-Bedingungen in Néhrlosung bei unterschied-
lich hohem Ca-Angebot (1000 uM (Kontrolle), 60 pM sowie 30 uM) kultiviert. Mittels der Infil-
trations-Zentrifugations-Methode wurde aus jungen Blittern Apoplastenwaschfliissigkeit gewon-
nen. In dieser verdiinnten Blattapoplastenfliissigkeit wurde die Konzentration an Ca und Uronséu-
ren bestimmt und die Oligogalakturonide mittels HPAEC-PAD-Analytik hinsichtlich ihres Poly-
merisationsgrades charakterisiert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen sich wie folgt zusammenfassen:
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Die Unterschiede in der Stirke der Ca-Mangelsymptome bei niedrigem Ca-Angebot der
Nahrlosung zwischen den unterschiedlich Ca-effizienten Sorten 'Adelheid' (Ca-ineffizient) und
'‘Bintje' (Ca-effizient) lieBen sich nicht hinreichend durch die Gesamt-Ca-Gehalte junger Blatter
erklaren. Die hohere Ca-Effizienz der Sorte '‘Bintje' im Vergleich zu der Sorte 'Adelheid' konnte
aber auch nicht tiber den Ca-Gehalt isolierter Zellwdnde sowie durch eine hohere Ca-
Konzentration oder eine héhere Ca®*-Aktivitit in der wirigen Phase des Blattapoplasten junger

Blitter erklart werden.

Der Uronsdure-Gehalt isolierter Zellwinde junger Kartoffelblatter betrug 15 % und wurde
durch das Ca-Angebot der Nahrlosung nicht beeinflusst.

Die in der Blattapoplastenfliissigkeit gelosten Uronsdure-Mengen entsprachen weniger als

2 % der Uronsdure-Mengen der Zellwand junger Kartoffelblatter.

Bei der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' traten bei Ca-Mangel nicht nur hohere Uronsdure-
Konzentrationen in der Blattapoplastenfliissigkeit auf als bei der Ca-effizienten Sorte 'Bintje’, son-

dern auch verstarkt potentiell biologisch aktive Oligogalakturonide mit DP 9-20.

Aber sowohl ein Anstieg in der Uronsdure-Konzentration als auch eine Zunahme an Oligo-
galakturonide mit DP 9-20 in der Blattapoplastenfliissigkeit konnte nur bei stiarkerer Auspragung

von Ca-Mangelsymptomen und nicht bei schwécherer Auspragung festgestellt werden.

In eine mit der Ca-ineffizienten Sorte 'Adelheid' durchgefiihrten Zeitstudie konnte ein An-
stieg in den diffusiblen Uronsdure-Gehalten des Blattapoplasten nicht vor, sondern vielmehr erst

bei einer starken Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen beobachtet werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten deuten letztlich nicht auf eine urséchliche Beteilung von

Oligogalakturoniden an der Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen an Kartoffelbldttern hin.
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7 ANHANG

7.1 Methodische Untersuchungen zur Priparation von Zellwandmaterial
aus Blittern

In der Literatur sind unterschiedliche Préparationen von Zellwandmaterial, korrekter bezeichnet
als alkohol-unléslicher Rest des Materials (alcohol insoluble residue = AIR) beschrieben
(SELVENDRAN et al., 1985). Ein wesentlicher Unterschied 148t sich in dem ersten Schritt der Auf-
reinigung finden: In einigen Arbeiten wird das Material zunéchst in kochendem oder kaltem Was-
ser homogenisiert und anschlieBend mit Ethanol "gewaschen". In anderen Arbeiten erfolgt die
Homogenisation in kochendem oder kaltem Ethanol.

Eine Homogenisation in kochenden Losungen wurde von vornherein ausgeschlossen, da gerade
das Kochen von pflanzlichem Gewebe dramatische Auswirkungen auf die Loslichkeitseigen-
schaften der Pektine haben kann (CHANG et al., 1993; SATAANANTAKUL et al., 1989).

In einem ersten Ansatz wurde daher nur die Homogenisation pflanzlichen Materials in kaltem
Wasser mit der Homogenisation in kaltem Ethanol hinsichtlich des Ertrages und der Uronsdure-
Gehalte des AIR verglichen. In einem zweiten, unabhéngigen Ansatz, wurde zusitzlich untersucht,
ob die Homogenisation bzw. die Aufreinigungsmethode einen EinfluB auf die Loslichkeitseigen-
schaften der Pektine und die Ca-Gehalte des AIRs hat.

Die Abfolge der AIR-Priparation ist inAbb. 60 dargestellt. Die Abkiirzungen fiir die verschiedenen
Methoden wurde in Anlehnung an die in der Aufreinigung verwendeten Losungen gewéhlt. Die
Durchfiihrung der Aufreinigung wird im folgenden kurz beschrieben:

Das pflanzliche Material wurde in fliissigem Stickstoff gemorsert, in Reagenzgldser eingewogen
(ca. 0,5 g FM) und in 4 mL demineralisiertem Wasser (Methode: WECA, WECAW) oder in 4 mL
80 % Ethanol (Methode: ECA, ECAW) mittels Ultra-Turrax (1 min) und anschlieBendem Ultra-
schall (1 min) weiter zerkleinert und homogenisiert. Das Homogenat wurde quantitativ (unter
Verbrauch von insgesamt 16 mL Wasser oder Ethanol) auf eine Filtrationseinheit mit 40 pM Gaze
iiberfithrt und abgenutscht. Das auf der Gaze verbleibende Material wurde bei den Methoden
WECA und WECAW anschlieBend mit insgesamt 20 mL 80 % Ethanol gewaschen. In jedem Fall
wurde das Material dann mit 20 mL Chloroform : Methanol (1:1 v/v) und schlieBlich mit 20 mL
Aceton gewaschen. Die Methoden WECAW und ECAW beinhalteten nach dem Aceton-
Waschschritt noch einen Waschschritt mit 20 mL demineralisiertem Wasser. Alle Arbeiten wurden
bei 4°C durchgefiihrt. Die Aufarbeitungszeit betrug insgesamt ca. 90 min.

Die Bestimmung der Ca-Gehalte des AIRs erfolgte nach trockener Veraschung des AIRs und die
wasserloslichen Uronséuren des AIRs wurden nach Inkubation des AIRs fiir 1 h in demineralisier-

tem Wasser bei 4 °C bestimmt.
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AIR-Priparation

Blattmaterial (0,5 g Frischmasse)
in fliissigem Stickstoff morsern

v v v v

Wasser 80 % Ethanol
A 4 \ 4

80 % Ethanol
v v v v

Chloroform : Methanol (1:1 v/v)

b

Aceton
Wasser Wasser
Kurzform der v l v l
Aufreinigungs- WECA WECAW ECA ECAW

abfolge

Abb. 60: Schematische Darstellung der AIR-Prdparation mit verschiedenen Waschschrittenab-
folgen (Kurzform wurde entsprechend der Waschschrittabfolge gewdhlt: WECA = Was-
ser — Ethanol — Chloroform : Methanol - Aceton; WECAW = Wasser — Ethanol — Chlo-
roform : Methanol — Aceton Wasser; ECA = Ethanol — Chloroform : Methanol — Aceton;
ECAW = Ethanol — Chloroform : Methanol — Aceton — Wasser)

In zwei unabhédngigen Durchfilhrungen entsprach die Menge an trockenem AIR bei der H,O-

Homogenisation 2,5 bis 3,2 % der Frischmasse (Tab. 15, Tab. 16). Demgegeniiber betrug bei der

Ethanol-Homogenisation der AIR-Ertrag etwa 5,1 bis 6,2 % der Frischmasse (Tab. 15, Tab. 16).

Eine Homogenisation in Ethanol fiihrte somit im Vergleich zu einer Homogenisation in deminera-

lisiertem Wasser zu signifikant hoheren Ertrdgen an AIR.

Der Uronsdure-Gehalt des AIRs war bei der H,O-Homogenisation deutlich hoher als bei der Etha-

nol-Homogenisation (Tab. 15, Tab. 16), wobei allerdings dieser Unterschied nur bei der ersten
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Durchfiihrung statistisch absicherbar war (Tab. 15). Die Gesamt-Uronsdure-Menge des AIRs war
bei beiden Prdparationen gleich, so daBl keine signifikanten Unterschiede in den Uronsdure-
Gehalten, bezogen auf die Frischmasse, zwischen den beiden Homogenisation-Methoden bestand
(Tab. 15).

Es ist naheliegend zu vermuten, da3 der hohere AIR-Ertrag und niedrigere Uronsdure-Gehalt des
AIRs bei der Homogenisation des pflanzlichen Materials in Ethanol auf Co-Préizipitation intrazel-

luldrer Komponenten mit dem Zellwandmaterial zuriickzufiihren ist (SELVENDRAN et al., 1985).

Die Ca-Gehalte waren sowohl bei der Bezugsbasis AIR wie auch bei der Bezugsbasis Frischmasse
bei einer Homogenisation in Wasser signifikant niedrige als bei einer Homogenisation in Ethanol
(Tab. 17).

Unabhingig von der Préparationsmethode, d.h. unabhéngig davon, ob das Material anfangs in
Wasser oder Ethanol homogenisiert wurde, und unabhingig davon, ob das priparierte AIR-
Material nach dem Aceton-Waschschritt mit demineralisiertem Wasser gewaschen wurde oder
nicht, lag der Gehalt an wasserloslichen Uronsduren im Bereich von 19 bis 25 mg Gal-US-Eq (g

FM) (Tab. 17), und entsprach 0,6 bis 1 % des Gesamt-Uronsiure-Gehaltes.

Zusammenfassen lassen sich die Ergebnisse wie folgt:

e Bei einer Homogenisation des Blattmaterials in 80 % Ethanol ist der AIR-Ertrag deutlich
hoher, und der Uronsdure-Gehalt des AIRs deutlich niedriger als bei einer Homogenisation in
demineralisiertem Wasser. Wird als Bezugsbasis die Frischmasse verwendet, so ergeben sich
keine unterschiedlichen Uronsédure-Gehalte.

e Eine Homogenisation in Ethanol flihrte im Vergleich zu einer Homogenisation in deminerali-
siertem Wasser zu deutlich hoheren Ca-Gehalte der Zellwand.

e Ein EinfluB der Praparationsmethode auf die Fraktion der wasserloslichen Pektine konnte
statistisch nicht abgesichert werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir die Bestimmung der Ca-Gehalte der Zellwand das Material

in Wasser homogenisiert und anschlieBend mit Ethanol, Chloroform-Methanol und Aceton gewa-

schen (Methode WECA).
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Tab. 15: EinfluB} der Homogenisationslosung auf den Ertrag an trockenem AIR in Prozent der
Frischmasse und die Uronsdure-Gehalte des AIR von Kartoffelblattern bei sonst gleicher

weiterer Aufreinigung (n = 5; Tukey Test bei p < 0,05)

Abfolge der Relativer Uronséure-Gehalt des AIR
Reinigungs- AIR-Ertrag [mg Gal-US-Eq. [mg Gal-US-Eq.
schritte [ % der FM] (g AIR)"] (g FM)™]
WECA 246+0,11 B 147,80 £ 10,05 A 3,641£0,28 A
ECA 6,12+0,64 A 67,96+ 19,95 B 411+1,13 A
MSD (5 %) 0,67 23,03 1,12

Tab. 16: Ertrag an trockenem AIR in Prozent der Frischmasse und Uronsdure-Gehalte des AIR

von unterschiedlich aufgereinigtem Blattmaterial von Kartoffeln (n = 5; Tukey-Test bei

p <0,05)

Abfolge der Relativer Uronséure-Gehalt des AIR
Reinigungs- AIR-Ertrag [mg Gal-US-Eq. [mg Gal-US-Eq.
schritte [% der FM] (g AIR)"] (g FM)™]
WECA 3,18+0,37 B 96,86 £ 15,59 A 3,65+0,33 A
WECAW 296+0,21 B 111,91 +£27,63 A 329+0,71 A
ECA 5351044 A 80,47+12,01 A 433+0,88 A
ECAW 5,00+0,33 A 70,35+ 32,38 A 350+ 1,52 A
MSD (5 %) 0,63 42,43 1,74

Tab. 17: Gehalte an Ca und wasserloslichen Uronsduren des AIR von unterschiedlich aufgereinig-
tem Blattmaterial von Kartoffeln (n = 5; Tukey-Test bei p < 0,05)

Abfolge der Ca-Gehalt Gehalt wasserldslicher Uronséduren
Reinigungs- [mg (g AIR)']  [mg (g FM)"] [mg Gal-US-Eq. [mg Gal-US-Eq.
schritte (g AIR)"] (g FM)"]
WECA 18,48+2,60 B 0,60+0,14 B 0,78+0,22 A 0,025+ 0,010 A
WECAW  20,26+0,88 B 0,60+0,04 B 0,66 0,21 A 0,019% 0,005 A
ECA 23,58+0,84 A 1,26+£0,14 A 0,54+0220 A 0,029+ 0,010 A
ECAW 2478 £ 1,25 A 1,24+0,10 A 0,73£0,19 A 0,033% 0,011 A
MSD (5 %) 2,83 0,20 0,37 0,015
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7.2 Methodische Untersuchungen zur Charakterisierung der Oligo-

galakturonide der Apoplastenwaschfliissigkeit

7.2.1 Immunologische Untersuchungen der Apoplastenwaschfliissigkeit auf Oli-

gogalakturonide

Da fiir die Fragestellung dieser Arbeit von besonderem Interesse Oligogalakturonide mit einem
Polymerisationsgrad (DP) von 9 bis 16 sind, wurde im Labor von Prof. Van Cutsem (Namur, Bel-
gien) zundchst versucht, eine immunologische Charakterisierung durchzufiihren, mit Hilfe des von
LINERS et al. (1989) charakterisierten monoklonalen Antikorper 2F4, der spezifisch Oligogalaktu-
ronide mit einem DP > 9 erkennt (LINERS et al., 1992).

Bei den durchgefiihrten dot-blot Tests wurden allerdings weder in der AWF Oligogalakturonide
mit einem DP > 9 nachgewiesen, noch in einer Oligogalakturonid-Mischung (hergestellt durch
Saure-Hydrolyse von Polygalakturonsaure), die, nach HPAEC-PAD-Analysen, Oligogalakturonide
mit DP > 9 enthielt. Eine mogliche Ursache konnte in verdnderten Eigenschaften der im dot-blot-
Test verwendeten Membran liegen, so da3 die Oligogalakturonide nicht an der Nitrocellulose-
Membran gebunden bzw. immobilisiert werden (Dr. Liners, pers. Mitt.).

Ein zusétzliches Problem bei einer Identifizierung von Oligoglakturoniden mit DP > 9 in AWF-
Proben von Kartoffelbldttern mittels des primédren Antikorpers 2F4, und dem sekundédren Antikor-
per HRP-SAM (horseradish peroxidase-labeled sheep anti-mouse immunoglobulin), besteht in der
Aktivitdt der Peroxidase in der AWF. Da die Detektion des sekundiren Antikorpers, der den
primdren Antikorper erkennt, durch die Zugabe von H,O, und DAB (Diaminobenzidin) im dot-
blot-Test bzw. ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoninsulfonat) im ELISA-Test erfolgt
(LINERS et al., 1989), wird bei Verwendung von AWF-Proben gleichzeitig die Aktivitdt der Pero-
xidase miterfallt. Beispielhaft zeigt das Ergebnis eines dot-blot Tests mit einer AWF-Probe
(Abb. 62), dall bei Verwendung des primdren und sekundédren Antikorpers das gleiche Ergebnis
("Graufarbung" = oxidiertes DAB) erreicht wurde, wie bei alleiniger Zugabe von DAB und H,0,.
Wurde hingegen H,O, nicht zugegeben oder wurde AWF verwendet, die 20 min gekocht wurde, so
war keine Graufarbung zu erkennen.

Somit war eine immunologische Charakterisierung der Oligogalakturonide der AWF von Kartof-

felbldttern weder mittels dot-blot Test noch mittels ELISA-Test moglich.
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Abb. 61: Ergebnis eines dot-blot Test mit Apoplastenwaschfliissigkeit von Kartoffelbléttern
(AWF = Apoplastenwaschfliissigkeit; 2F4 = primérer Antikorper spezifisch fiir Oligo-
galakturonide mit DP > 9: HRP-SAM = sekundirer Antikorper spezifisch fiir 2F4; DAB
= Diaminobenzidin)

7.2.2 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Auftrennung einer Losung mit Oligogalakturoniden mit DP < 9 (hergestellt durch Saure-
Hydrolyse von Polygalakturonséure (Sigma P1879) (GILLET et al., 1992) unterschiedlicher Ge-
samt-Galakturonsdure-Konzentration mittels Diinnschichtchromatographie (DC) wurde nach der
von DONER et al. (1988) beschriebenen Methode getestet. In einem einzigen Lauf konnten Oligo-
galakturonide bis DP 7 getrennt und detektiert werden, allerdings nur bei ausreichender Konzen-
tration. So erwies sich eine Beladung des Chromatograms mit 1,4 pmol Gal.-US-Eq. (10 pL mit
0,14 mM Gal-US-Eq.) als unzureichend fiir eine Detektion. Bei Verwendung einer um Faktor 10
hoher konzentrierten Losung lieBen sich nur Oligogalakturonide mit DP 1-3 sichtbar machen. Im
Vergleich dazu sei erwéhnt, dal die Uronsdure-Konzentration der AWF junger Kartoffelblitter,
iiber die verschiedenen Versuche hinweg betrachtet, in dem Bereich von 0,6 bis 1,2 mM Gal-US-
Eq. lag. Somit wiére eine Charakterisierung der Oligogalakturonide der AWF hinsichtlich ihres
DPs mittels DC nach einer Aufkonzentrierung der Proben moglich gewesen, wobei allerdings nur

eine Auftrennung bis zu DP 7 hétte erreicht werden konnen.
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Abb. 62: Diinnschichtchromatographie einer Oligogalakturonid-Mischung mit Polymerisations-
grad (DP) von 1 bis 9 unterschiedlicher Gesamt-Galakturonsidure-Konzentration (Durch-
fiihrung der Diinnschichtchromatographie nach DONER et al. (1988); Spriihreagenz 0,1
% (w/v) Orcinol in 70 %iger H,SO,4 nach FRY (1988))

7.2.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Moglichkeit der Charakterisierung von Oligogalakturoniden hinsichtlich ihres DPs durch eine
Auftrennung mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Anfarbung mit Ruthenium Rot
wurde gepriift. Da keine Arbeiten iiber eine PAGE von Oligogalakturoniden vorlagen, wurde sich
an die Methode von AL-HAKIM & LINDHARDT (1990) zur elektrophoretischen Auftrennung von
sauren Oligosacchariden, die sich vom Heparin (ein Glykosaminoglukan) ableiten, angelehnt.

Das Pherogramm von Losungen mit Oligogalakturoniden mit DP 1 bis 20 (hergestellt durch Saure-
Hydrolyse von Polygalakturonséure (Sigma P1879) (GILLET et al., 1992)), zeigt, dal} eine Auftren-
nung von Oligogalakturoniden zumindest bis zu DP 10-12 mittels PAGE moglich ist. Allerdings

war bei der Losung mit der niedrigsten untersuchten Gesamt-Galakturonsidure-Konzentration von
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0,7 mM nur eine Detektion von Oligogalakturoniden bis zu DP 2-3 mdglich. Im Vergleich dazu sei
erwéhnt, dafl die Uronsdure-Konzentration der AWF junger Kartoffelblitter, iiber die verschiede-
nen Versuche hinweg betrachtet, in dem Bereich von 0,6 bis 1,2 mM Gal-US-Eq. lag. Somit wire
eine Charakterisierung der Oligogalakturonide der AWF hinsichtlich ihres DPs mittels PAGE nach
einer Aufkonzentrierung der Proben moglich gewesen, wobei allerdings nur eine Auftrennung bis

zu DP 10-12 hitte erreicht werden konnen.

Galakturonséure-
Konzentration: 14,4 mM 0,7 mM 2,8 mM

Abb. 63: Pherogramm der Oligogalakturonid-Mischung mit Polymerisationsgrad (DP) von 1 bis
20 unterschiedlicher Gesamt-Galakturonsiure-
Konzentration
(Polyacrylamid-Gel: Sammelgel: 500 uL 1 M Tris-Puffer (pH 6,8), 4054 uL H,0, 402
uL 50 %(w/v) Polyacrylamid (molares Verhiltnis von Acrylamid zu N, N'-
Methylenbisacrylamid 29 : 1), 40 uL 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat, 4 uL. Temed;
Trenngel: 500 pL 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8), 3920 uL H,O, 6000 uL 50 %(w/v) Po-
lyacrylamid (molares Verhiltnis von Acrylamid zu N, N'-Methylenbisacrylamid 29 : 1),
100 pL 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat, 8 uL. Temed;Aufbereitung der Proben: 8,25 pL
Probe, 1,5 uL H,O, 3 pL 50 % Glycerol, 1,5 uL. 1 % (w/v) Bromophenolblau, 0,75 uL.
50 mM Tris-Puffer (pH 6,8); elektrophoretische Auftrennung fiir 30 min bei 60 V und
anschlieBend 6 h bei 120 V; Kammerpuffer: 25 mM Tris-Puffer, 250 mM Glycin, pH
8,3; Fixierung und Anfarbung: 30 min in Fixierungslésung mit 0,01 % (w/v) Ruthenium
Rot (Sigma R2751) in Ethanol : Essigsdure : H,O-Losung (30 : 10 : 60); Entfernen des
iiberschiissigen Farbstoffes durch wiederholtes tauchen in Fixierungslosung ohne Ruthe-
nium Rot)
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7.2.4 Matrix-unterstiitzte Laser Desorptions-/Ionisations-Flugzeit-

Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS)

In Anlehnung an die Arbeit von DAAS et al. (1998) wurde die Moglichkeit der Charakterisierung
von Oligogalakturoniden hinsichtlich ihres DPs mittels Matrix-unterstiitzter Laser Desorptions-
/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometriec (MALDI-TOF-MS) mit Unterstiitzung der Arbeits-
gruppe von Prof. Kuhn (FH Reutlingen) gepriift.

Das Massenspektrogramm einer Losung von Oligogalakturoniden mit DP 1 bis 20 (hergestellt
durch Séure-Hydrolyse von Polygalakturonsdure (Sigma P1879) (GILLET et al., 1992)), zeigt
(Abb. 64), daB Oligogalakturonide mit einem DP von 2 bis 5-6 identifiziert werden konnten. Die
Gesamt-Galakturonséure-Konzentration dieser Losung betrug 0,7 mM. Ebenfalls untersucht wurde
Apoplastenwaschfliissigkeit (AWF; um Faktor 10 aufkonzentriert) junger Kartoffelblatter. Hier
konnten Oligogalakturonide zumindest mit DP 2, 3 sowie 4 identifiziert werden. Auffillig war
aber, da3 genau zwischen den Massen definierter Oligogalakturonide (wie zwischen DP 3 und DP
4) Molekiile mit wesentlich stirkerer Intensitit auftraten. Ahnliches wurde, wie erwihnt, auch bei
der Analyse von AWF-Proben mittels HPAEC-PAD festgestellt.

Eine Charakterisierung der Oligogalakturonide der AWF hinsichtlich ihres DPs mittels MALDI-
TOF-MS moglich gewesen, wobei allerdings nur eine Identifizierung bis zu DP 16-20 wie bei der
HPAEC-PAD Analytik nicht hétte erreicht werden konnen. Auch DAAS et al. (1998) erreichten
mittels MALDI-TOF-MS nur eine Identifizierung von Oligogalakturoniden mit DP 2-12.

Auch lassen sich die verschiedene Massenspektrogramm nur qualitativ und nicht quantitativ hin-
sichtlich der Intensitét vergleichen, da durch die Addition von Einzelspektren sehr unterschiedliche
Spektren hinsichtlich der Intensitét ergeben (wie bei dem Vergleich der kumulierten Intensitét in

Abb. 64 mit der in Abb. 65 deutlich wird).
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Abb. 64: MALDI-TOF-Massenspektogramm einer Losung von Oligogalakturoniden mit DP 1 bis
20 (Positiv-Modus; Matrix: 0,2 M 2,5-Dihydroxybenzoesdure in Acetonitril; Flugrohr
1m; Beschleunigungsspannung 28 kV; Verhiltnis Probe zu Matrix 1:3; 0,8 uL Proben-
volumen; kumuliertes Spektrum aus 82 Einzellaserschiissen)
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Abb. 65: MALDI-TOF-Massenspektogramm von Apoplastenwaschfliissigkeit junger Kartoffel-
blatter (BPI 3) (Positiv-Modus; Matrix: 0,2 M 2,5-Dihydroxybenzoeséure in Acetonitril;
Flugrohr 1m; Beschleunigungsspannung 28 kV; Verhiltnis Probe zu Matrix 1:3; 0,8 uL
Probenvolumen; kumuliertes Spektrum aus 170 Einzellaserschiissen)
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7.3 Screening von 16 Solanum-Genotypen auf Ca-Effizienz

Mit dem Ziel Genotypen zu identifizieren, die sich deutlich in ihrer Ca-Effizienz unterscheiden,
wurde ein weites Spektrum an Solanum-Genotypen untersucht, das Wildarten, Primitivformen und
Kultursorten der Kartoffel umfasste. In diesem Versuch wurden fiinf Sorten (‘Bintje', 'Ijsselster’,
'Norchip', 'Peconic’, 'San Michele') der Kulturkartoffel (Solanum tuberosum ssp. tuberosum), drei
Primitivformen (S. stenotomum, S. tuberosum ssp. andigena 1, S. tuberosum ssp. andigena 2)
sowie acht Wildarten (Solanum chacoense, S. fendleri, S. hawkesii, S. pampasense, S. sparsipilum,
S. spegazzini, S. tarijense, S. vernei) bei unterschiedlichem Ca-Angebot in der Nahrlésung auf ihre
Ca-Effizienz hin untersucht. Die Pflanzen der Kontrollvariante wurden 21 d bei 1000 uM Ca kulti-
viert. Die Pflanzen der ersten Ca-Mangelstufe (60/30 uM) wurden in den zwei Wochen bei 60 uM
Ca und in der dritten Versuchswoche bei 30 uM kultiviert. Das Ca-Angebot der zweiten Ca-
Mangelstufe (30/15 uM) betrug die ersten zwei Wochen 30 uM und in der dritten Woche 15 uM.

7.3.1 Wabhl des geeigneten Wachstumsparameters

Fiir die Charakterisierung des Wachstums der 16 Solanum-Genotypen bei unterschiedlich hohem
Ca-Angebot der Ndhrlosung boten sich absolute Vergleiche der Frischmasse zwischen den Genoty-
pen nicht an, da sich die Genotypen in der Frischmasse zu Versuchsbeginn stark voneinander
unterschieden. Die Pflanzen der Kultursorten besallen zu Versuchsbeginn durchschnittlich eine
Frischmasse von 0,1 g Pflanze™ (Tab. 18), die damit nur 30-50 % der Frischmasse der Pflanzen
von den Wildarten und Primitivformen entsprach. Bei Betrachtung der Standardabweichung in
Relation zu dem jeweiligen Mittelwert der Frischmasse zu Versuchsbeginn der verschiedenen
Genotypen, féllt auf, dal} sich die Einzelpflanzen innerhalb einer Kultursorte in ihrer Frischmasse
zu Versuchsbeginn weit weniger voneinander unterschieden, als die Einzelpflanzen der Wildarten
und Primitivformen (Tab. 18). Die Pflanzen der Wildarten und Primitivformen wiesen somit zu
Versuchsanfang zum einen eine groflere Frischmasse und zum anderen eine deutlich héhere Varia-
bilitdt innerhalb einer jeden Art bzw. Form auf als die Kultursorten.

Fiir die Beantwortung der Frage, ob die Frischmasse zu Versuchsbeginn einen Einflul auf die
Frischmasse zu Versuchsende hat, wurden fiir jeden Genotyp bei 1000 uM Ca-Angebot Regressi-
onsanalysen durchgefiihrt. Bei acht der 16 Genotypen bestand ecine signifikante Beziehung zwi-
schen der Frischmasse zu Versuchsbeginn und der zu Versuchsende. Die Frischmasse der Pflanzen
zu Versuchsende fiir die Charakterisierung des Wachstums der Genotypen zu verwenden kann hier
nicht als geeigneter Parameter angesehen werden, da Unterschiede in der Frischmasse der Pflanzen
zu Versuchsende nur auf Unterschieden in der Frischmasse zu Versuchsbeginn beruhen kdnnten.
Beispielhaft ist in Abb. 66A der Wachstumsverlauf von S. chacoense und der Sorte 'Bintje' bei
1000 uM Ca-Angebot der Nahrlosung dargestellt. Bei logarithmischem Auftrag der Frischmasse



Anhang - 143

Tab. 18: Frischmasse von 16 Solanum-Genotypen nach 5 d Vorkultur bei 1000 uM Ca zu Beginn
der Ca-Differenzbehandlung (n = 6; verschiedene Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Ca-Angeboten innerhalb eines Genotyps nach Tukey-Test

mit p <0,05)

Genotyp

Frischmasse zu Versuchsbeginn [ g Pflanze™]

1000 uM Ca

60/30 uM Ca

30/15 uM Ca

S. chacoense

S. fendleri

S. hawkesii

S. pampasense

S. sparsipilum

S. spegazzini

S. tarijense

S. vernei

S. stenotomum

S.t. andigena 1

S.t. andigena 2

'‘Bintje’'

'[jsselster’

'Norchip'

'Peconic’

'San Michele'
MSD

0,2870 = 0,0881
0,2685 = 0,1104
0,2108 £0,1174
0,2708 = 0,0581
0,3158 £0,1627
0,2533 +£0,2647
0,2382 = 0,0851
0,2527 = 0,0579
0,2482 +0,1164
0,3775 £ 0,1465
0,2775 £0,1157
0,0758 £ 0,0135
0,0808 = 0,0147
0,0795 £ 0,0138
0,1170 £ 0,0433
0,1105 +£0,0212
0,2258

[ R R ™ R L D I 2 R I - B < B -C I B

0,2997 £ 0,0896
0,1753 £0,1115
0,2190 £ 0,1161
0,2173 £0,0782
0,2515 £0,1371
0,2723 +£0,3373
0,2322 +0,0824
0,3055 £0,2198
0,1667 £0,0757
0,2950 £0,1115
0,1687 = 0,0481
0,0843 +0,0291
0,0682 = 0,0173
0,1092 £0,0394
0,0993 £ 0,0329
0,1255 £0,0396
0,2598

[ R = - R - R - R U

0,4078 £ 0,3065
0,2136 = 0,1306
0,2395 £ 0,0645
0,2392 +£0,0777
0,3722 £0,1512
0,2215 = 0,0624
0,1627 £ 0,0291
0,3790 +£0,2188
0,2320 = 0,1530
0,3105 £0,1213
0,2399 = 0,0838
0,1265 = 0,0347
0,0785 = 0,0231
0,0753 £ 0,0205
0,1060 = 0,0272
0,1273 £ 0,0595
0,2559

[S-JN T - R 2 -2 T - T < R < R - R - R R R A

Wildarten

Primitivformen

Kultursorten
MSD

0,2796 +0,1381
0,2546 £ 0,1017
0,0927 £ 0,0285
0,0699

0,2545 £0,1637
0,1866 £0,0716
0,0973 £ 0,0364
0,0801

0,2997 +£0,1677
0,2115 £0,1023
0,1027 £+ 0,0404
0,0829

der Pflanzen gegen die Zeit ergab sich zwischen der Frischmasse der Einzelpflanzen zu Beginn
und zu Ende des Versuches eine linecare Beziehung, deren Steigung der mittleren relativen
Wachstumsrate (MRW) entspricht. Bei 1000 uM Ca-Angebot wies die Sorte 'Bintje' mit 0,2095
gg'd' eine um 2% groBere (aber statistisch nicht signifikant verschiedene) MRW auf als
S. chacoense mit 0,2073 gg' d"'. Demgegeniiber wies die Sorte 'Bintje' aber zu jedem der vier
Termine eine Frischmasse auf, die durchschnittlich 70 % niedriger als die von S. chacoense war.
Die Vermutung liegt nahe, dafl die Unterschiede in der Frischmasse zu Versuchsende zwischen der
Wildart S. chacoense und der Kultursorte 'Bintje’ weniger auf ein genetisch bedingtes, unter-
schiedliches Wachstumspotential zuriickzufithren sind, als vielmehr ursidchlich durch die unter-
schiedliche Frischmasse zu Versuchsbeginn bedingt waren.

Die Moglichkeit, mittels einer Kovarianzanalyse, den Einflufl der Frischmasse zu Versuchsbeginn
(Kovariable) auf die Frischmasse zu Versuchsende auszuschalten, indem die Frischmasse zu Ver-

suchsende um den Einflul der Kovariable bereinigt (adjustiert) wird, wurde gepriift. Eine wesentli-
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che Voraussetzung fir die zuldssige Durchfiihrung einer Kovarianzanalyse sowie fiir die Berech-
nung adjustierter Mittelwerte, ist die Gleichheit des Regressionsparameters iiber die verschiedenen
Gruppen hinweg (DUFNER et al., 1992). In dem vorliegenden Fall bedeutet das, dal3 der Einfluf3 der
Frischmasse zu Versuchsbeginn auf die Frischmasse zu Versuchsende, iiber die verschiedenen
Genotypen betrachtet, gleich ist. Die bei den 16 Genotypen ermittelten Steigungen der Regressi-
onsgeraden zwischen der Frischmasse zu Versuchsbeginn und zu Versuchsende wurden auf ihre
Gleichheit hin gepriift. Es bestanden jedoch signifikante Unterschiede zwischen den Steigungen
(Regressionsparametern) verschiedener Genotypen. Beispielhaft dazu ist in Abb. 66B der Wachs-
tumsverlauf der Primitivform S. tuberosum ssp. andigena 1 und der Sorte 'Peconic' dargestellt.
Trotz signifikanter Unterschiede in der Frischmasse zu Versuchsbeginn erreichten die Pflanzen

beider Genotypen zu Versuchsende eine dhnlich hohe Frischmasse.
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5 - O : : :
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Zeit[d] 1 6 11 16 21 26 1 6 11 16 21 26
Vorkultur Anfang Ende Vorkultur Anfang Ende
des Versuches des Versuches
® Solanum chacoense ® Solanum tuberosum ssp. andigena 1
O 'Bintje' O 'Peconic'

Abb. 66: Bildung der Frischmasse von Pflanzen (A) der Wildart Solanum chacoense und der Sorte
'‘Bintje' (B) der Primitivform Solanum tuberosum ssp. andigena I und der Sorte 'Peconic’
im Verlauf der Kulturdauer bei 1000 uM Ca-Angebot der Néhrlosung (n = 6; Mittelwert-
vergleich innerhalb eines Termins mittels Tukey-Test bei p < 0,05)

Die Frischmasse zu Versuchsbeginn hatte somit einen Genotyp-abhingigen Einflufl auf die Frisch-

masse zu Versuchsende. Eine zuldssige Durchfiihrung der Kovarianzanalyse war daher nicht mog-

lich.

Zusammenfassend kann aus diesen Betrachtungen gefolgert werden, daB3 das Wachstum der 16

Solanum-Genotypen an Hand ihrer mittleren relativen Wachstumsrate (MRW) miteinander vergli-

chen werden sollte.
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Tab. 19: Mittlere relative Wachstumsrate von 16 Solanum-Genotypen bei drei Ca-Angeboten flir
21 d (n = 6; Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Ca-
Angeboten innerhalb eines Genotyps nach Tukey-Test mit p < 0,05)

Genotyp Mittlere relative Wachstumsrate
1000 uM Ca 60/30 uM Ca 30/15 uM Ca
Relativ zu
1000 uM
[gg'd] [gg'd’] [gg'd’] [ %]

S. chacoense  0,2073 +£0,0103 a 0,1988 £0,0088 a 0,1629 £0,0104b 78,6 5,0
S. fendleri 0,1788 £0,0132 a 0,1661 +£0,0140 a 0,1233 £0,0193 b 69,0+ 10,8
S. hawkesii 0,1670 £0,0166 a 0,1653 £0,0120 a 0,1402 £0,0255 a 84,0 15,3
S.pampasense 0,1611 £0,0115a 0,1609 £0,0200 a 0,1445 £0,0190 a 89,7+ 11,8
S. sparsipilum  0,1863 +0,0185 a 0,1896 £0,0246a 0,1549 £0,0110b 83,1+ 59
S. spegazzini 00,2179 £0,0168 a 0,1812 £0,0147 b 0,1388 £0,0243 ¢ 63,7+ 11,1
S. tarijense 0,2135+0,0154 a 0,2100 +0,0209ab 0,1636 £0,0237b 73,7+ 9,0
S. vernei 0,1836 £0,0218 a 0,1620 +0,0155ab 0,1423 £0,0084 b 77,5+ 4,6
S. stenotomum 0,1747 £0,0134 a 0,1835£0,0230 a 0,1622 £0,0119a 92,8+ 6,8
S.t.andigenal 0,1828 +£0,0128 a 0,1623 £0,0343 a 0,1357£0,0173 b 76,6 £ 11,1
S.t.andigena? 0,1723 £0,0115a 0,1618 £0,0130a 0,1270 £0,0155b 74,2+ 94

'Bintje’' 0,2095 £0,0186 a 0,2113 £0,0054 a 0,1926 £0,0116 a 91,9+ 5,5
Tjsselster' 0,1657 £0,0131 a 0,1669 £0,0069 a 0,1289 £0,0138 b 77,8+ 8,3
'Norchip' 0,2260 £0,0179 a 0,2275 £0,0166 a 0,1670 £0,0125b 739+ 5,5
'Peconic' 0,2234 £0,0107 a 0,2280 £0,0074 a 0,1861 £0,0057b 83,3+ 2,5
'San Michele' 0,2077 £0,0145 a 0,2153 £0,0064 a 0,1776 £0,0117 b 85,5+ 5,6
MSD 0,0310 0,0351 0,0330 17,6

r zu 60/30 uM 0,878 #**

rzu 1000 uM 0,868 *** 0,680%**

Wildarten 0,1895+0,0250 a 0,1792 £0,0236 a 0,1469 £0,0212b 77,8+ 12,1

Primitivfor- 0,1766 £0,0127 a 0,1696 +0,0262 a 0,1416 £0,0209 b 80,3+ 12,1

men

Kultursorten ~ 0,2064 +0,0261 a 0,2098 £0,0245a 0,1704 £0,0252b 82,5+ 8,3
MSD 0,0153 0,0159 0,0146 17,6

7.3.2 Einfluf} des Ca-Angebotes auf das Wachstum und die Ausprigung von Ca-

Mangelsymptomen

Ein Ca-Angebot von 60/30 uM fiihrte gegeniiber der Kontrollbehandlung (1000 uM Ca)

einzig bei S. spegazzini zu einer signifikant niedrigeren MRW (Tab. 19). Bei 30/15 uM Ca-
Angebot war die MRW von allen Genotypen, mit Ausnahme von S. hawkesii, S. pampasense,
S. stenotomum und der Sorte 'Bintje', signifikant niedriger als bei 1000 uM (Tab. 19). Im Mittel
entsprach die MRW bei 30/15 uM Ca-Angebot 80 % der MRW der Kontrolle (1000 uM Ca) mit
einer Spannweite von 64 bis 93 % (Tab. 19).



146

Bei einem Ca-Angebot von 60/30 uM wurden nach 21 d nur an 8 von 96 Pflanzen Ca-Mangel-
symptome an den Blittern festgestellt, hingegen bei einem Ca-Angebot von 30/15 uM an 90 von
96 Pflanzen. Die durchschnittliche Stiarke der Ca-Mangelsymptome (Blattrandnekrosen) bei den
Pflanzen der 16 Solanum-Genotypen bei 30/15 uM Ca-Angebot ist in Abb. 67 wiedergegeben.
Auftillig ist, dafl die Kultursorten und die Primitivformen eine stdrkere Auspragung von Sympto-
men als die Wildarten zeigten. Bei den Kultursorten und Primitivformen wies 'Bintje' die wenig-
sten und S. stenotomum die meisten Symptome auf. Innerhalb der Wildarten zeigten S. hawkesii

und S. pampasense die geringste und S. vernei die stiarkste Auspragung von Ca-Mangelsymptomen.

450_|_ 1
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0,9 [ i

keine — 4

0,6
0,3 £ T T I |4 Gesamt-

| Mittelwert

Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen
©

[ Wildart 1 Primitivform M Kultursorte

Abb. 67: Auspragung von Ca-Mangelsymptomen (Blattrandnekrosen) von 16 Solanum-Genotypen
der 30/15-uM Ca-Angebotsstufe nach 21 d (n = 6)

7.3.3 Beziehung zwischen dem Wachstum und der Ausprigung von Ca-

Mangelsymptomen bei niedrigem Ca-Angebot

In diesem Versuch wurden verschiedene Wachstumsparameter ermittelt und auf einen mdglichen
Zusammenhang zu der Auspridgung von Ca-Mangelsymptomen hin untersucht (Tab. 20).

Einzig zwischen der Auspriagung der Ca-Mangelsymptome und der MRW der letzten Versuchswo-
che bestand mit r= 0,598 bei p < 0,05 eine signifikante Beziechung (Abb. 68; Tab. 20). Somit
wiesen die Genotypen eine starke Auspragung von Ca-Mangelsymptomen auf, die in Relation zur
schon vorhandenen Frischmasse viel Frischmasse in der letzte Woche bildeten. S. pampasense
wich insofern deutlich von dieser Beziehung ab, als diese Wildart eine vergleichsweise hohe

MRW in der letzten Versuchswoche, aber nur wenig Ca-Mangelsymptome aufwies. Ahnlich wich
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die Sorte 'Bintje' von dieser Beziechung ab, da diese Sorte die hochste MRW aufwies und von den
Kultursorten und Primitivformen die wenigsten Symptome zeigte. Die Beziehung zwischen der
MRW der letzten Versuchswoche und der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen war ohne
S. pampasense und 'Bintje' mit r = 0,852 (signifikant mit p < 0,001) deutlich enger als die Bezie-
hung einschlieBlich dieser beiden Genotypen (Abb. 68).

Tab. 20: Korrelationskoeffizienten zwischen Wachstumsparametern untereinander sowie zu der
Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen von 16 Solanum-Genotypen bei 30/15 uM Ca-

Angebot
FM MRW Rel. Rel. FM MRW FM MRW Symptom-
121 121 FM MRW 1-14  14-21  14-21 ausprigung
1-21 1-21
Trockenmasse  *** n.s. n.s. n.s. ok n.s. HHE n.s. n.s.
0,981 0,343 0,256 0,203 0,975 0,486 0,892 -0,221 -0,280
FM . n.s. n.s. n.s. ko * Rk n.s. n.s.
0,409 0,374 0,320 0,965 0,526 0,941 -0,136 -0,255
MRW . n.s. * n.s. ok * * n.s.
0,442 0,592 0,277 0,929 0,564 0,501 0,312
Rel. FM, 5, ot n.s. n.s. * n.s. n.s.
0,861 0,188 0,319 0,528 0,436 0,010
Rel. MRW |, n.s. n.s. * . n.s.
0,117 0,407 0,525 0,630 0,271
FM |14 n.s. oo n.s. n.s.
0,468 0,822 -0,352 -0,359
MRW .14 * n.s. n.s.
0,568 0,144 0,100
FM 1421 n.s. n.s.
0,179 -0,064
MRW 4., *
0,598
FM, = Frischmassen-Zuwachs (1-21 d)
MRW = Mittlere relative Wachstumsrate (1-21 d)
Rel. FM, = Frischmassen-Zuwachs (1-21 d) bei 30/15 uM in Prozent der Kon-

trolle (1000 pM)
Rel. MRW,; = Mittlere relative Wachstumsrate (1-21 d) bei 30/15 uM in Prozent der
Kontrolle (1000 pM)

FM 14 = Frischmassen-Zuwachs (1-14 d)
MRW,_ 14 = Mittlere relative Wachstumsrate (1-14 d)
FM 14 = Frischmassen-Zuwachs (14-21 d)

MRW 4. = Mittlere relative Wachstumsrate (14-21 d)
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Abb. 68: Bezichung zwischen der Stirke der Ca-Mangelsymptome und der mittleren relativen
Wachstumsrate der letzten Versuchswoche von 16 Solanum-Genotypen bei 30/15 uM
Ca-Angebot

7.3.4 Charakterisierung der Ca-Effizienz

Eine geringe Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen kann auf einer hohen Ca-Effizienz des Geno-
typs beruhen, sie kann aber auch bedingt sein durch ein sehr geringes Wachstum der Pflanzen.
Daher erfolgte die Charakterisierung der Ca-Effizienz der untersuchten Genotypen, indem gleich-
gewichtet die Auspriagung der Ca-Mangelsymptome und ein Wachstumsparameter beriicksichtigt
wurde.

Als Parameter fiir die Biomassen-Bildung eignete sich die MRW des ganzen Versuchszeitraumes,
welche fiir alle 16 Solanum-Genotypen zwar nicht signifikant korrelierte mit der gebildeten Frisch-
masse, aber innerhalb der Gruppe der Kultursorten sowie innerhalb der Gruppe der Wildarten und
Primitivformen stets signifikant mit der gebildeten Frisch- bzw. Trockenmasse korrelierte, wie
beispielhaft in Abb. 69 fiir das niedrigste Ca-Angebot wiedergegeben.

Die zur Einschitzung der Ca-Effizienz verwendeten Parameter, Ausprigung der Ca-Mangel-
symptome und die mittlere relative Wachstumsrate des gesamten Versuchszeitraumes, sind der
Ubersicht wegen in Form von Rangfolgen in Abb. 70 gegeneinander abgetragen. Ein Ca-effizienter

Genotyp wird somit durch einen hohen Rang in der MRW und einen mdéglichst niedrigen
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Abb. 69: Beziehung zwischen der mittleren relativen Wachstumsrate und der Trockenmasse von
16 Solanum-Genotypen nach 21 d Kultur bei 30/15 uM Ca-Angebot

Rang hinsichtlich der Auspragung der Ca-Mangelsymptome charakterisiert. Anhand von Abb. 70
lassen sich einzelne Genotypen hinsichtlich ihrer Ca-Effizienz gut miteinander vergleichen. So ist
deutlich zu sehen, daBl die Sorte 'Bintje' Ca-effizienter ist als alle anderen Kultursorten und Primi-
tivformen, bedingt durch die hdchste MRW und, innerhalb der Gruppe der Kultursorten und Pri-
mitivformen, die geringste Auspridgung von Ca-Mangelsymptomen.
Anhand von Abb. 70 ist zwar ein Vergleich einzelner Genotypen, aber nicht aller Genotypen
hinsichtlich ihrer Ca-Effizienz moglich. Die Einschitzung der Ca-Effizienz sollte gleichermafen
auf der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen wie auf der Biomassen-Bildung (in diesem Fall die
MRW) beruhen. Fiir beide Parameter wurden daher Rangzahlen vergeben. Dabei erhielt die hoch-
ste MRW den hochsten Rang (wie in Abb. 70), und genau umgekehrt wie in Abb. 70 erhielt die
geringste Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen den héchsten Rang. Fiir jeden Genotyp wurde
jeweils aus den beiden Rangzahlen die Rangsumme gebildet. Die Reihenfolge abnehmender
Rangsumme und damit abnehmender Ca-Effizienz ergibt sich wie folgt:
S. chacoense = 'Bintje' > S. pampasense > S. hawkesii = S. tarijense > S. sparsipilum >
S. spegazzini > "Peconic' = 'San Michele' > S. vernei > 'Norchip' > S. fendleri > S. stenotomum =

S.t. andigena 1 > S.t. andigena 2 = 'ljsselster’.
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Abb. 70: Bezichung zwischen der Rangfolge der Stirke der Ca-Mangelsymptome und der Rang-
folge der mittleren relativen Wachstumsrate des gesamten Versuchszeitraumes von 16
Solanum-Genotypen bei 30/15 uM Ca-Angebot

7.3.5 Beziehung zwischen morphologischen Parametern und der Ca-Effizienz

In dem Versuch wurde das Blatt-, Stengel-, sowie Wurzel-Trockenmassenverhéltnis (BTMV,
STMV, WTMV) der Pflanzen bestimmt, wodurch der prozentuale Anteil der Blatt-, Stengel-,
sowie Wurzel-Trockenmasse an der Gesamt-Trockenmasse der Pflanzen angegeben wird (Daten
nicht dargestellt). Es wurde gepriift, ob diese morphologischen Parameter mit der Einschédtzung der
Ca-Effizienz sowie ihrer Bestandteile, d.h. der Stirke der Symptomausprigung sowie dem
Wachstumsverhalten bei 30/15uM, gemessen an der MRW, in korrelativen Zusammenhang stehen.
Weder das BTMV, noch das STMV der 16 Solanum-Genotypen, standen in engem korrelativen
Zusammenhang weder zur Ca-Effizienz noch zu der Ausprigung von Ca-Mangelsymptomen oder
zu der MRW (Tab. 21).

Demgegeniiber korrelierten sowohl das WTMYV wie auch das Sprof3-Wurzel-Verhéltnis signifikant
mit der MRW. Demnach wiesen die Genotypen mit einem vergleichsweise hohen WTMYV bzw.
einem niedrigen SproB3-Wurzel-Verhiltnis eine hohe MRW auf (Tab. 21). Ein signifikanter Zu-

sammenhang zur Ca-Effizienz bestand nicht.
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Tab. 21: Korrelationskoeffizienten (r) und Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizient (rs) zwi-
schen morphologischen Parametern und der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen, der
mittleren relativen Wachstumsrate sowie der Rangfolge der Ca-Effizienz von 16 Sola-
num-Genotypen bei 30/15 pM Ca-Angebot (BTMV = Blatttrockenmassenverhiltnis [ %];
STMV = Stengeltrockenmassenverhiltnis [ %]; WTMV = Wurzeltrockenmassenverhélt-

nis [ %])
Morphologische Ca-Effi- Auspragung von Mittlere relative
Parameter zienz  Ca-Mangelsymptomen Wachstumsrate
rs rs r rs r
BTMV 0,087 n.s. -0,076 n.s. -0,053 n.s. 0,000 n.s. -0,052 n.s.
STMV -0,157 n.s. -0,224 n.s. -0,127 n.s. -0,368 n.s. -0,351 n.s.
WTMV 0,204 n.s. 0,226 n.s. 0,260 n.s. 0,500 * 0,590 *

SproB-Wurzel-Verhiltnis  -0,254 n.s. -0,253 n.s. -0,117 n.s. -0,600 ** -0,580 *

7.3.6 Beziehungen zwischen Mineralstoff-Gehalten und der Ca-Effizienz

Die Blitter, Stengel sowie Wurzeln der Pflanzen wurden auf ihre Ca-Gehalte hin untersucht (Da-
ten nicht dargestellt). Ein niedrigeres Ca-Angebot (60/30 uM, 30/15 uM) fiihrte bei allen Genoty-
pen zu einer signifikanten Verminderung der Ca-Gehalte sowohl der Wurzeln, Stengel und Blétter.
Signifikante Unterschiede in den Ca-Gehalten zwischen den beiden niedrigen Ca-Angeboten
wurden bei den untersuchten Fraktionen bei keinem Genotyp in keinem Fall festgestellt. Es be-
standen bei dem niedrigsten Ca-Angebot keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genoty-
pen in den Ca-Gehalten weder der Wurzeln, Stengel oder Blétter (Daten nicht dargestellt).

Die K-Gehalte der Blatter lagen unabhéngig von dem Ca-Angebot im Bereich von 30 bis 67 mg (g
TM)". Dabei wiesen die Wildarten im Mittel signifikant niedrigere Blatt-K-Gehalte auf als die
Primitivformen, wéhrend die K-Gehalte der Kultursorten zwischen denen der Wildarten und der
Primitivformen lagen (Daten nicht dargestellt). Ein genereller EinfluBl des Ca-Angebotes der Néhr-
16sung auf die K-Gehalte der Blétter konnte nicht festgestellt werden.

Dagegen wurde ein deutlicher EinfluB des Ca-Angebotes auf die Mg-Gehalte der Blitter festge-
stellt. Bei niedrigem Ca-Angebot (60/30 uM, 30/15 uM) waren die Mg-Gehalte signifikant oder
zumindest tendenziell hoher als bei hohem Ca-Angebot (Daten nicht dargestellt).

In Tab. 22 sind die Korrelationskoeffizienten der Beziehungen bei 30/15 uM Ca-Angebot zwi-
schen den Mineralstoff-Gehalten und berechneten Kationen-Verhiltnissen, und der Ca-Effizienz
sowie ihrer Bestandteile, d.h. die Ausprdgung von Ca-Mangelsymptomen und die MRW, aufge-
fiihrt. In der Tendenz bestanden negative Zusammenhidnge zwischen der Ausprigung von Ca-
Mangelsymptomen und den Ca-Gehalten, sowohl der Wurzeln, Stengel, Blétter wie auch der
Gesamtpflanze. Da sich aber keine engen Korrelationen ergaben, liel sich die genotypisch unter-

schiedliche Auspridgung von Ca-Mangelsymptomen nicht hinreichend durch die Héhe der Ca-
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Gehalte erklaren. Demgegeniiber korrelierten sowohl die Wurzel-Ca-Gehalte wie auch Stengel-Ca-
Gehalte signifikant mit der MRW. Demnach wiesen die Genotypen mit niedrigen Ca-Gehalten in
den Wurzeln oder Stengeln eine hohe MRW auf. Da zwischen den Stengel-Ca-Gehalten sowie den
Wurzel-Ca-Gehalten und der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen tendenziell ebenfalls ein
negative Beziehung bestand, ergab sich kein enger korrelativer Zusammenhang zwischen der
Rangfolge der Ca-Effizienz und der Rangfolge der Ca-Gehalte der Wurzeln oder Stengel.
Tab. 22: Korrelationskoeffizienten (r) und Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizienten (rs)
zwischen Mineralstoffgehalten sowie Kationen-Verhéltnissen und der Auspriagung von

Ca-Mangelsymptomen und der mittleren relativen Wachstumsrate sowie der Rangfolge
der Ca-Effizienz von 16 Solanum-Genotypen bei 30/15 uM Ca-Angebot

Parameter Ca- Auspriagung von Mittlere relative
Effizienz  C3-Mangelsymptomen Wachstumsrate
rs Is R rs r

Ca-Gehalte der

Gesamt-Pflanze 0,251 n.s. -0,324 n.s. -0,235 n.s. -0,018 n.s. -0,086 n.s.
Wurzel -0,372 n.s. -0,176 n.s. -0,082 n.s. -0,691 ** -0,714 **
Stengel -0,140 n.s. -0,450 * -0,397 n.s. -0,674 ** -0,580 *
Blatter 0,125 n.s. -0,174 n.s. -0,093 n.s. 0,021 n.s. 0,085 n.s.
Blatt-K-Gehalte -0,554 * 0,626 ** 0,569 * 0,047 n.s. 0,076 n.s.
Blatt-Mg-Gehalte 0,419 n.s. -0,150 n.s. 0,051 n.s. 0,344 n.s. 0,346 n.s.
Kationen-Verhiltnisse in
Blattern
Ca/(K+Mg) 0,210 n.s. -0,235 n.s. -0,271 n.s. 0,029 n.s. 0,046 n.s.
K/(CatMg) -0,660 ** 0,582 * 0,481 n.s. -0,129 n.s. -0,080 n.s.
Mg/(Ca+K) 0,596 * -0,585 * -0,447 n.s. 0,044 n.s. 0,162 n.s.
Ca/Mg 0,087 n.s. -0,065 n.s. -0,091 n.s. 0,068 n.s. -0,009 n.s.
K/Ca -0,451 * 0,321 n.s. 0416 ns. -0,176 n.s. -0,105 n.s.
K/Mg -0,660 ** 0,582 * 0,474 ns. -0,129 n.s. -0,082 n.s.

Die K-Gehalte der Blitter korrelierten signifikant mit der Auspragung von Ca-Mangelsymptomen,
jedoch nicht mit der MRW (Tab. 22). Demnach wiesen gerade die Genotypen mit hohen K-
Gehalte der Blitter auch viele Ca-Mangelsymptome auf. Da die Rangfolge der K-Gehalte auch
signifikant mit der Rangfolge der Ca-Effizienz korrelierte, miisste sich ein Ca-effizienter Genotyp
durch vergleichsweise niedrige K-Gehalte in den Bléttern auszeichnen. Zwischen den K-Gehalten
der 16 Solanum-Genotypen bestanden zwischen den drei Ca-Angeboten jeweils positive, signifi-
kante Korrelationen (nicht dargestellt). Damit wiesen also die Genotypen, die bei hohem Ca-

Angebot hohe K-Gehalte aufwiesen, auch bei niedrigem Ca-Angebot hohe K-Gehalte auf. Die K-
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Gehalte der Blitter wiederum Kkorrelierten signifikant positiv mit der Ausprdgung von Ca-
Mangelsymptomen. Zusammenfassend kann formuliert werden, dafl die Genotypen, fiir die hohe
Blatt-K-Gehalte charakteristisch waren, bei niedrigem Ca-Angebot viele Ca-Mangelsymptome
aufwiesen.

In dhnlicher Weise wie bei den Blatt-K-Gehalten, allerdings mit umgekehrtem Vorzeichen und
auBlerdem nicht signifikant, bestand ein schwacher Zusammenhang zwischen den Blatt-Mg-
Gehalten und der Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen und der Ca-Effizienz (Tab. 22). Die
Genotypen mit niedrigen Mg-Gehalten der Blétter wiesen in der Tendenz mehr Ca-
Mangelsymptome auf. Die Bedeutung der Mg-Gehalte fiir die Ca-Effizienz wird bei Betrachtung
der berechneten Kationen-Verhiltnisse deutlicher.

Sobald K und Mg auf verschiedenen Seiten des jeweiligen Verhiltnisses stehen, ergaben sich
signifikante Zusammenhinge zur Ca-Effizienz. Dabei zeigte sich, dal die engsten Zusammenhéinge
Verhiltnis in den Blattern aufwies, sei es bedingt durch niedrige K-Gehalte und / oder hohe Mg-
Gehalte, als vergleichsweise Ca-effizient (vgl. Abb. 71)zwischen dem K/(Ca+Mg)-Verhiltnis
sowie dem K/Mg-Verhiltnis und der Ca-Effizienz bestanden. Demnach erwies sich der Genotyp,
der bei niedrigem Ca-Angebot ein niedriges K/(Ca+Mg)-Verhéltnis in den Blattern aufwies, sei es
bedingt durch niedrige K-Gehalte und / oder hohe Mg-Gehalte, als vergleichsweise Ca-effizient
(vgl. Abb. 71).
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Abb. 71: Beziehung zwischen der Rangfolge der Ca-Effizienz und der Rangfolge des K/(Ca+Mg)-
Verhiltnis der Blatter von 16 Solanum-Genotypen bei 30/15 uM Ca-Angebot
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7.3.7 Aufnahme-Effizienz versus Verwertungs-Effizienz

AbschlieBend soll der Frage nachgegangen werden, ob die festgestellten Unterschiede in der Ca-
Effizienz auf Unterschiede in der Ca-Aufnahme und / oder der Ca-Verwertung zuriickzufiihren
waren.

MOLL et al. (1982) definierten eine sog. Nutzungs-Effizienz (Trockenmasse / Ca-Angebot), die
sich aus dem Produkt der Aufnahme-Effizienz (Ca-Aufnahme / Ca-Angebot) und der Verwertungs-
Effizienz (Trockenmasse / Ca-Aufnahme) ergibt. Die Anwendung dieses Konzepts erfordert die
Einbeziehung der gebildeten Trockenmasse der Genotypen. Aus 7.3.1 ging hervor, daf} fiir die
Charakterisierung des Wachstums der 16 Solanum-Genotypen eher die MRW als die gebildete
Frischmasse, und damit auch die Trockenmasse, geeignet war. Wie in Abb. 69 dargestellt bestand
zwischen der MRW und der Trockenmasse bei Betrachtung aller 16 Genotypen nur eine tendenzi-
ell positive Beziehung, wohingegen innerhalb der Gruppe der Kultursorten sowie innerhalb der
Gruppe der Primitivformen und Wildarten eine sehr enge Bezichung zwischen der MRW und der
gebildeten Trockenmasse bestand. Somit kann innerhalb dieser beiden Gruppen das Wachstum
gleichermaflen durch die MRW wie auch durch die Trockenmasse charakterisiert werden. Das von
MOLL et al. (1982) vorgeschlagene Konzept zur Ermittlung des Beitrages der Aufnahme-Effizienz
und des Beitrages der Verwertungs-Effizienz zu der Nutzungs-Effizienz, und damit zur Trocken-
massen-Bildung, wurde daher getrennt auf die Gruppe der Kultursorten und die Gruppe der Primi-
tivformen und Wildarten angewendet.

Aus Tab. 23 geht hervor, da} die Ca-Nutzungs-Effizienz, und damit Effizienz der Nutzung des Ca-
Angebotes der Nahrlosung zur Trockenmassen-Bildung, bei gegebenem Ca-Angebot sowohl bei
den Kultursorten als auch innerhalb der Gruppe der Primitivformen und Wildarten bei allen drei
Ca-Angebotsstufen hauptsichlich auf der Ca-Aufnahme und nicht auf der Ca-Verwertung beruhte.

Tab. 23: Beitrag der Varianz der Effizienz-Komponenten (Ca-Aufnahme, Ca-Verwertung) zur
Varianz der Ca-Nutzungs-Effizienz berechnet nach MOLL et al. (1982)

Ca-Angebot Kultursorten Wildarten & Primitivformen
[uM] Ca-Aufnahme  Ca-Verwertung  Ca-Aufnahme Ca-Verwertung
1000 0,890 0,110 0,996 0,004
60/30 0,902 0,098 1,033 -0,033
30/15 0,832 0,177 1,145 -0,145

Daraus ergibt sich, daB3 die genotypischen Unterschiede in der Nutzung des Ca-Angebotes der
Néhrlosung zur Trockenmassenbildung im wesentlichen auf genotypischen Unterschieden in der
Aufnahme-Effizienz und nicht auf der Verwertungs-Effizienz beruhten.

ENGLISH & MAYNARD (1981) verwendeten zur Identifizierung von Ca-verwertungs-effizienten

Lycopersicon-Genotypen sog. Effizienz-Verhiltnisse (EV), welche sich aus der gebildeten Trok-
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kenmasse pro aufgenommener Ca-Menge berechnen. Aus den oben dargestellten Ergebnissen ging
hervor, dall bei den hier untersuchten Genotypen die Verwertungs-Effizienz im Prinzip keinen
Beitrag zur Ca-Effizienz leistet. Demzufolge sollten sich bei Anwendung des von ENGLISH &
MAYNARD (1981) verwendeten Konzeptes der EV keine Unterschiede zwischen den Genotypen
feststellen lassen. In Abb. 72 sind die zur Ermittlung, des von ENGLISH & MAYNARD (1981)
vorgeschlagenen EV, erforderlichen GroBen, die gebildete Pflanzen-Trockenmassen sowie die
aufgenommenen Ca-Mengen dargestellt. Verwertungs-effiziente Genotypen, die bei geringer Ca-
Aufnahme eine hohe Trockenmasse bilden, wiirden sich im linken, oberen Quadranten befinden.
Verwertungs-ineffiziente Arten, die bei einer vergleichsweise hohen Ca-Aufnahme nur eine gerin-
ge Trockenmasse bilden, wéren im rechten, unteren Quadranten zu finden. In diesem Quadranten
befindet sich jedoch kein Genotyp. Vielmehr ging mit einer hoheren Aufnahme von Ca stets glei-
chermallen auch eine groBere Trockenmassen-Bildung einher, so dal} keine Unterschiede zwischen
den Genotypen in der Verwertung des aufgenommenen Ca zur Trockenmassen-Bildung zwischen
den Genotypen festgestellt werden konnten. Somit 146t sich mit dem von ENGLISH & MAYNARD
(1981) vorgeschlagenem Konzept tatsdchlich kein verwertungs-effizienter Genotyp innerhalb des
untersuchten Spektrums an Genotypen identifizieren.

SIDDIQI & GLASS (1981) schlugen ein Konzept zur Identifizierung verwertungs-effizienter Arten
vor, bei dem die gebildete Trockenmasse eine stirkere Gewichtung erfiahrt. Der von SIDDIQI &
GLASS (1981) formulierte Verwertungs-Index ("utilization index") berechnet sich aus der gebilde-
ten Trockenmasse dividiert durch den Mineralstoffgehalt. Anders formuliert, entspricht dieser
Verwertungs-Index dem Quotienten aus der gebildeten Trockenmasse in zweiter Potenz und der
Ca-Aufnahme. In Abb. 72 sind die zur Ermittlung, des von SIDDIQI & GLASS (1981) formulierten
Index, erforderlichen Grofen gegeneinander abgetragen. Verwertungs-effiziente Genotypen
miissten sich auch hier im linken, oberen Quadranten finden lassen.

Auch bei Anwendung dieses Konzepts lieBen sich keine verwertungs-effizienten Genotypen identi-
fizieren. Allerdings fallt hier die Sorte 'Ijsselster' auf, die damit im Vergleich zu den anderen

Genotypen als verwertungs-ineffizient bezeichnet werden kann.
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Abb. 72: Beziehung zwischen der gebildeten Pflanzentrockenmasse und (A) der Ca-Aufnahme
sowie (B) den Ca-Gehalten der Pflanzen von 16 Solanum-Genotypen bei 30/15 uM Ca-
Angebot

Zusammenfassen lassen sich die Ergebnisse wie folgt:

e Zwischen den 16 Solanum-Genotypen bestanden grofle Unterschiede in der Wiichsigkeit, die
gemessen an der MRW, bei optimalem Ca-Angebot von 1000 uM bis zu 40 % ausmachten.

e FEin Ca-Angebot von 60/30 uM fiihrte im Vergleich zu 1000 uM Ca nur bei S. spegazzini zu
einer signifikant niedrigeren MRW.

e Fin Ca-Angebot von 30/15 uM fiihrte dagegen bei allen Solanum-Genotypen zu einer tendenzi-
ellen Verminderung der MRW, wobei die MRW nur bei 'Bintje', S. pampasense, S. hawkesii
und S. stenotomum nicht signifikant niedriger war als bei der Kontrolle war.

e Bei 60/30 uM waren nach 21 d nur an 6 der insgesamt 96 Pflanzen Ca-Mangelsymptome fest-
stellbar. Bei dem niedrigsten Ca-Angebot zeigten nach 21 d Behandlung alle Genotypen Ca-
Mangelsymptome, wobei die Primitivformen und Kultursorten mehr Symptome aufwiesen als
die Wildarten.

e Die Ca-Effizienz der Genotypen wurde gleichermaflen anhand der MRW sowie der Stirke der
Symptomauspragung bei dem niedrigsten Ca-Angebot eingeschitzt, so dall sich folgende Rei-

henfolge abnehmender Ca-Effizienz ergab:
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S. chacoense = 'Bintje' > S. pampasense > S. hawkesii = S. tarijense > S. sparsipilum >
S. spegazzini > 'Peconic' = 'San Michele' > S. vernei > 'Norchip' > S. fendleri > S. stenotomum =
S.t.andigena 1 > S.t.andigena 2 = 'ljsselster’.

Keiner der erfassten morphologischen Parameter (BTMV, STMV, WTMV, Spro3-Wurzel-
Verhiltnis) korrelierte signifikant mit der Ca-Effizienz.

Ein niedrigeres Ca-Angebot fiihrte bei allen Genotypen zu einer signifikanten Verminderung
der Ca-Gehalte in den Wurzeln, Stengeln und Bldttern. Signifikante Unterschiede in den Ca-
Gehalten zwischen den beiden niedrigen Ca-Angeboten bei den drei Fraktionen bei keinem Ge-
notyp festgestellt. Es bestanden bei keiner Fraktion signifikante Unterschiede zwischen den
Genotypen in den Ca-Gehalten bei dem niedrigsten Ca-Angebot.

Tendenziell bestanden negative Beziehungen zwischen den Ca-Gehalten der verschiedenen
Fraktionen (Blétter, Stengel, Wurzel) und der Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen bei
30/15 uM Ca-Angebot, aber in keinem Fall bestand ein enger Zusammenhang.

Von allen in diesem Versuch ermittelten Wachstumsparametern korrelierte signifikant mit der
Auspriagung von Ca-Mangelsymptomen nur die MRW der letzten Versuchswoche (in der sich
auch hauptséchlich die Symptome entwickelten).

Die genotypischen Unterschiede in der Nutzung des Ca-Angebotes der Nahrlosung zur Trok-
kenmassenbildung beruhten im wesentlichen auf genotypischen Unterschieden in der Aufnah-
me-Effizienz und nicht auf Unterschieden in der Verwertungs-Effizienz.

Obwohl ein weites Spektrum an Genotypen auf deren Ca-Effizienz untersucht wurde, lief3 sich
in der Rangfolge der Ca-Effizienz sowohl am oberen Ende (hohe Ca-Effizienz: 'Bintje") als auch

am unteren Ende (geringe Ca-Effizienz: 'Ijsselster') eine Kultursorte finden.
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